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INTRODUCTION

L’infertilité¢ constitue de nos jours un réel probléme de santé publique. Malgré les
progres récents dans le diagnostic précoce et la prise en charge des couples infertiles, la
non procréation demeure la premicre cause de divorce en Algérie. Il est donc capital de
conjuguer les efforts entre fondamentalistes et cliniciens pour proposer de nouvelles
solutions thérapeutiques adaptées permettant de diminuer la souffrance de ces couples dans
un pays ou étre stérile est une fatalité pour toute la famille. La situation d’infertilité
interroge a la fois le processus de parentalisation et celui de filiation, pour devenir pére, il
faut pouvoir s’inscrire dans une filiation, se situer, a la suite de son pere, 1’ordre des
générations est tres important dans notre société. C’est par quoi un individu se relie a ses
ascendants et ses descendants. La stérilit¢ masculine est donc une atteinte de ’individu
dans son pouvoir de reproduction.

L’infertilité est définie par I’absence de conception apres 24 mois de rapports sexuels
non protégés (Brzakowski et al., 2009). Elle touche 80 millions de personnes dans le
monde et environ un couple sur six est confronté a une infertilité primaire ou secondaire
(Le Goff et al., 2008). L’infertilité¢ touche 15% des couples en France (Sharlip et al., 2002),
en Algérie, on estime qu'environ 15% des couples en souffrent (Bouzekrini, 2012). On
trouve une étiologie masculine dans environ deux tiers des couples, alors qu’auparavant on
attribuait les problémes de stérilité essentiellement a la femme (Sharlip et al., 2002) .

L’altération de la qualité du sperme, observée depuis plusieurs décades, souléve le
probléme du déclin de la fertilit¢ des hommes. En plus des variations physiologiques,
génétiques et environnementales, le mode de vie (tabac, alcool, bains chauds) et les
facteurs psychosociaux semblent affecter la production du sperme (Sharpe et Franks,
2002). Toutefois, les différentes études portant sur la relation entre ces facteurs et
I’infertilit¢ présentent des résultats contradictoires. De nouvelles études sont donc
nécessaires pour une meilleure compréhension de Il'effet de ces facteurs sur la
physiopathologie spermatique ce qui justifie le choix de ce sujet. Lors du bilan de
I’infertilité masculine, le spermogramme et le spermocytogramme restent les examens clés.
Les causes d’infertilité masculine sont variées et souvent multifactorielles, se traduisant
dans 61 % des cas par une anomalie quantitative et/ou qualitative du sperme (Schlossera et
al., 2007).

L’analyse cytomorphologique du sperme revét une grande importance dans

I’exploration de I’infertilit¢ masculine tant sur le plan diagnostic en guidant la recherche
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¢tiologique mais €galement sur le plan thérapeutique en jouant un role significatif dans le
conditionnement des résultats de la fécondation assistée, confortant ainsi encore plus la
place occupée par Dinfertilit¢é masculine liée aux anomalies morphologiques des
spermatozoides dans 1’é¢tude de la reproduction humaine et des difficultés qu’elle

rencontre.

L’existence d’anomalies chromosomiques et de cas familiaux montrent qu’un défaut
génétique peut étre a I’origine de certaines infertilités .Seuls les résultats concernant les
anomalies du caryotype représentent les données les plus anciennes portant sur les rapports
entre les anomalies génétiques et 1’infertilité masculine (Vialard et Boudjenah, 2010). Une
proportion importante des cas de stérilité masculine est causée par des défauts génétiques.
Depuis la découverte des microdélétions sur le chromosome Y dans les années 1970
(Tiepolo et Zuffardi, 1976), Seuls quelques geénes pourraient étre formellement impliqués
dans des anomalies de la spermatogénése. Les deux principaux geénes corrélés avec des
défauts de sperme sont AURKC ( Aurora kinase C ) (Dieterich et al., 2007) et DPY19L2
(Harbuz et al. 2011) qui présentent des mutations dans un grand nombre d'individus non

apparentés ayant le syndrome des spermatozoides macrocéphales et la globozoospermie.

Actuellement, plus de 60 % des indications d’AMP sont liées a ’homme : en effet,
de nombreuses ¢études montrent une diminution de la qualité du sperme (Jorgensen et al.,
2001). Ce qui justifie le choix de ce sujet, ou a travers une étude épidémiologique et
cytologique basée sur un bilan d’analyses cytospermiologiques et sachant que les facteurs

étiologiques masculins sont multiples, nous avons tenté de :

- Cerner les facteurs de risque comportementaux et environnementaux affaiblissant

les paramétres spermatiques.
- Evaluer sa vraie place dans I’infertilité¢ du couple.
- Déterminer la fréquence des différentes anomalies du spermogramme et

spermocytogramme.

- Calculer le taux de fécondation et évaluer le retentissement de la technique d’ICSI sur

cette pathologie.
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Dans le deuxiéme volet une étude génétique est abordée, elle a pour but de:
- Décrire les ¢étiologies du syndrome des spermatozoides macrocéphales et la

globoozospermie et établir ses phénotypes.

- Souligner les risques d’infertilité et d’échec des techniques de PMA liés a la présence de

ces spermatozoides macrocéphales et globocéphales.

- Réaliser I’exploration moléculaire d’une forme rare d’infertilit¢ masculine liée a une
tératozoospermie monomorphe (macrocéphalie) en déterminant une mutation

nouvellement décrite au niveau du getne AURORA KINASE C.

- Réaliser I’exploration moléculaire d’une deuxiéme forme rare d’infertilité masculine liée
a une tératozoospermie monomorphe (globozoospermie) en déterminant la délétion

compléte du gene DPY19L2.

- Déterminer la fréquence des 2 mutations causant ces deux phénotypes dans la population
de I’Est Algérien en déterminant le pourcentage des mutations C.144delC (-/+), c.144del
(+/+), p.Y248 * et DPY19L2.

- Appliquer la technique de séquengage et MLPA afin d’identifier d’éventuelles mutations

au niveau du gene AURKC et la délétion du gene DPY 19L2 respectivement.

L’identification de génes responsables, leurs variations (Mutations et polymorphismes)
ainsi que les phénotypes associés représentent une étape importante dans la prévention, le
diagnostic et le traitement des maladies. La macrocéphalie et la globozoospermie sont
encore de rares formes récurrentes de tératozoospermie retrouvées fréquemment chez les
sujets originaires d'Afrique du Nord. Jusqu'a présent, aucune étude n'a évalué la fréquence
de ces phénotypes et leur étiologie dans la population Algérienne d’ou D'intérét et
I’originalité de ce travail. Nous rapportons ici la premiére analyse génétique des hommes
Algériens de formes séveres de tératozoospermie avec un accent particulier sur les hommes
avec macrocéphalie et globozoospermie en déterminant les mutations nouvellement
décrites responsables de ces phénotypes, leur fréquence dans une population de I’Est

Algérien et la prise en charge en PMA.
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I. GENERALITE
I.1. Définition

Le terme d’infertilité est préférable a celui de stérilité, ce dernier signifie qu’aucune
thérapeutique curative n’est possible (Chanson et al., 2000).
Cependant cette notion stricte et définitive de stérilité a changé depuis la possibilité des
recueils de spermatozoides intratesticulaires et intraépididymaires (Hammamah et al.,
1999).

L’infertilit¢ masculine est I’impossibilité pour un homme d’assurer une procréation
du fait d’une défaillance des paramétres spermatiques, ce qui €tablit de facon significative
la différence biologique entre population fertile et infertile (Pontonnier et Bujan, 1993).

On décrit deux types d'infertilité masculine :
* L’infertilité primaire ou I'homme n'a jamais été responsable d'une grossesse.
» L’infertilit¢ secondaire ou 'homme a été responsable d'une grossesse qu’elle qu'en été

l'issue, avec la partenaire présente ou une autre.

II. DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

L’indicateur le plus fréquemment utilisé pour mesure d’infertilité est la fécondabilité
ou probabilit¢ mensuelle de conception (Hammamah et al., 1999). Elle est considérée
comme constante pour un couple donné sur une certaine période, mais différente d’un
couple a I’autre.

Au temps 0 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
fécondabilit¢ moyenne des couples restant diminuée. Ainsi il est estimé qu’aprés un an
d’infécondité, la fécondabilité moyenne est de 12% : aprés 2 ans elle n’est plus que de

7.9% et apres 5 ans, de 4% (Hammamabh et al., 1999).

L’incidence de I’infertilité correspond au nombre de couples infertiles répertoriés a

un moment donné, rapporté au nombre total de couples en age de procréer.
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La prévalence correspond au nombre de cas apparus en une année rapporté au

nombre total de couple en age de procréer.

L’infertilité¢ constitue un motif de consultation de plus en plus fréquent dans les pays
industrialisés. L’age moyen de la maternité est en constante augmentation, reflet et
conséquence des changements sociologiques en rapport avec les progres de la
contraception, les études et carriéres féminines, les secondes unions et désormais le désir

des couples de profiter de la vie a deux avant de s’engager dans la voie familiale.

Deux enquétes francaises servent de référence, la premicre réalisée en 1978 par
Leridon estimait a 15 % la proportion des couples ayant des difficultés a concevoir et a 4%
la proportion de femmes stériles, correspondant & une fécondabilit¢é moyenne de 10 %
(Hammamah et al., 1999). La deuxieme, plus récente, il s’agit d’une étude multicentrique
de Thonneau et al (Thonneau et al., 1991), menée dans trois départements francais (Indre-
et-Loire, Loire-Atlantique et Haute-Vienne) de juillet 1988 a juin 1989, sur 1686 couples
ayant consulté pour une infertilit¢ primaire ou secondaire de plus d’une année, estime la
prévalence de l’infertilit¢é a 14.1 % et conclut que 1 femme sur 7 consulterait pour
infertilité au cours de sa vie reproductive, et qu’en termes de soins de santé, environ 60 000

femmes consulteraient par an.
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RAPPELS ANATOMIQUES,
HISTOLOGIQUES ET

PHYSIOLOGIQUES DE L’APPAREIL
GENITAL MALE




SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

GENITAL MALE :

La fonction génitale de I’homme est d’élaborer des gamétes males 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 I’émission sous pression des différents
constituants du sperme. Ces organes et structures sont les testicules, les voies spermatiques
notamment 1’épididyme, le canal déférent et I'urétre, les glandes annexes constituées par la

prostate, les vésicules séminales et les glandes bulbo-urétrales ou glandes de Cowper

(fig.1).

Figure. 1 : L’appareil génital masculin (coupe sagittale) (Vacheret, 2005).

I.1. Les testicules :

Les testicules ou gonades males sont des organes pairs, normalement placés au-
dessous de la verge, dans les bourses. Chaque testicule a la forme d’un ovoide aplati
transversalement, dont le grand axe est oblique de haut en bas et d’avant en arricre (fig. 1).
Il mesure 4 a 5 centimetres de longueur, 2,5 centimétres d’épaisseur et 3 centimétres de
hauteur, pesant en moyenne 20 grammes (Rouviére et Delmas, 1992).

1.2. Les voies spermatiques

Les spermatozoides ¢élaborés dans les tubes séminiferes vont étre évacués grace a

un systéme de canaux constituant les voies excrétoires du sperme. A ces conduits, sont
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<

annexés des glandes dont les produits de sécrétion participent a la constitution du sperme.
On donne le nom de tractus génital male a I’ensemble des voies excrétrices et des glandes
annexes. On distingue 2 catégories de voies spermatiques ; les uns sont intra-testiculaires,
les autres extra-testiculaires

1.2.1. Les voies spermatiques intra-testiculaires

Ce sont les tubes droits et le réte testis. Les tubes droits sont des conduits de Imm
de long, tapisses histologiquement d’un épithélium simple cubique ou aplati. Le réte testis
appelé aussi réseau de Haller constitue davantage des lacunes que des canaux creusés dans
le corps d’Highmore. Il est recouvert d’un épithélium cubique simple.

Ces 2 voies apparaissent comme des voies excrétrices du sperme. Les spermatozoides
observés a ces niveaux ne sont pas doué¢s de mouvements propres.

D’un point de vue médical, il peut exister de fagon congénitale ou se produire de fagon
secondaire, une oblitération de ces voies étroites : il s’ensuit une azoospermie excrétrice
qui peut étre localisée seulement a un territoire du testicule.

1.2.2. Les cones efférents

IIs appartiennent a I’épididyme dont ils constituent le globus major, tapisses
histologiquement d’un épithélium festonne reposant sur une membrane basale.

1.2.3. L.’épididyme

Il est placé sur le testicule a la maniere d’un cimier de casque. Il décrit une courbe
concave vers le bas, adaptée a la convexité du testicule. C'est un organe androgéno-
dépendant qui concentre le sperme et permet aux spermatozoides d'acquérir leur mobilité et
leur pouvoir fécondant (Staerman F, Hermabessiere J. 1993a). On lui décrit trois parties :
une partie antérieure renflée, la téte ;
une partie moyenne, le corps ;

une extrémité postérieure, la queue.

1.2.4. Le canal déférent

Il fait directement suite au canal épididymaire : c’est un ¢lément du cordon
spermatique et il mesure environ 40cm de long pour un diamétre de 2mm. Partant de la
queue de I’épididyme, il traverse le canal inguinal et la fosse iliaque, puis il se recourbe
vers le bas fond vésical ou il se continue par le canal éjaculateur, il présente une dilatation
allongée ; ’ampoule du canal déférent ou ampoule différentielle située au-dessus du point

d’abouchement des vésicules séminales dans le canal déférent.
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Le canal déférent n’est pas une simple voie vectrice du sperme ; la présence de
cellules de type glandulaire le rapproche du canal épididymaire ; il est parcouru d’ondes
péristaltiques qui assurent la progression des sécrétions testiculo-épididymaires.

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

s’accumule le sperme dans ’intervalle des ¢jaculations.

1.2.5. Le canal éjaculateur

Long de 2cm sur 1 mm de diametre, il s’étend du point d’abouchement de la vésicule
séminale dans le canal déférent a ’urétre prostatique ; son calibre diminue progressivement

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

1.3. Les glandes annexes :

Trois glandes sont annexées aux voies excrétrices masculines : les deux vésicules
séminales (droite et gauche), la prostate et les deux glandes bulbourétrales ou glandes de
Cowper. Ces glandes produisent la majeure partie du sperme.

1.3.1. Les vésicules séminales :

Ce sont deux réservoirs membraneux dans lesquels s’accumule le sperme dans
I’intervalle des ¢jaculations. Chacune d’elles est branchée sur 1’extrémité terminale de 1’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 5 a 7
centimetres, de la forme d’un petit doigt.

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 vitalit¢ maximale dans le sperme (Valeri et al., 1998).

1.3.2. L.a prostate

Elle apparait comme un organe musculo-glandulaire, impaire et médian, adhérant
a la face inférieure de la vessie et entourant le carrefour urogénital a 1’abouchement des
vésicules séminales dans les canaux déférents.

1.3.3. Les glandes de Cowper

Elles sont encore appelées glandes de MERY-COWPER. Elles sont constituées de
deux petites masses glandulaires de la taille de petites noisettes situées a la jonction de

I’urétre spongieux dans 1’épaisseur de I’aponévrose pénienne moyenne.
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Elles possédent un canal excréteur relativement long chez I’homme adulte, qui atteint
30 2 40 mm de long et il s’ouvre sur la paroi postérieure de 1’urétre pénien au niveau de la

partie antérieure du cul-de-sac du bulbe (Langman, 1984).

11. La spermatogénése

La spermatogénese est le processus de transformation de cellules souches appelées

spermatogonies en gametes males ou spermatozoides.

la spermatogenése : elle comporte plusieurs phases (fig. 2) :

La phase de multiplication ou une spermatogonie se divise en deux cellules toujours
diploides (2n chromosomes) appelées spermatocytes de 1er ordre (I).

la phase d’accroissement : ces spermatocytes de ler ordre (I) deviennent plus volumineux
avec des transformations de la chromatine. Ceci correspond a la prophase de la premicre
division de méiose.

la phase de maturation : le spermatocyte I se divise en deux spermatocytes de 2ieme

ordre (II) qui sont haploides (n chromosomes) par une mitose réductionnelle. Enfin, le

spermatocyte II se transforme en spermatide qui ne se divisera plus.
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Figure. 2 : La spermatogenése (Vacheret, 2005).
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La spermiogenése (fig. 2 et 3) : c’est la derni¢re phase de différenciation ; étape capitale

pendant laquelle le spermatide se transforme en spermatozoide définitif, c’est-a-dire il perd
son cytoplasme superflu et est dot¢ d’une queue. Les spermatozoides acquierent leur
mobilité ainsi que leur pouvoir fécondant au cours de la traversée de I’épididyme et du
canal déférent. Ce pouvoir fécondant n’est d’ailleurs complet qu’apres le parcours des
voies génitales féminines (capacitation).

vésicule . appareil
acrosomiale de

Golgi

capuchon
acrosomial

centriole

. & /‘ proximal
u | B >
|sQ e
contnoles\ o
mitochondries <
centriole
flagelle distal
acrosome
3 5
TETE Eg centriole
proximal

manchon
mitochondrial

e FLAGELLE
cytoplasmique
flagelie —2&4 ) e
9 corps_» @J gouttelette
résiduel == = cytoplasmique

Figure. 3: Spermiogenese (Vacheret, 2005).

11.1 Régulation hormonale de la spermatogenése

L’installation de la spermatogenése a la puberté et son maintien dépendent d’un
controle hormonal hypothalamo-hypophysaire.

I1.1.1 Action des gonadotrophines

La FSH en est I’hormone hypophysaire essentielle. Elle est responsable du
déclenchement et du maintien de la spermatogenese. Elle agit sur les tubes séminiféres par
I’intermédiaire des cellules de Sertoli pour assurer le bon déroulement de la
spermatogenese. Elle agit aussi directement sur les multiplications goniales.

La LH joue aussi un role indirect. Elle agit sur les cellules de Leydig qui produisent
la testostérone. Celle-ci, en synergie avec la FSH, entraine la production par la cellule de

Sertoli d’une protéine de liaison appelée ABP (Androgen Binding Protein). La liaison de

10
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I’ABP aux androgeénes permet le maintien d’une concentration ¢élevée d’androgénes dans le
tube séminifere, nécessaire a la poursuite de la méiose et de la spermiogenese.

I1.1.2 Controle de la sécrétion des gonadotrophines

Ce contrdle résulte de mécanismes complexes encore mal ¢€lucidés. Le controle
principal est assuré par une neuro-hormone, la LH-RH ou Gn-RH (Realising-Hormone)
d’origine hypothalamique de sécrétion pulsatile et de demi-vie courte (4 minutes).

La sécrétion de la LH est controlée par le taux de testostérone et de dihydrotestostérone. La
testostérone agit au niveau central en diminuant la fréquence des pulsations sécrétoires de
LHRH (feed back négatif). Elle exerce également un effet inhibiteur au niveau
hypophysaire. En ce qui concerne la FSH, c’est une hormone d’origine tubulaire appelée «
inhibine » qui est responsable de feed back négatif entre FSH et activité spermatogénétique

(Coulibaly et Oumar, 2000 ; Peter, 1991).

I11. Le sperme

II1. 1. Définition

Le sperme résulte du mélange lors de I’¢jaculation de différentes sécrétions du
testicule, du tractus génital et des glandes annexes. Il comprend :
- Une phase cellulaire : les spermatozoides.
- Une phase liquidienne : le plasma séminal.

111.2 Les différentes fractions du sperme

Lors de I’examen, le sperme est projeté par saccades et il a été ainsi démontré qu’il
existe un fractionnement de 1’¢jaculat. Celui-ci comprendrait :
- Une fraction pré-spermatique (5 @ 20 % du volume total) ; le liquide est tres fluide et
comprend les sécrétions mélangées des glandes de Cowper et des glandes urétrales. Elle
peut contenir jusqu’a 5 % des spermatozoides.
- Une fraction spermatique (30 a 50 % du volume total) ; c’est la fraction principale de
I’éjaculat contenant la grande majorité des spermatozoides (46 a 80 %). Les sécrétions
proviennent de I’ampoule du canal déférent, de la prostate, des testicules et en partie des
vésicules séminales.
- Une fraction post-spermatique (13 a 32 % du volume total) ; elle renfermerait les
sécrétions des vésicules séminales. Elle peut aussi contenir les spermatozoides dont un fort
pourcentage serait mort ou altéré. Toutefois, il est nécessaire de recueillir I’¢jaculat total

pour un bon examen du sperme (Mbacker, 1984).

11
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I11.3. Le liquide séminal

Il constitue la fraction liquidienne du sperme, trés hétérogeéne. Il contient de
nombreux constituants organiques, inorganiques et de multiples enzymes. Ces différents
¢léments proviennent des sécrétions des cellules glandulaires du tractus génital male. Le
liquide séminal est obtenu par centrifugation du sperme ; il comprend les 9/10 émes de
I’¢jaculat. 1l refléte donc les sécrétions de 1’ensemble des sécrétions des glandes
accessoires et de tout 1’épithélium glandulaire qui tapisse le tractus génital masculin :
prostate, vésicules séminales, glandes de Cowper, ampoule du déférent, épididyme, et
autres glandes situées le long de la paroi du canal urétral et des voies génitales.

IV. Influence de certains facteurs sur la spermatogenése

IV.1 Facteurs phvsiologiques

- Nutrition : le déroulement de la spermatogeneése humaine nécessite un rapport
quantitatif et qualitatif convenable de protéines notamment certains acides aminés dont
I’arginine, les acides gras et les vitamines (A, C, E par exemple).

- Vascularisation testiculaire : le testicule est vascularisé par 1’artére testiculaire ; il
est trés sensible a I’ischémie (Coulibaly et Oumar 2000), (Alexandre, 1981), (Bakonde,
1983).

IV.2 Facteurs physiques

- Température : le testicule est trés sensible aux variations de température.
L’exposition de I’individu a de fortes chaleurs entraine une oligospermie obtenue par des
hyperthermies thérapeutiques (Afoutou, 1984).

- Radiations et spermatogenése : on connait trés bien le role néfaste qu’entraine
I’irradiation testiculaire par certaines doses de rayons X ou de rayonnements gamma. Les
Iésions possibles peuvent aller depuis la destruction des spermatogonies jusqu’a

I’apparition d’aberrations chromosomiques (Bakonde, 1983).

IV. 3 Facteurs pharmacologiques

Ils sont nombreux :
- les anti-mitotiques
- certains antibactériens : nitrofurantoine, gentamicine
- les stéroides sexuels

- alcool, tabac, drogue.

12
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IV. 4 Facteurs exogénes

I1 s’agit du stress et des conflits socio-professionnels (Fernandez et Ville, 1989).

V. Bilan clinique de ’infertilité masculine

Les explorations pour infertilité sont proposées rapidement s’il existe des antécédents
ou des facteurs de risque chez 1’un des deux partenaires, en tenant compte également de
leur anxiété et de leur age au moment de la prise en charge. Dans I’idéal, le bilan clinique
des deux conjoints permet d’orienter les examens complémentaires. Au final, tout avis
pronostique et toute décision thérapeutique chez I’homme infertile ne peuvent étre

formulés qu’a la fin des investigations du couple (Schlosser et al., 2006).

V.1. Interrogatoire

L’interrogatoire doit étre méthodique, éventuellement structuré par 1’utilisation d’un
questionnaire-type, pour identifier tous les facteurs potentiels d’infertilité. Il précise tout
d’abord la nature de ’infertilité : primaire ou secondaire en cas de paternité¢ antérieure, sa
durée, I’age de la partenaire et les résultats des explorations et traitements déja réalisés. Les
conditions et la qualité de la sexualité du couple doivent également étre étudiées :
contexte psychologique et social, fréquence des rapports sexuels au moment de I’ovulation,
présence ou non de troubles érectiles et/ou éjaculatoires, utilisation de lubrifiants
potentiellement toxiques pour les spermatozoides (Schlosser et al., 2006).

Les antécédents familiaux d’infertilité, de fausses couches spontanées a répétition ou
d’anomalies chromosomiques, les antécédents médicaux et chirurgicaux personnels
peuvent orienter vers une cause congénitale ou génétique. Les prises médicamenteuses
passées et actuelles peuvent modifier la libido, 1’¢jaculation et la spermatogencse de
maniére plus ou moins définitive. Enfin, certaines expositions professionnelles ou toxiques
environnementales (tabagisme, intoxication éthylique chronique, cocaine, marijuana, etc.)
sont a risque pour la fertilit¢ masculine.

V.2. Examen clinique

- A l'inspection, on recherche des signes de carence androgénique et de dysfonction
endocrinienne (répartition gynoide des graisses, raréfaction de la pilosité pubienne et
thoracique, gynécomastie...), ainsi que les cicatrices chirurgicales abdominales et
inguinales.

- L'examen physique doit étre général mais une attention particuliére doit étre donnée a

l'examen des organes génitaux :
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» L’examen du pénis : recherche un hypospadias trés postérieur rendant 1'é¢jaculation
inefficace...

* La palpation des testicules et la mesure de leur taille : le volume de la glande testiculaire
est lié a la spermatogénése (Jockenhovel, 2004).

Ce volume peut étre évalué a l'aide d'un orchimétre ou d'un pied a coulisse.

Le testicule est hypotrophique si son volume est compris ente 6 et 15 ml et atrophique en
deca de 6 ml.

L'atrophie testiculaire permet de poser le diagnostic de l'infertilité sécrétoire (absence de
production des spermatozoides). Cet examen permet parfois de découvrir un cancer
testiculaire, une ectopie...

* La présence et la palpation des canaux déférents : a la recherche de signes obstructifs de
la voie séminale. En effet, 1'absence des déférents évoque une agénésie congénitale
bilatérale des déférents (ACBD) alors que la présence de nodules avec une consistance
dure des déférents évoque une cause infectieuse (tuberculose génitale....).

* La recherche de varicocele, hydrocele.

* Le toucher rectal est fortement recommandé : état de la prostate et des vésicules

séminales.

V1. Bilan paraclinique de premiére intention

VI.1. Spermogramme et spermocytogramme

Le spermogramme est un €élément incontournable de I'évaluation de la fertilité
masculine. Le recueil du sperme doit étre réalisé au laboratoire, par masturbation, aprés un
délai de 2 a 5 jours d'abstinence. Des valeurs de référence ont été définies par
I'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) (Rowe et al, 2000; Staerman et
Hermabessiere, 1993).

VI1.2. Interprétation du spermogramme

* Le volume

I1 renseigne sur le fonctionnement du systéme glandulaire :
* Un faible volume (hypospermie) < 2 ml peut traduire un hypogonadisme, une
testostérone plasmatique basse ou une agénésie vésiculaire. En outre, une prostatite ou une
vésiculite peuvent diminuer le volume séminal.
* Un volume élevé (hyperspermie) > 6 ml peut traduire une infection ou une ¢jaculation
incompléte (€éjaculation rétrograde).

*LepH

14



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

L'éjaculat est un mélange de secrétions prostatiques acides (blanchatres) et de
sécrétions vésiculaires basiques (jaunatres).
* Un pH acide <7,2 traduit une insuffisance ou une absence de secrétions vésiculaires
(exemple : agénésie des vésicules séminales).
* Un pH basique > 7,8 évoque une insuffisance prostatique (prostatite chronique).

e L.a numération des spermatozoides

11 est difficile, voire impossible, de définir une valeur au dessous de laquelle tous les
hommes sont infertiles.
* Absence totale de spermatozoides ou azoospermie (0 / ml) qui peut étre d'origine
obstructive (obstruction des voies séminales) ou non obstructive (absence de production
par les testicules).
* Spermatozoides < 20 millions par ml ou oligospermie ou oligozoospermie.
Le seuil de fécondité est de 5 millions par ml. Entre 5 et 20 millions par ml, le pourcentage
de grossesse est relativement identique mais le temps d'attente est plus long.

* La mobilité

On parle d'asthénospermie ou asthénozoospermie en cas de diminution de la mobilité
des spermatozoides par rapport aux valeurs normales. En cas d'asthénospermie, il faut
chercher une infection, la présence d'anticorps anti spermatozoides, une varicocele. ..

e La vitalité

On parle de nécrospermie si le taux de spermatozoides morts est ¢élevé
(spermatozoides
vivants < 60 %).

¢ L.a morphologie

Un sperme normal contient plus de 30 % de spermatozoides normaux.
L'identification, le dénombrement des différentes anomalies et le nombre de
spermatozoides (SPZ) anormaux (qui doivent figurer sur le spermocytogramme),
permettent de calculer I'index d'anomalies multiples (IAM).

La fertilité commence a baisser significativement quand I’IAM >1,6.

VI1.3. Normes du spermogramme

Tableau récapitulatif des valeurs normales selon ’OMS.
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Tableau. 1 : Valeurs normales des paramétres du spermogramme.

Valeurs normales selon POMS-2010

Définitions de I'anomalie

Volume du sperme : > 1,5 ml (1,4 - 1,7)

< 1,5 ml: Hypospermie

> 6 ml : Hyperspermie

Numération des spermatozoides (par ml): > 15

millions/ml (12 - 16)

0 : Azoospermie

< 15 millions/ml

Numération des spermatozoides (par ¢jaculat): > 39 Oligozoospermie
millions (33 - 46)
Mobilité des - Mobilité¢ progressive de <32%
spematozoides a la type (atb) des
premicre heure apres spermatozoides
1'¢jaculation. > 32 % (31 a 34 Asthénospermie
- Grade (a) : mobilité (ou>30 %)
en trajet - Mobilité de type (a+b+c) <40 %
fléchant.rapide (>25 des spermatozoides : >
um/s) 40 % (38 - 42)
- Grade (b) : mobilité
lente et progressive
(5-25 um/s).
- Grade (¢) : mobilité
sur place.
- Grade (d) =
immobile
Mobilité a la Chute de mobilité inférieure Chute de
quatrieéme heure a 50% comparativement mobilité
apres 1'éjaculation. aux chiffres de la premiére supérieure

heure a50%

Morphologie normale des spermatozoides : >30 %

v

4%

(3,0 - 4,0)

<4 %: Tératospermie
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(se rapproche de la classification Kruger)
Ou : > 15 % (selon la classification de David modifiée

par Auger et Eustache).

Leucocytes < 1 million/ml

> 1 million/ml : Leucospermie

Vitalité des spermatozoides : > 58 % (55 - 63)

<58 %: Nécrosospermie

D'autres valeurs normales (consensus) :

pH:>72

MAR test (anticorps anti spermatozoides de type IgA,
IgG, IgM fixés sur les spermatozoides) :
<50 %.

Immunobead test (motile spermatozoa with bound
particules) (ou seprmatozoide mobile avec anticorps
antispermatozoide) : <50 %

Peroxidase-positive leukocytes

<(1,0) (million/ml).

Fructose séminal : > (13) umol/¢&jaculat

Phosphatase acide seminale : > 200 U/¢jaculat.

Acide citrique séminal : > 52 pmol/¢jaculat.

Zinc séminal : > (2,4) umol/ejaculat

Seminal neutral glucosidase : > (20) mU/¢éjaculat

L-carnitine séminale : 0.8-2.9 pmol/éjaculat

VI1.4. Le spermocytogramme

Définition

C’est I’étude morphologique ou cytologique des spermatozoides. Il permet parfois de

poser le diagnostic étiologique. Actuellement, la coloration Hemalun-Shorr qui associe un

colorant nucléaire, I’hemalun de Mayer a un colorant cytoplasmique, le colorant de Shorr

permet de réaliser cette étude morphologique des spermatozoides.

VI1.4.1 Méthode de classification de David : Principe, définition et exemples

VI1.4.1.1. Principe

La méthode de David pour le classement des anomalies morphologiques des

spermatozoides humains a été proposée en 1972 lors d'un colloque sur la fécondité et la

stérilit¢ du male et publiée en 1975 (Fellous et Siffroi, 2003). La classification initiale
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comportait 13 types d'anomalies, sept pour la téte et six pour le flagelle. La classification
de David modifiée recense en dehors des spermatozoides morphologiquement normaux :

_ 7 anomalies de la téte : tétes allongées, amincies, microcéphales, macrocéphales,
multiples, présentant un acrosome anormal ou absent, présentant une base (région
postacrosomique) anormale.

_ 3 anomalies de la piéce intermédiaire (PI) :

reste cytoplasmique, PI gréle, PI angulée.

_ 5 anomalies de la piéce principale : absente, écourtée, de calibre irrégulier, enroulée et
Multiple.

Compte tenu de l'inhomogénéité du sperme humain et de la faible fréquence de
certaines anomalies, 100 spermatozoides au minimum doivent étre classés pour fournir une
évaluation correcte du pourcentage de spermatozoides typiques et du profil des différentes
atypies. Cette recommandation est cependant parfois impossible a suivre lorsque la
concentration de spermatozoides est trés faible. Dans ces cas, la classification peut étre
faite a partir de 50 spermatozoides, mais le résultat pour les spermatozoides normaux et
anormaux ne doit pas étre rendu en pourcentage et la conclusion doit tenir compte de la
fiabilité diminuée des fréquences des anomalies retrouvées, notamment lorsqu'il s'agit
d'anomalies rares.

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

cellulaires.
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Figure. 4 : Illustrations du spermatozoide humain normal ou subnormal, considéré comme
normal, et rappel des définitions.

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

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

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

Macrocéphale: Le grand axe et le petit axe sont plus grands que la normale (fig. 5).
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Figure. 5 : Anomalies de taille de la téte des spermatozoides humains.

Tétes multiples : Il y a plus d'une téte par spermatozoide. Elles peuvent tre accolées et
occuper une surface totale similaire a celle d'une seule téte ou bien étre parfaitement
dissociées (Fig. 6).

Anomalies de l'acrosome : On classe dans cette catégorie toute anomalie de taille, de
contour ou de texture de la région acrosomique ainsi que l'absence d'acrosome. La surface
de 'acrosome est inférieure a 40 % ou supérieure a 70 % de la surface totale de la téte (Fig.
6).

Anomalies de la base de la téte ou région post-acrosomique : Toutes les anomalies de

contour et de texture de la région post-acrosomique. (Fig. 6).
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Figure. 6 : Anomalies de forme et de texture de la téte des spermatozoides humains.
Reste cytoplasmique : le reste cytoplasmique est considéré comme une anomalie s'il a une
surface supérieure au tiers de la surface d'une téte normale. I se situe le plus souvent a la
jonction de la téte et de la piece intermédiaire et c'est pourquoi il est class¢ comme
anomalie de la piece intermédiaire mais il peut également entourer I'ensemble de la cellule
(souvent dans le cas de spermatozoides enroulés) ou englober seulement la téte (Fig. 7).
Piéce intermédiaire gréle: le diamétre de la piece intermédiaire est égal ou inférieur au
diametre de la picce principale dans sa partie initiale. Cette anomalie correspond a une

gaine mitochondriale qui ne s'est pas constituée (Fig. 7).

Angulations du flagelle : 1'axe de la piece intermédiaire et I'axe de la téte ou l'axe de la
picce principale forment un angle net ou encore le flagelle n'est pas implanté dans l'axe de
la téte. Les angulations sont bien visibles en microscopie ¢1ectronique. Elles se présentent

sous la forme d'une plicature a la jonction de la piece intermédiaire et de la piece principale

21



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

ou plus loin sur le flagelle et réguliérement les structures axonémales et périaxonémales en

regard sont désorganisées (Fig. 7).

Figure. 7 : Anomalies de la piéce intermédiaire des spermatozoides humains.
Flagelle absent : les tétes isolées sont comptées dans cette catégorie. La pathologie
ultrastructurale intéresse les colonnes striées qui sont absentes et/ou la piéce connective qui
est rudimentaire (fig. 8).

Flagelle court : le flagelle est significativement écourté (<5 fois la longueur de la téte).

La microscopie €lectronique a transmission indique parfois que le flagelle est court du fait
d'une brieveté de la piece intermédiaire mais, le plus souvent, on observe des flagelles
courts et épaissis avec une prolifération des éléments composant la gaine fibreuse. Ces
flagelles ne sont pas fonctionnels (fig. 8).

Flagelle irrégulier : le diamétre de la picce principale est variable, présentant des
rétrécissements ou des élargissements. En microscopie €lectronique a transmission, cette

anomalie correspond a des désorganisations étagées de 1'axonéme et/ou du périaxonéme

(fig. 8).
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Flagelle enroulé : Le flagelle est enroulé¢ autour de la téte ou en dehors de la téte. En
microscopie ¢lectronique a transmission, on observe des coupes transversales multiples de
flagelles correspondant a des niveaux différents au sein d'un méme reste cytoplasmique,
parfois des incidences longitudinales plus rares montrant nettement un enroulement du
flagelle autour de la téte. Sur les coupes transversales de flagelle, on observe des
désorganisations de la disposition circulaire stricte des différents ¢1éments de 'axonéme et
du périaxoneme dont certains manquent.

Flagelles multiples : il y a plus d'un flagelle par spermatozoide, la piece intermédiaire
¢tant commune ou multiple. En microscopie €¢lectronique a transmission, on observe des
tétes spermatiques bien isolées avec deux (et plus) plaques basales et deux (et plus) picces

connectives (fig. 8).

Figure. 8 : Anomalies de la pi¢ce principale des spermatozoides humains
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Figure. 9: Classification de David 1995 des anomalies morphologiques des

spermatozoides (Mansat et Bennet, 1986).

VII. Causes d'infertilité masculine

L’enquéte étiologique est une étape fondamentale car le pronostic et les options

thérapeutiques en dépendent. On reconnait cinq grands mécanismes d’altération de la
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fertilit¢ masculine: les troubles érectiles, éjaculatoires et sexuels, les causes
endocriniennes, les causes testiculaires, les causes obstructives séminales et les altérations
fonctionnelles des spermatozoides. Plusieurs facteurs d’infertilité peuvent coexister chez
un méme patient, et certains facteurs agissent sur la fertilité par des mécanismes différents.

VII1.1. Causes prétesticulaires :

VII.1.1. Causes endocriniennes

* Insuffisance hypothalamohypophysaire : L'insuffisance de production de la GnRH
et/ ou un déficit de production de la FSH et de la LH hypophysaires entrainent un
hypogonadisme hypogonadotrope (testostostérone, FSH, LH basses) avec une altération de
la spermatogenese (azoospermie sécrétoire).

* Freination de l'axe hypothalamo- hypophysaire: Cet axe est en outre
particulierement sensible a 'effet freinateur de plusieurs médicaments (antihypertenseurs,
psychtropes, hormones...) (Rowe et al., 2000 ;Turek et Pera., 2002; Meschede et al.,
1997), des cestrogénes ( origine tumorale, hyperthyroidie, obésité et éthylisme chronique),
des androgenes (origine tumorale, hyperplasie congénitale des surrénales, hypothyroidie)
et de la prolactine (adénome hypophysaire a prolactine ou hypothyroidie).

VII.2. Causes testiculaires

Insuffisance testiculaire

Les causes testiculaires d'infertilit¢é peuvent é&tres chromosomiques ou non
chromosomiques. On parle d'hypogonadisme hypergonadotrophique.

m Causes chromosomiques

6 a 13 % des hommes infertiles ont des anomalies chromosomiques sur leur
caryotype.
Parmi ces anomalies, on peut citer :
- le syndrome de klinefelter (47, XXY) est la plus importante et la plus fréquente des
anomalies;
- les hommes XY Y et les hommes XX
- les mosaiques XY/ XX;
- les microdélétions Y, surtout la région AZF (azoospermic factor) située sur le bras long
du chromosome Y.

m Causes non chromosomiques

L'insuffisance testiculaire non chromosomique peut étre idiopathique ou acquise.
Parmi ses causes, on peut citer les pathologies suivantes :

- varicocele, cryptorchidie
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- traumatisme testiculaire

- orchite ourlienne

- tumeurs testiculaires

- chimiothérapie (surtout les alkylants comme la cyclophosphamide), la radiothérapie

- consommation excessive de tabac, d’alcool et de stupéfiants qui peut entrainer une
insuffisance testiculaire.

Cependant, malgré une recherche étiologique approfondie, 25 % des cas d'infertilité
masculine restent idiopathiques.

m Causes post-testiculaires

Elles représentent l'ensemble des problémes qui empéchent le cheminement des
spermatozoides dans les voies génitales de 'homme et /ou de la femme. On distingue ainsi
parmi les causes post testiculaires d'infertilité :

VII1.3 Les troubles érectiles et éjaculatoires

Ils empéchent la déposition des spermatozoides en intra-vaginale.

VII1.4 L'obstruction des voies séminales

Causes obstructives d'infertilité

- Agénésie vésiculodéférentielle bilatérale congénitale : c’est une forme génitale de la
mucoviscidose. Elle est due a la mutation de geéne de la mucoviscidose CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator). On peut également retrouver une agénésie
unilatérale ou une agénésie des canaux éjaculateurs (Barthelemy, 2003; Schlosser et al.,
2007).

- Obstruction acquise : elle est surtout de nature infectieuse (infections sexuellement
transmissibles, tuberculose génitale...), traumatique, tumorale (obstructions des canaux

¢jaculateurs) ou iatrogéne (chirurgie de la hernie, varicocele, hydrocéle).

VIII. Assistance médicale a la procréation (AMP)

Une AMP ne peut se concevoir qu'au sein d'équipes multidisciplinaires
complémentaires, entrainées et équipées. Malgré leur succes, les techniques d'AMP restent
un traitement symptomatique de l'infertilité lorsque la cause n'a pas été identifiée et / ou
corrigée.

VIII.1 Insémination artificielle avec sperme du conjoint

L'insémination intra-utérine consiste & déposer les spermatozoides mobiles au fond
de la cavité utérine au cours de cycles stimulés et monitorés. L'inséminat doit contenir 500

000 a 1 million de SPZ mobiles concentrés dans un volume de 0,2 4 0,3 ml.
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Ces inséminations sont indiquées dans les troubles de I'¢jaculation, de 1’hypospadias
sévere, dans les oligozoospermies isolées, dans certaines infertilités immunologiques, ainsi

qu’en cas de stérilité inexpliquée.

VIII.2 Fécondation in vitro (FIV)

Les ovocytes sont mis en contact avec une préparation de 50 000 a 200 000
spermatozoides par ml. 42 a 48 heures apres, deux, voire trois, embryons sont sélectionnés
et transférés dans la cavité utérine. Les chances de grossesse apres transfert embryonnaire
sont de l'ordre de 27 % pour chaque embryon transféré. Les infertilités masculines,

immunologiques ou inexpliquées peuvent bénéficier avec succes de la FIV.

VIIL.3 Technique de fécondation avec micromanipulation : injection intra-

cytoplasmique de spermatozoide (1CSI)

Elle permet l'interaction ovocyte-spermatozoide en supprimant les obstacles

mécaniques que constituent la zone pellucide et la membrane plasmique ovocytaire. Le
spermatozoide sélectionné et injecté doit étre de morphologie normale et vivant.
L'ICSI avec spermatozoide éjaculé est réservée aux infertilités séveres (< 500 000
spermatozoides/ ml) et aux échecs de la FIV. Elle peut étre réalisée avec des
spermatozoides, frais ou congelés, prélevés au niveau déférentiel, épididymaire ou
testiculaire. Les taux de grossesse clinique sont de I'ordre de 25 % par transfert.

L'ICSI est réservée aux infécondités masculines séveéres : azoospermie avec
prélevement chirurgical des spermatozoides, oligo et/ou asthéno et/ou tératospermie
majeure et auto-immunisation anti spermatozoide sévere.

L'ICSI constitue une véritable révolution dans le domaine de l'infertilit¢é masculine

(notamment dans le cas des azoospermies sécrétoires).

VIIIL.4 Conseil génétique

En court-circuitant les barriéres de sélection naturelle, I'ICSI rend possible la
transmission d'un facteur génétique d'infertilité¢ ou d'autres handicaps pour la descendance.
Le bilan génétique préalable est donc primordial et la décision repose sur les données du
caryotype, de I'¢tude des microdélétions du chromosome Y, de la pathologie génétique
causale ou d'une mutation du géne de la mucoviscidose CFTR. En cas de mutation de ce
gene chez I'homme, I'¢tude du géne CFTR chez la conjointe prend toute son importance

pour éviter le risque de mucoviscidose pour la descendance (Farih, 2010).
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L’identification de nouveaux génes impliqués dans des formes rares d’infertilité

(Tératozoospermie)

Le concept de la tératozoospermie devrait peut-&tre €tre revu car il est basé sur
I’identification des formes atypiques de spermatozoides, mais sans prendre en compte la
cause de 1’anomalie. Il parait important de chercher 1’étiologie responsable des anomalies
observées.

Une évaluation de la morphologie des spermatozoides présentant une forme
anormale par immunohistochimie ou une analyse moléculaire pourrait permettre une
caractérisation des anomalies des spermatozoides. Cette approche va au-dela de la
morphologie des spermatozoides, ’idée principale est d’apporter un éclairage sur la
physiopathologie des anomalies des spermatozoides basée sur 1’étude des modifications

structurales et moléculaires de différentes composantes de la spermatogencse.

1. Le syndrome des spermatozoides macrocéphales

La macrocéphalie est la seule anomalie morphologique des spermatozoides
directement et constamment corrélée a la présence d’anomalies chromosomiques. Le
syndrome des spermatozoides macrocéphales polyflagelles a été décrit en 1977 par Nistal
et al (Nistal et al., 1977), il est caractérisé par une macrocéphalie majeure avec des
anomalies de la forme de la téte et de I’acrosome, et la présence de plusieurs flagelles.

L’analyse ultrastructurale de ces spermatozoides a montré une augmentation de la
taille du noyau d’un facteur 3 et un nombre moyen de flagelles par spermatozoide de 3,6
(Escalier, 1983) (fig. 10 ). Le caryotype de ces patients est normal, mais 1’hybridation in
situ (FISH) met en évidence la présence d’anomalies chromosomiques dans tous les
spermatozoides, aneuploidies ou polyploidies (tétraploidies et diploidies, plus rarement
triploidies) (Devilllard et al., 2002), (Perrin et al., 2008). Cette anomalie qui touche la
totalité des spermatozoides s’associe a une oligo-asthéno-tératozoospermie sévére (OAT)
et une stérilité, sa présence est une contre-indication a toute procréation médicalement
assistée. Une nouvelle approche moléculaire dans la recherche des mutations utilisant la
stratégie d’homozygotie par filiation a permis de montrer qu’une mutation du géne Aurora

kinase (AURKC) était responsable de ce syndrome.
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Figure. 10 : Photos MEB (X 9000) des spermatozoides caractéristiques d’un patient
homozygote pour la mutation c144delC (B-F) comparé avec des spermatozoides typique
d’un donneur fertile (A). Téte normale (A), grosse téte (B-E), contour irrégulier de la téte

(B et C), plusieurs flagelles (B-E), I'implantation de plusieurs flagelles comme on le voit au
niveau du cou (D), angulation du flagelle (E), plusieurs flagelles décapités (F) (Dieterich et
al., 2009).

1.1 Stratégie de localisation d’un géne pathogéne par cartographie d’homozvgotie.

Dans les pathologies autosomiques récessives, |’approche par cartographie

d’homozygotie permet d’identifier les régions d’homozygotie communes a plusieurs
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patients et de localiser des régions d’intérét pouvant contenir la mutation responsable.
Cette stratégie, décrite en 1987 par Lander et Botstein (Lander et Botstein, 1987),
s’applique a des patients présentant un phénotype caractéristique et issus de familles
consanguines ou venant d’un méme groupe ethnique ou géographique. Cette approche
positionnelle d’analyse globale des polymorphismes du génome avec des puces a ADN de
type SNP (single nucleotide polymorphism) a permis d’identifier une région candidate a
I’extrémité du bras long du chromosome 19 en 19q13.43 (Fig.11). Le risque pour un
couple issu d’une méme famille de donner naissance a un enfant homozygote pour une

mutation récessive se trouve donc augmenté par rapport a la population générale.

Figure. 11 : Exemple d’une famille consanguine montrant la transmission d’une mutation

M

Ainsi, une méme mutation homozygote sur le géne AURKC (c.144delC) a été
identifiée chez 14 patients nord-africains initialement testés (Dieterich et al., 2007). Le
géne AURKC code pour une sérine/thréonine kinase appartenant a la famille Aurora,
exprimée préférentiellement dans les testicules et impliquée dans la ségrégation des
chromosomes et la division cellulaire lors de la méiose. La mutation initiale (c.144delC)
dans le domaine kinase induit la production d’une protéine tronquée non fonctionnelle :
dans ces conditions il y a un arrét de la ségrégation des chromosomes durant la méiose et
de la cytokinese (Fig. 12). Il en résulte des spermatozoides tétraploides. L’étude des
haplotypes montre que cette mutation a dérivé d’un ancétre commun apparu il y a environ

15 siecles (Dieterich et al., 2007).
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Figure. 12 : L’absence de la protéine AURKC entraine un blocage des deux divisions
méiotiques. Chez ’homme fertile, le spermatocyte (a gauche) va subir deux divisions
méiotiques (M1, M2) qui vont permettre de produire quatre gametes haploides. Le blocage
méiotique pourrait se produire apres la premicre division (M1) mais on a observé que les
spermatozoides macrocéphales étaient tétraploides. On conclut donc que ’absence de la
protéine fonctionnelle AURKC entraine un blocage apreés la phase S de réplication de

I’ADN et avant la premicre division méiotique (Dieterich et al., 2009).

1. La globozoospermie

C’est une pathologie rare dont la fréquence est inférieure a 0,1 %. Elle se
manifeste, dans sa forme typique (type I) décrite par Schirren et al. (Schirren et al., 1971),
par la présence de 100 % de spermatozoides dont la téte est ronde sans acrosome. Le
phénotype était décrit il ya plus de 30 ans, et les cas familiaux ont souligné une
composante génétique de ce défaut. Une mutation homozygote a été récemment identifi¢e
dans le géne SPATA16 (c.848G-A) chez trois fréres présentant une globozoospermie de
type 1(Dam et al., 2007). Ces données suggerent que malgré un phénotype commun, la
globozoospermie n’est pas homogéne du point de vue génétique. A partir d’une cohorte de
patients tunisiens présentant un tableau clinique de globozoocéphalie avec 100 % de
spermatozoides dépourvus d’acrosome, la stratégie de cartographie d’homozygotie a de
nouveau permis d’identifier une région d’intérét contenant le géne DPYI9L2 exprimé
principalement dans les testicules. Une délétion totale du géne DPY19L2 était présente

chez 15 des 20 patients analysés (Harbuz et al. 2011).
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L’analyse de la région entourant DPY19L2 a permis d’identifier des séquences
dupliquées de type LCR (low copy repeat) situées de part et d’autre du gene. Ces
séquences favorisent la survenue d’une délétion par un mécanisme de recombinaison
homologue non allélique (NAHR). Ce mécanisme est connu en pathologie humaine
(Stankiewicz et Lupski, 2010). Le résultat de cette recombinaison illégitime est la
constitution de deux gameétes males, I'un porteur de deux copies du géne DPY19L2

(duplication) et I’autre dépourvu de copie (délétion) (Fig. 13, 14, 15).

Figure. 13 : Structure génomique au locus DPY 19L.2

Figure. 14 : Mécanisme de NAHR intra-chromatidien

Figure. 15 : Mécanisme de NAHR inter-chromatidien ou inter-chromosomique

Représentation schématique du mécanisme de recombinaison homologue non-allélique

(NAHR) au locus DPY19L2.
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1- Le géne DPY19L2 est entouré de deux séquences dupliquées, LCR1 et LCR2, qui
présentent 99% d'homologie. Au cours de la prophase méiotique, ces deux séquences

homologues non-alléliques peuvent s'apparier et se recombiner par NAHR.

2- Lorsque les deux séquences qui s'apparient sont situées sur une méme chromatide,
la recombinaison par NAHR génere un gameéte dépourvu de la région comprise entre les
deux LCR (a) et une molécule d'ADN circulaire qui contient le géne DPY19L2 (b) et qui

sera par la suite ¢liminé.

3- Lorsque les deux séquences qui s'apparient sont situées sur deux chromatides ou
chromosomes homologues distincts, la recombinaison par NAHR génére deux gametes,
I'un porteur d'une délétion (a), l'autre d'une duplication (b) de la séquence comprise entre
les deux LCR et renfermant le géne DPY19L2. Globalement, le mécanisme de NAHR
produit plus de délétions que de duplications puisque le mécanisme de NAHR intra-
chromatidien (2) ne génére que des délétions et que le mécanisme de NAHR inter-
chromatidien ou inter-chromosomique (3) génere autant de duplications que de délétions

(© AGIM, Pierre Ray).

La délétion du géne DPY19L2 est aujourd’hui ’anomalie génétique responsable de
la trés grande majorité des cas de globozoospermie. La fréquence de la délétion
hétérozygote est estimée a environ 1/220 dans la population générale, soit une fréquence de
la maladie proche de 1/200 000 alors que I’incidence de la globozoospermie est estimée a
moins de 1 %o chez les hommes infertiles (Koscinski et al., 2011). Il semble donc que
d’autres geénes puissent étre impliqués dans ce phénotype et, notamment, les différents
genes codant pour des protéines partenaires de DPY19L2. Chez I’homme, la fonction du
gene DPY19L2 était jusqu’alors inconnue. Une seule étude avait démontré que DPY19,
I’équivalent du geéne humain chez le ver Caenorhabditis elegans, était nécessaire a la
polarit¢ et a la migration des neuroblastes durant la morphogen¢se du nématode
(Honigberg et Kenyon, 2000). Le spermatozoide, au méme titre que les neurones, est une
cellule polarisée. Par homologie, 1’absence de la protéine DPY19L2 pourrait rendre
compte de DI’absence d’acrosome et de l’incapacité des spermatozoides des patients

globozoocéphales a achever 1’¢longation de leur téte spermatique.

3. Les anomalies qui touchent la piéce intermédiaire du spermatozoide
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3.1. Les spermatozoides sans téte (décapités, acéphaliques, pinheads) ou flagelles

isolés

C’est une affection rare chez ’homme qui se manifeste par une infertilité primaire et
une oligo-asthéno-tératozoospermie liées a une grande fragilité¢ de la jonction de la téte et
du flagelle du spermatozoide. Elle peut correspondre a un défaut de migration du centriole
au pole caudal du noyau de la spermatide durant la spermatogenése. A 1’examen direct du
sperme, on peut voir de nombreuses tétes sans flagelle, des flagelles sans tétes, des
angulations, et la simple manipulation du spermatozoide sépare le flagelle et la téte.
Parfois, on observe la présence d’une gouttelette cytoplasmique a I’extrémité proximale du
flagelle d’ou le nom de « pinhead » donné aussi a ces spermatozoides. L’étude
ultrastructurale a défini les Iésions qui affectent la totalit¢ ou une grande proportion des
spermatozoides dans ce syndrome, il s’agit d’une absence de fossette d’implantation et de

plaque basale au niveau de la partie postérieure du noyau (Guichaoua et al., 2009).

En microscopie optique, ce phénotype est le plus souvent homogéne avec
I’observation de trés nombreux flagelles mobiles dépourvus de tétes, et de trés nombreuses
tétes dépourvues de flagelles. La séparation de la téte et du flagelle a certainement lieu
dans le testicule ou dans 1'épididyme. Les flagelles sans téte sont cependant mobiles et

pénetrent dans le mucus cervical.

En microscopie électronique, la cause principale est I'absence de plaque basale au
niveau de la partie postérieure du noyau (Baccetti et al., 1984). L’étiopathogénie de ce
syndrome n’est pas claire, il s’agit probablement d’une défaillance de la fonction du
centriole/centrosome proximal, celui-ci étant incapable d’induire la formation de la fossette
d’implantation et de la plaque basale, soit parce qu’il ne peut migrer jusqu’au pdle caudal
du noyau du spermatozoide, soit parce qu’il présente une anomalie fonctionnelle
(Guichaoua et al., 2009). Baccetti et al.(Baccetti et al., 1984) ont décrit une surproduction
de vésicules provenant de I’appareil de Golgi chez un homme présentant le syndrome des
spermatozoides décapités, elles empécheraient la fixation du centriole au noyau. Les
patients atteints de ce syndrome présentent une stérilité primaire sans autre désordre
andrologique et la fécondation naturelle ne peut pas avoir lieu du fait de 1’absence de
mobilité des spermatozoides. Le seul traitement est la fécondation assistée avec injection

des spermatozoides dans 1'ovocyte (ICSI).
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Réalisation du protocole

Population cible

Il s’agit d’une étude rétrospective descriptive portant sur 599 dossiers de patients
ayant consulté entre janvier 2011 et février 2012 au centre de procréation médicalement
assisté (PMA) de la clinique Ibn Rochd, Constantine. Dans tous les cas les patients étaient
référés a la clinique par leur médecin traitant pour diagnostic d’infertilité. Quatre cent

quatre patients ont été retenus dans cette étude ils répondaient aux critéres d’inclusion :
1) homme marié depuis plus d’un an,
2) spermogramme et/ou un spermocytogramme pathologique,

3) le recours a 1’une des techniques de PMA a été préconisé. Les hommes ayant un
spermogramme et spermocytogramme normal et destiné & faire une PMA avec une

indication féminine ont été exclus.
A travers un questionnaire, chaque patient a été interrogé sur les parametres suivants :

1. Les parameétres étudiés

1.1 Parameétres épidémiologiques

Age, profession, lieu d’habitat, les facteurs mode de vie (activité physique,
consommation de tabac, cigarette et alcool, les bains chauds, exposition a la chaleur, aux

agents toxiques et aux radiations)

* L’age est déterminé pour le patient et sa conjointe.

* La profession : chaque patient doit préciser sa profession.

* Lieu d’habitat : Tous les patients qui résident dans I’Est Algérien sont recrutés.

* Les facteurs modes de vie: Le statut tabagique (fumeur, non fumeur, nombre de
cigarettes fumées par jour.), Consommation d’alcool (consommation modérée ou

excessive), les bains chauds (combien de fois par semaine).

* Exposition a la chaleur :
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Tout patient est interrogé s’il est exposé a des températures élevées dans leur milieu de

travail

*Exposition aux agents toxiques : pesticides et métaux lourds notamment.

*Exposition aux radiations : Il s’agit des UV les rayons X, surtout pour les radiologues.
*Activité physique :

Le but est de savoir si le patient pratique régulierement le sport, quel type de sport,

rarement, en arrét d’activité ou ne pratique pas de sport.

1.2. Les paramétres cliniques :

Type et durée d’infertilité¢, poids, antécédents urogénitaux, meédicaux, familiaux, la
consanguinité de couple, la consanguinité des parents, et probléme parental pour avoir des

enfants.
* Type d’infertilité : primaire ou secondaire

* Durée d’infertilité : pour D'infertilit¢ primaire on cherche a savoir depuis combien
d’années il désire un enfant. Pour I’infertilité secondaire combien d’années il n’a pas pu

procréer apres le dernier enfant

* Poids : est mesuré en Kg pour savoir si le patient est en surpoids, obése ou ayant un

poids normal par le calcul de ’'IMC.

* Antécédents urogénitaux : Antécédents de varicocele, hydrocele, ectopie testiculaire,

hernie inguinale et s’il a subi des interventions chirurgicales.

* Antécédents médicaux : Probléme d’HTA, diabéte ou autres maladies, s’il a pris des

médicaments de quelle nature.

* Antécédents familiaux : Fréres, sceurs, cousins et oncles s’ils ont eu des enfants et

est ce que les parents ont eu un probléme pour avoir des enfants.

*La consanguinité des couples et des parents : cette question concerne le couple et les

parents s’ils ont un lien de parenté ou pas.

*Le rang de tentative de FIV et ICSI : Le nombre de tentatives de FIV et ICSI du

patient et le résultat positif ou négatif de chaque tentative.
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*Un interrogatoire concernant la conjointe est également réalis€é en insistant sur

d’éventuelles interventions.

1.3. Paramétres paracliniques

Le spermogramme et le spermocytogramme constituent les examens clés de
I’exploration de la fertilité masculine. Ils font partie du bilan d’infertilité et de stérilité du
couple.

1.3.1. Le spermogramme et spemocytogramme

Techniques

Spermogramme

Le spermogramme reste un examen de premiere investigation dans 1’exploration de
la stérilité masculine, le recueil du sperme ainsi que les opérations effectuées demandent

une attention particuliére quant a leur réalisation.

Le prélévement

Le patient doit étre informé de certaines instructions concernant le recueil du sperme

avant le jour de prélévement a savoir :
Une abstinence de trois a quatre jours est recommandée

Le prélévement se fait au laboratoire et le patient doit étre informé sur 1'importance de la

totalité de 1’¢jaculat, car une fraction n'est pas représentative de 1’ensemble de I’éjaculat.

Le sperme est recueilli par masturbation dans un récipient stérile avec couvercle contenant

le numéro de patient

Arrét de tout traitement susceptible d’avoir une action sur la spermatogenése
Liquéfaction

De par sa nature le sperme est trés visqueux a 1’¢jaculation.

Le flacon contenant le sperme doit étre mis rapidement dans une étuve a 37°c pendant 30
mn pour sa liquéfaction. Une liquéfaction prolongée doit étre notée si 1’¢jaculat ne se

liquéftie pas apres ce délai.
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Examen macroscopique

L’examen commence juste apres le temps nécessaire a la liquéfaction :

Le volume, Le pH, la couleur, 1’évaluation de la viscosité (A 1’aide d’une pipette Pasteur,

on observe 1I’écoulement du sperme contre une paroi.), I’odeur sentie est notée

Examen microscopique

Il permet la numération et la mobilité des spermatozoides ainsi que la présence

d’éventuelles agglutinations spermatiques et d’autres ¢léments cellulaires.
La mobilité

Le sperme est bien homogénéisé pour remettre en suspension les spermatozoides.
Une goutte calibrée de 10ul est placée entre lame et lamelle et examinée au microscope

optique.

Il faut faire le tour de la lame, ce qui permet de détecter s’il ya lieu des agglutinats et

signaler leur importance.

On détermine le pourcentage des spermatozoides :

-rapides
TN
-lentes sur 100 spermatozoides
-agitées
-nulles -

La numération

C’est une évaluation quantitative du nombre des spermatozoides/ ml de sperme.

Généralement on fait une dilution au 1/10.

0.1ml de sperme et 0.9 ml de liquide de ringer formolé sont associés dans un tube a

hémolyse.

-On dépose une goutte sur la cellule de Malassez préalablement préparée.
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-Aprés 10 minutes de repos, la lecture est réalisée par comptage des spermatozoides sur
chaque grille. La lecture se fait par un comptage du nombre de spermatozoides de cing

rectangles quadrillés.

Le calcul de la concentration des spermatozoides, exprimée en millions/ml est obtenu par

la formule suivante :

C=NxDix Vx 1000

C : concentration millions/ml

N : nombre de spermatozoides comptés sur la totalité de la cellule.

Di : dilution = 10

V : Volume = 10

1000 : conversion de cm’

Cet examen permet d’adapter la dilution selon la concentration des spermatozoides.

La concentration des cellules rondes :

La concentration des cellules rondes est mesurée a 1’état frais a 1’aide de la cellule de

Malassez.
La vitalité

Cet examen, nous permet d’estimer la nécrozoospermie, le nombre de

spermatozoides morts et vivants.

Une goutte de sperme est mélangée a une goutte d’Eosine a 1 % dans un tube a hémolyse.
Apres 30 secondes d’incubation on rajoute 2 gouttes de Nigrosine a 10%. Le frottis est

préparé a partir d’une goutte du mélange sur une lame, puis laisser sécher a 1’air libre.

La lecture se fait sous un microscope photonique par le comptage de plusieurs champs
(100 a 200 spermatozoides) pour déterminer le pourcentage des spermatozoides morts et
vivants (les té€tes sont incolores pour les spermatozoides vivants et colorés en rose pour les

spermatozoides morts).
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Spermocytogramme :

Principe

C’est un examen médical correspondant a l'analyse cytologique et morphologique
des spermatozoides au microscope, permettant l'évaluation de la fertilité masculine. La
classification francaise de David subdivise les anomalies morphologiques des
spermatozoides en 7 anomalies de la téte, 2 anomalies de la pieéce intermédiaire et en 4

anomalies du flagelle.

Méthodologie

On met une goutte du sperme sur la lame, puis on tire la goutte a I’aide d’une autre

lame d’une fagon continue et on laisse les frottis sécher a 1’air libre.
La fixation
On fixe les frottis dans ’alcool éther pendant 30 min.
La coloration

Les frottis sont déposés dans la batterie de coloration de Shoor, on monte les lamelles

sur les lames colorées par I’EUKIT, on laisse sécher les frottis pendant 15min.

La lecture de la morphologie est effectuée sur 100 spermatozoides au grossissement a

I'immersion 100x. Nous avons utilisé la classification de David (1975) qui recense :
-Des spermatozoides morphologiquement normaux :

Un spermatozoide normal présente une téte ovalaire (vue de face) et 1égérement allongée
(vue de profil), sa longueur est de 4-5 um et sa largeur est de 2.5 - 3.5 um avec un
acrosome bien délimité. La pieéce intermédiaire doit avoir une largeur qui ne dépasse pas
la moitié¢ de la largeur de la téte, et doit étre implantée dans 1'axe longitudinal de la téte et

ne peut présenter des angulations aigues.
-les polymalformations des spermatozoides qui comptent :
Anomalies de la téte :

-Allongée: longueur >6um le rapport longueur/largeur >2 um, peuvent étre simple a base

amincie, en battant de cloche, affilées.
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-Amincie : largeur nulle et longueur diminuée.
-Microcéphale: téte soit ronde, irréguliere avec anomalies fréquentes de l'acrosome.
-Macrocéphale : téte volumineuse.

-Irréguliere : déformation plus ou moins importante de I'ensemble de la téte avec

irrégularité de l'acrosome.

-Dupliquée : bicéphale ou binucléés.

-En lyse : hétérogénéité coloration.

Anomalies de la piéce intermédiaire

Reste cytoplasmique : sa surface doit étre supérieure au moins a la moitié de la téte.

Angulée : 1'axe de la piece intermédiaire et 1'axe de la téte forment un angle net ou encore

le flagelle n'est pas implanté dans 1'axe de la téte.
Anomalies du flagelle
Absent.

Court : le flagelle est significativement écourté (<5 fois la longueur de la téte) avec

généralement un €épaississement et un contour plus ou moins régulier.
Enroulé : le flagelle est enroulé autour de la téte ou en dehors de la téte.

Double : il y a plus d’un flagelle par spermatozoide, la piece intermédiaire étant commune

ou multiple.

1.3.3. Bilan infectieux :

Mycoplasmes : + - Chlamydia : + -
VDRL: + - TPHA: + - HIVl:+ -
HIV2: + - HCV:+ - AgHbs: + -
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Technique d’I1CSI

Prélévement du sperme

Le sperme est obtenu par masturbation apres une période d’abstinence de 3-5 jours il

est fait au laboratoire le jour de la ponction ovocytaire

Préparation du sperme :

-La technique utilisée est la centrifugation sur gradient de densité 90/45.

Le sperme est liquéfi¢ a la température du laboratoire pendant au moins une heure puis on

procédera a une évaluation initiale du sperme frais (mobilité, concentration).

Les solutions de préparation (pursperml100% et ferticult-hepes) sont laissées a la

température ambiante.
La manipulation se fait dans un tube conique 15ml de la facon suivante :

-100ul de ferticult-hepes sont ajoutés a 900ul de Puresperm 100% (voir annexel) pour

obtenir 1000 ul de PureSperm 90%.

-550ul de ferticult-hepes sont ajoutés a 450 ul de Puresperm 100 (voir annexel) pour

obtenir 1000ul de PureSperm 45%.

-A 1’aide d’une pipette stérile, on dépose au fond du tube la fraction 90% sur laquelle on
dépose la fraction 45% puis 1ml de sperme frais de fagon trés douce pour ne pas casser les

deux fractions.

-Le tube est centrifugé a 300 g pendant 25 minutes.

-A l’aide d’une pipette stérile on aspire de fagon circulaire jusqu’ au fond du tube.
On ne laisse que 0,3 ml de la fraction 90% contenant le culot de sperme.

-L’ensemble est transféré dans un nouveau tube conique de 15 ml de centrifugation

contenant 1ml de solution de lavage (Ferticult Flushing medium, voir annexe 2).
-Le tube est centrifugé a 300g pendant 10 minutes.

- A T’aide d’une pipette Pasteur stérile on aspire le surnageant jusqu’au fond du tube

contenant que le culot de sperme.
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- 200 ul de milieu ferticult hepes sont ajoutés au culot.

Evaluation des parameétres spermatiques apreés préparation

La numération des spermatozoides :

La numération est faite en utilisant la chambre de Makler (voir annexe 7)
A I’aide d’une micropipette on aspire 10 pl qu’on dépose dans la chambre de Makler

-Les spermatozoides sont ensuite comptés en utilisant un microscope a contraste de phase,

a un grossissement final de x 200 ou x 400.

Le nombre de spermatozoides est calculé¢ dans 10 carrés. Dans le cas d’une oligospermie,

le nombre de spermatozoides doit étre compté dans tous les carrés de la grille
La mobilité

La mobilité est déterminée selon les normes de I’OMS (WHO, 1999) en calculant la
valeur en pourcentage a+b ( a : spermatozoides rapides et progressifs et b : spermatozoides

lents et progressifs).

Phase de blocage et superovulation

Les patientes ont subi le traitement hormonal suivant :

Les sécrétions hormonales des patientes ont ét€¢ bloquées par un analogue agoniste de

GnRH (Decapeptyl) selon un protocole court ou long.

Si le protocole est long I’injection de Decapeptyl se fait soit a raison de 3.75 mg le 21¢éme
jour du cycle précédent soit a raison de 0.1 mg pendant 14 jours a partir de 21éme jour du

cycle. Si le protocole est court I’injection (0.1mg) se fait a partir du 2éme jour du cycle.

@ La stimulation ovarienne est réalisée par FSH recombinant (Puregon 100 UI ou gonalf
75 UI) 15 jours apres ’injection de Decapectyl a raison de 200 mg/j si puregon ou 225
UI/J si gonalf dans le protocole long, et dans la 3éme jour du cycle dans le protocole court

(200mg)

@ La surveillance de la stimulation est réalisée a partir du 8¢me jour par 1’échographie et

par le dosage d’oestradiol.
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Ponction ovocytaire

-Lorsque le follicule atteint au moins 18 mm de diamétre, 1’ovulation est déclenchée par un

hCG recombinant (Ovitrelle) 6500 UI soit 250ug.
-La ponction se fait 36 heures aprés I’injection de 1’Ovitrelle (100ug pour un follicule).

-Les follicules sont lavés dans un milieu de lavage, le Ferticult Flushing medium (voir

annexe2)

-La décoronisation (éclosion) des follicules est réalisée par I’ajout de 150 ul de

I’hyaluronidase ( Hyaluronidase in Ferticult Flushing medium voir annexe 4)

La microinjection

-Une microgoutte de 10ul de polyvinylpyrrolidone : PVP (10% PVP in FertiCult Flushing

medium voir annexe 5) est étendu dans la boite pétri.
-1 ul de la suspension de sperme préparée est placée au milieu de cette gouttelette de PVP.

-4 a 8 gouttelettes de 5 ul de milieu de culture des ovocytes, FertiCult IVF medium ° voir

annexe 9), sont mises autour de la gouttelette de PVP contenant les spermatozoides.

-Environ 4-5 ml de paraffine liquide ou huile minéral ( Ferticult Miniral Oil, voir annexe 6)

sont doucement versés dans la boite pour couvrir ces gouttelettes.

-La boite est alors retournée a 1’incubateur a 37 °C pendant environ 30 minutes avant de

transférer les ovocytes dans les gouttelettes de culture prétes pour I’ICSI.

-Apres I’injection ( par le biais d’un microscope OLYMPUS), les ovocytes fécondés sont

mis dans ’incubateur (37°C, 5% CO2) jusqu’au 3eéme jour (j3).

Evaluation de la fécondation et qualité des embryons

Les pronoyaux sont vérifiés 18 a 20 heures apres la micro injection.
La qualité morphologique des embryons est évaluée 24 heures apres la fécondation.

Le tableau montre les criteres utilisés dans la classification des embryons par le laboratoire

de PMA.

Un maximum de 3 embryons est transféré 2 a 3 jours apres I’ICSI.
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Les embryons surnuméraires y compris les blastocyste sont congelés

Tableau. 2: Classification des embryons

Types des embryons Blastoméres Embryons avec
fragments
cytoplasmiques
a Egaux et réguliers absence
b Egaux et réguliers <25%
c Inégaux 26-50%

Phase lutéale et test de grossesse

-La phase lutéale est soutenue par la progestérone (600mg/jour) juste apres la ponction et

jusqu’au jour du test de grossesse (apres 15 jours).
-Le test de grossesse positif de BHCG correspond a un taux de BHCG égal a 10 UI/L.

-La grossesse clinique été¢ définie par la présence d’un sac gestationnel intra-utérin 3 a 4

semaines apres le test de BHCG.
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Patients :

Concernant le volet génétique, il s’agit d’une étude prospective concernant les
hommes infertiles qui ont des anomalies morphologiques séveéres trés rares
(globozoospermie, macrocéphalie, spermatozoides décapités) qui se sont présentés au
centre de PMA pour diagnostic d’infertilité.

Cette étude regroupe les données des spermogrammes et spermocytogrammes ainsi
que les tentatives d’ICSI des patients infertiles consultant dans le cadre du bilan
préparatoire a une procréation médicalement assistée (PMA). La répartition des 404
patients analysés en fonction de leurs spermogrammes et spermocytogrammes montre que
I’OAT est I’anomalie la plus fréquente. 26 patients ayant des anomalies morphologiques
séveres tres rares (globozoospermie, macrocéphalie, spermatozoides décapités) ont été
sélectionnés pour analyse génétique. Nous avons objectivé 5 cas ayant 100% de
globozoospermie avec une infertilit¢ primaire de plus de 5 ans. L’age moyen de ces
patients était de 46.6 ans. 2 souffrent de globozospermie avec un taux supérieur a 90%.
Plusieurs tentatives d’ICSI ont été faite pour ces patients avec des échecs de fécondance
sauf pour un patients ayant une globozoospermie partielle 90% et qui a eu une naissance
gémellaire dés la premiére tentative d’ICSI. L’étude génétique a ¢été faite chez 5 patients
(G1.G2.G3. G4.G5) avec 100% de spermatozoides globocéphales et ayant tous des
antécédents familiaux et deux étaient issus de mariage consanguin et une étude d’un cas
familial a été faite chez 4 freéres infertiles dont 3 (G3.G4.G5) avaient 100% de
globozoospermie et un cas normal n’ayant pas cette pathologie, un autre cas familial du
2¢me patient (G2) avec 2 fréres infertiles a été enregistré mais sans étude génétique des
fréres.

19 patients ayant le syndrome des spermatozoides macrocéphales ont été recrutés,
I’analyse moléculaire est faite pour 14 patients et 4 parents des patients. L’age moyen des
patients était de 38.5 ans, 3 patients étaient issus de mariages consanguins. L’infertilité
¢était un probléme familial (fréres suivis pour infertilit¢é du couple) chez 4 patients. Un

nouveau cas a été signalé pour la premicre fois ayant 100% de spermatozoides décapités.

Critéres d’inclusion :

Tout homme présentant une stérilité primaire, et des anomalies morphologiques tres

rares avec un pourcentage ¢levé de spermatozoides macrocéphales, globocéphales.

Tout patient répondant au questionnaire établi.
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Critéres d’exclusion :

Tout patient ayant un spermogramme normal et ne présentant pas de stérilité

primaire.
Tout sujet n’ayant pas répondu clairement au questionnaire établi.

Un interrogatoire a été établi pour chaque patient concernant (1’age, la durée d’infertilité, la
profession, les antécédents familiaux et urogénitaux, les habitudes de vie,...) avec une
¢tude de I’arbre généalogique pour le recherche d’une origine génétique. Les principales
caractéristiques cliniques de ces patients figurent dans les (Tableaux. 49,50 ). Chaque
patient a ét¢ informé du but de 1’étude et un consentement a été signé.

Nous avons analysé 100 spermatozoides macrocéphales pour chaque patient afin de
définir le pourcentage de chaque type morphologique de SM irrégulier (fig. 32 A), régulier
(fig. 32B) et a téte multiple (fig. 32C), excepté les patients qui présentent une

cryptozoospermie.

Parameétres spermatiques :

Le recueil du sperme se fait par masturbation aprés 3 jours d’abstinence, Les
spermogrammes ont été réalisés selon les normes de ’OMS 1999 et nous avons utilisé la
classification de David et al pour la réalisation des spermocytogrammes (Auger et al.,
2000).

Prélévement du sang

Une quantité de 5 ml de sang total destiné a 1’étude moléculaire sont prélevés dans

un tube a EDTA vaccutainer.

L’extraction de ' ADN

Extraction de ’ADN a partir du sang

1- Préparation des leucocytes

-Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total (7-10 ml) et compléter a 45ml avec du

TE 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.

- Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).
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- Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité au fond

de tube.

- Rajouter le TE 20:5 au culot jusqu’a 25-30 ml, agiter pour le remettre en suspension et

laisser 10 min dans la glace.
- Centrifuger dans les conditions précédentes.
- Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes

2- Extraction de PADN

- Décongeler les leucocytes.
- Centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm

- dilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre complétement et les

mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na Cl 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH 8.2)
- Ajouter 200 pL de SDS a 10% (100 g SDS + 100 ml H20)

- Ajouter 100 pL de protéinase K (PK) a 10 mg / ml.

- dans I’étuve, Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pendant une nuit.

- Le lendemain ; refroidir dans la glace.

- Ajouter 1 ml de Na Cl 4 M et agiter rigoureusement a la main.

- Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

-Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

-Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume
d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs fois :
la formation de la méduse visible a 1’ceil nu. (Laisser éventuellement 30 min a —20°C si la

pelote d’ADN ne se forme pas).

- Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a

70% dans un tube nunc (eppendorf) stérile.
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3- Solubilisation de ’ADN :

- L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 uL. de TE 10 :1 selon la grosseur de la

pelote et la concentration souhaitée.

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution compléte (de 1 jusqu’a 3 jours).

Extraction d’ADN a partir de salive

La salive du patient est recueillie par crachat dans un kit (DNA Genotek, Ottawa,
Canada). On préleve 500 ul de salive auquel on ajoute 20 pl d’Oragene Purifer puis on met
dans la glace 10 min avant de centrifuger 5 minutes a 13 000 rpm pour éliminer les
déchets qui se retrouvent dans le culot. On récupere donc le surnageant qui contient
I’ADN auquel on ajoute de 1’Ethanol pour permettre sa précipitation. Il y a alors formation
de la pelote d’ADN par retournement du tube. On centrifuge pour que la pelote se colle a
la paroi ce qui va nous permettre de la récupérer en éliminant le surnageant. On laisse
sécher I’éthanol pour avoir uniquement de I’ADN puis on le reprend dans du TE (10 mM
Tris-Cl et 1 mM EDTA). Selon la taille de la pelote, la quantité¢ de tampon ne sera pas la

méme.

Détermination de la concentration et de la pureté de PADN

Nous avons évalué la DO par deux méthodes :

1. spectrophotomeétre

L’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination)

absorbent a 280 nm.

La concentration de ’ADN et sa pureté sont déterminées grace a la lecture de la densité
optique a 1’aide d’un spectrophotométre. Les bases puriques et pyrimidiques absorbent
fortement dans 1’ultraviolet & 260 nm, pour cela on effectue une seconde lecture de densité

optique a 280 nm.

1-Mettre 1000 ul d’eau distillée dans une cuve pour mesurer le zéro expérimental.
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2- Ajouter 10 ul d’ADN dans un tube contenant 990ul d’eau distillée (I’échantillon est
dilué au 1/100 dans I’eau distillée). Bien le mélanger (Vortexer) et le transvaser dans une

cuve.
3-Apres avoir fait le zéro sur la cuve d’eau distillée, mesurer la DO a 260 nm.
4-Fait le zéro une autre fois a 280 nm et mesurer ensuite la DO.

5-Calculer le rapport DO26o/DOsso pour évaluer la pureté de I’ADN.

On considére que :

L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R=DO540/DO5s0 est compris entre 1,6 et
2(1,6<R>2)

L’ADN est contaminé par les protéines si : DO260/DOzg0 <1,6
L’ADN est contaminé par les ARN si : DO5g0/DO5sp>2

La pureté¢ de I’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Il est donc indispensable de procéder a la réextraction de la pelote de

I’ADN afin d’obtenir la pureté souhaitée.

Les échantillons sont conservés a 4°C pour une utilisation fréquente ou a -80°C pour une

longue durée.

Détermination de la concentration de ’ADN :

Principe :

La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant

que :
-1 unité de DO,6onm = 50ug/ml d’ADN double brin

Exemple :

Pour un ADN solubilisé dans 1000ul de TE10 :1 ayant une DO,5nm=0.139
lunité¢ de DOsgonm  __30ug/ml d’ADN

0,139 de DOysonm ____ X X=0.139x50=6,95ug/ml
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Considérant que I’ADN est dilué a1/100, donc 6,95x100=695ug/ml. Donc :
La concentration de I’ADN en ug/ml= facteur de dilution x 260 x 50ug/ml.

La qualité de I’ADN peut étre vérifiée par un controle de taille des molécules d’ADN qui
doivent étre suffisamment longues pour étre digérés. L’ADN génomique doit donc étre

manipulé en évitant toute action mécanique violente.

. Dosage d’ADN a I’aide du spectrophotométre NanoDrop 2000c.

Une fois que I’ADN est extrait, on réalise sa quantification par Nanodrop. C’est un
spectrophotometre qui mesure [’absorbance de ’ADN a 260 nm et a 280 nm.
L’absorbance a 260 nm ¢étant proportionnelle a la concentration, on pourra calculer la
concentration de la solution d’ADN. Un ratio est calculé : 260/280 qui doit étre compris

entre 1,8 et 2 pour nous assurer de la pureté de notre ADN. On le diluera ensuite a 50ng/pl.

Détection des mutations

I. Analyses moléculaires

I.1. Amplification par réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction) du géne

candidat

Principe : Nous avons pour but d’amplifier le géne d’AURORA KINASE C
(AURKC) des patients ayant la macrocéphalie en présence des amorces spécifiques pour

les 7 exons amplifiés a la recherche d’une mutation au niveau d’un de ces exons.

La technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) permet 1’amplification d’un
fragment d’ADN avec ’utilisation d’amorces complémentaires a chacune des extrémités
de la séquence d’intérét. Plusieurs phases existent durant une PCR : la dénaturation qui
permet la séparation des deux brins d’ADN, I’hybridation des amorces, 1’élongation qui est
la synthése des nouveaux brins pendant plusieurs cycles puis une élongation finale. Etant
donné que la mutation c.144delC de I’exon 3 est retrouvée chez une grande majorité de
patients, une amplification par PCR de I’exon 3 est effectuée en premier pour tous les
patients qui présentent dans leurs spermocytogrammes un pourcentage de SM supérieur a
25%. Dans le cas ou la mutation c.144delC n’est pas présente a I’état homozygote, une
amplification de la totalité des exons du gene AURKC est effectuée afin de rechercher

d’autres variants au sein de ce géne qui peuvent tre responsables de la macrocéphalie des
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spermatozoides. Tous les couples d’amorces qui amplifient les 7 exons du géene AURKC
possedent la méme température d’hybridation qui est de 62°C. Les réactifs utilisés lors de

la réaction de PCR sont indiqués dans le tableau 3.

Protocole

Préparation de I’échantillon d’ADN

Les échantillons d’ADN extraits sont dilués a une concentration de 50 ng/ul suivant
les protocoles et conservés a 4°C le temps de 1’étude.

Protocole pour 25 ul final

Manuellement, dans la piece ADN, sous hotte

Dans un tube stérile ou dans des barrettes ou plaque

a. Distribuer 1 pul d’ADN a 50 ng/ul /tube

b. Distribuer 1 pl d’H20O stérile pour le témoin négatif

Préparation et distribution du mix pré-PCR / Amplification

PCR standard « cold start »
Amplicon AURKC de 179 pb

S’GCTTTTTTCTTCCTCTCCTGTCAGGCGGCGCCTCACAGTCGATGACTTTGAAA
TCGGGCGTCCCCTGGGCAAGGGGAAATTTGGGAATGTGTACCTGGCTCGGCTC
AAGGAAAGCCATTTCATTGTGGCCCTGAAGGTTCTCTTCAAGTCGCAGATAGA
GAAGGAAGGACTGGAGCACCAGCTGCGCCGGGAAATTGAGATCCAGG 3’

Préparation d’un mix pré-PCR en conditions standard : 25 pl de mix contenant en final:
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Tableau. 3: Réactifs de la PCR

Volume
ADN génomique (50ng/pl) 1 ul
Amorce sens (100 pmoles) 0.1 pul
Amorce Anti-sens (100 0.1 pul
pmoles)
Tampon 10X (1,5 mM MgCl2) 2.5 ul
dNTP (2 mM) 2.5 ul
Taq polymerase (0,5 U) 0.1 ul
H20 18,7 ul

(Préparer le mix pour les n + 1 échantillons)

Distribution du mix dans les échantillons d’ADN

- Distribuer 24 pl de mix par point, sous une hotte.

Réaction de polymérisation en chaine PCR

Programmer les températures et les cycles appropriés sur thermocycleur a 62°c pendant 35
cycles.

En général, condition standard avec Taq QIAgen :

- Dénaturation initiale 95°C/ Smin

- Dénaturation 94°C/ 30s

- Hybridation (entre 56-60°C) 30s x cycles (entre 30-35)

- Elongation 72°C/ Imin

- Elongation finale 72°C /5 min

Controle des amplifiats

Préparation de la solution a déposer (amplifiat + bleu de dépét) :

- Déposer 2 pl de tampon de dépdt (50 % sucrose / 0.05 % de bleu de bromophénol) dans
un tube vide.

- Déposer 2,5 ul d’amplifiat dans le tube contenant 2 ul de tampon de dépot, et ce pour
chaque tube contenant une réaction d’amplification.

Dépot et migration électrophorétique

- Déposer la solution (4,5ul) sur gel d’agarose 2 % (2g d’agarose, Sml TAE, 95 ml d’eau)
(avec ou sans BET)

- Déposer le(s) marqueur(s) de poids moléculaire approprié(s) (2,5ul)

- Faire migrer 130V pendant 25min environ (suivi en fonction du bleu)
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- Aprés migration, prendre une photo du gel sous transillumination aux UV a I’aide de
I’imageur Bio-Rad

sur la photo, on valide :

- La taille de I’amplifiat

- L’absence de bandes non spécifiques

- Le témoin négatif

Si notre fragment a été correctement amplifié. Il faudra ensuite le purifier avant de pouvoir

procéder a son séquencage.

Figure. 16: Profil ¢électrophorétique de I’amplification de ’exon 3 des 14 patients

Figure. 17: Profil électrophorétique de I’amplification de I’exon 6 des 14 patients

Exon 2 Exon 3 @ Exon 4 Exon 7
s -
ity

A Fo . W Wi

Figure. 18: Profil ¢lectrophorétique de I’amplification des exons 2.3.4.7 des 3 patients
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1)

2)

Avant d’effectuer un séquengage par la méthode de Sanger sur les produits
amplifiés, des étapes de purification de ces produits et de préparation au séquencage sont
nécessaires. Toutes les analyses ont été effectuées en utilisant le kit BigDye Terminator

v3.1.

Purification

L’¢étape de purification des produits d’amplification est nécessaire car elle va permettre
I’¢limination des amorces et des dNTPs en exces dans les produits amplifiés. Il existe
plusieurs méthodes de purifications et la méthode utilisée dans notre laboratoire est la
purification enzymatique en utilisant la solution ExoSAP. Afin d’effectuer cette
purification il faut prélever un volume de 5yl d’amplifiat auquel il faut rajouter 1pul

d’ExoSAP.

L’ExoSAP contient deux enzymes thermolabiles : I’Exonucléase I qui dégrade les ADN
simples brins et la phosphatase alcaline de crevette (SAP) qui hydrolyse les dNTPs libres.

L’enzyme est activé a 37°C et inactivé a 80°C.

Reéaction de séquence

On réalise une réaction de séquence sur nos amplifiats qui consiste a 1’ajout d’un
Mix qui contient les réactifs nécessaires qui sont les ddNTPs( didésoxyribonucléotides), les
dNTPs, la polymérase puis une seule amorce complémentaire & une extrémité de notre
séquence. Deux réactions de séquence avec une amorce différente (Reverse et Forward)

sont réalisées.

Un coffret contenant le mélange ou « Mix » est déja prét a ’emploi. Il s’agit du
Mix de séquence (Big dye-Terminator cycle sequencing Ready Reaction Kit) fourni par
Applied BioSystem. Une réaction de séquence est réalisée sur les amplifiats par 1’ajout de
ce Mix qui contient les réactifs suivants: les désoxyribonucléotides (dNTPs) les
didésoxyribonucléotides (ddNTPs), MgCl2, un tampon Tris HCL pH=9 et I’Ampli Taq
polymérase. Les réactifs nécessaires a la réaction de séquence sont indiqués dans le tableau

4.
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Tableau. 4: Volumes des réactifs utilisés pour une réaction de séquence

Produit Volume

Mix BigDye/tampon 2,25uLl

Amorce 1,6uL a 2pmol/uL
Amplifiat luL

Eau 5.1ul

Volume final 9.95ul

Apres 1’ajout des différents réactifs, la réaction de séquence est réalisée dans un
thermocycleur pendant 2h selon le programme suivant : Une 1 étape de dénaturation de
I’ADN a 96°c pendant 1 minute et une étape de dénaturation de I’ADN a 96°c pendant dix
secondes suivie d’une étape d’hybridation de I’amorce sur le brin matrice a 50°c. Enfin
I’¢longation du brin d’ADN est stoppée par I’incorporation du ddNTP marqué par un
fluorochrome. On aura ainsi tous les fragments d’ADN qui différeront d’un seul

nucléotide. Ce programme sera réalisé pendant 25 cycles.

Principe :

Les techniques de séquencage utilisent des oligonucléotides particuliers : les
didésoxyribonucléotides (ddNTP). Les ddNTP different des dNTP par 1’absence d’un
groupement OH bien précis (Figure. 19).En effet, lorsqu’une ADN polymérase utilise un
ddNTP au lieu d’'un dNTP, elle n’est plus capable de rajouter le moindre nucléotide : la

synthése du brin d’ADN s’arréte.
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Figure. 19 : Schéma des deux types de nucléotides triphosphates

. Purification des produits de la réaction de séquence

La purification est une étape qui sert a €liminer les exceés de Mix et d’amorces

utilisés précédemment pour la réaction de séquence. Celle-ci se fait en plusieurs étapes :

Centrifuger brievement les barrettes ou la plaque 96 puits avant purification

- diluer ’EDTA 0,5M a 125mM dans de 1’eau milliQ

- Préparer extemporanément un mélange contenant par point :

-1 Wl d’EDTA 125 mM

- 1 pul d’acétate de Na 3M

- puis 50 pl d’Ethanol 100%

Il est important d’ajouter 1’éthanol apres ’EDTA et I’acétate de Na (le mélange devient
blanc), agiter doucement par inversion manuelle 2 a 3 fois (le mélange reste blanc mais ne
doit pas précipiter)

- Ajouter 52 ul du mélange dans chaque puits

- Fermer les barrettes ou la plaque 96 puits et mélanger par inversion vigoureuse 4 fois

- Centrifuger briévement

- Incuber 15 minutes a température ambiante

- Placer les barrettes ou la plaque 96 puits dans un portoir adapté et centrifuger 45 minutes
a2000g a 4°C.

- Enlever les bouchons des barrettes ou de la plaque 96 puits, retourner le portoir sur
plusieurs feuilles de papier absorbant et centrifuger a 180 g 30 secondes a partir de la
vitesse atteinte.

- Ajouter 70 pl d’Ethanol 70%, laissé a température ambiante 30 min auparavant
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- Reboucher les barrettes ou la plaque 96 puits et vortexer

- Centrifuger a 1650g pendant 15 minutes a 4°C

- Enlever les bouchons des barrettes ou de la plaque 96 puits, retourner le portoir sur
plusieurs feuilles de papier absorbant et centrifuger a 180g 30 secondes a partir de la
vitesse atteinte.

- Renouveler le lavage a 1’éthanol 70%

- Laisser sécher a température ambiante environ 10-15 minutes : lorsque les culots sont
secs, il est possible de conserver a —20°C les réactions de séquence purifiées (1 mois)

Préparation des échantillons

- Reprendre par 15 pl de Hi-Di formamide les réactions de séquences purifiées et séchées :
vortexer jusqu’a redissolution du culot (environ 2 minutes).
- Transférer les barrettes sur une MicroAmp 96-well reaction plate pour séquencage

- Préparer un plan de plaque sur papier et nommer le run : SEQ00x_x

2. L’étape du séquencage

Le séquencage des produits purifiés est effectué¢ par le séquenceur ABI 3130XL
seize capillaires. Les réactions de séquences seront chargées sur ces différents capillaires
qui seront plongés dans des tampons de migration ou une électrophoréese sera effectuée.
Ceci permettra la lecture des ddNTPs qui sont incorporées a la fin des fragments d’ADN.
Les petits fragments migreront plus vite que les gros. Chacun de ddNTP (A, T,C,G) est
marqué d’un fluorophore différent. Cela permettra une lecture de notre séquence sur

¢lectrophérogramme.
Diagnostic de 1a globozoospermie et recherche de la délétion DPY19L2

Technique MLPA

Pour cette étude, trois sondes MLPA synthétiques spécifiques aux exons 1, 17 et 22
de DPY 1912 ont été utilisés comme décrit précédemment (Coutton et al., 2012). En raison
de la forte homologie entre DPY19L2 et les autres paralogues et pseudogénes DPY19L,
des sondes MLPA ont ¢été congus afin de correspondre a DPY 19L2 décalages spécifiques
d'un seul nucléotide sur le site de ligature (Schouten et al., 2002). En outre, les trois sondes
de controle MLPA spécifiques au géne OCRLI ont été inclus pour servir de sondes de

contrdle pour la quantification du nombre de copies. Des informations sur les séquences et
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les sites de ligature de ces sondes de contrdle peuvent étre obtenu en (Coutton et al., 2012).
La hauteur comparée des sondes de contrdle avec des sondes cibles autorise 1'acces au

nombre de copies cibles présentes dans I'ADN de 1'échantillon.
Technique :

Apres mesure de la DO

Pour MLPA on dilue a 30 ng/ul (On prend 1ul d’ADN)
1/-Dénaturation

On met 5 ul d’ADN (30ng) dans les tubes MLPA
Dénaturation a 95°c pendant 5 minutes, 25°c pour réchauffer
2/- Hybridation

Préparation du Mix :

On a deux produits :

Salsa prob mix : 1.5ul x X (nombre de réactions)

Salsa MLPA Buffer ( tampon) : 1.5 x X

Les sondes vont s hybrider avec nos amplifiats

-Ajouter 3ul de mix /tube

-Skip Step-ok (95°c pendant 1 minute/ 60°c pendant 16h)
3/-Elongation

Mix 2 : ligase-65 buffer A et B (Décongeler et vortexer)
Ligase A :3x X

Ligase B :3x X

H,0O :25x X

Ligase-65 1ul x X (flusher et ne pas vortexer)
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Ajouter 32ul de Mix 2/tube + flusher

Skip Step-OK a 54°c pendant 15minutes /98°c a 5 minutes (inactivation de la ligase)
PCR

Mix 3 : - Salsa PCR primer Fam mix (marqueur fluorescent) 2 ul x X

H,O 75ul x X

-Salsa polymérase 0.5ul x X

-On met 10 ul de mix 3 + flusher

-Skip-Step — ok

PCR normale : 25 cycles (95°c - 30 secondes/ 60°c -30 secondes / 72°c -60 secondes)
-Elongation 72°c -20 minutes/ 15°¢c

-La séquence de [D’amorce universelle «sens» marquée en 3’ avec le 6-
carboxyfluorescéine (FAM) est 5’-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’ et celle de I’amorce
« anti sens » non marquée est 5’-GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3’

-Un volume de 1 ul d’amplifiats est mélangé a 10 ul de formamide et 0.5 ul de marqueur
de taille puis chauffé¢ 2 minutes a 95°c et brutalement refroidi dans la glace. Ce mélange

sera ensuite analysé par ¢lectrophorése capillaire, réalisée sur un automate de séquencage.

Technique de comparaison ( PCR duplex et PCR des exons 11.22) avec MLPA

PCR longue duplex 2000 pb
Amorces : DPY ; CFW 1bet TRvl ; RYR 1 : FRYRI ex40 et R RYR1 ex42
Tampon, dNTPs et enzyme LA TAKARA

Programme thermocycler: 35x60 Takara (2’30 ¢longation) Thermocycler Applied Verity
(bleu).

-Préparer mix:
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Tableau. S: Produits PCR duplex

Produits Volume

Tampon 2.5 ul/pt

Glycérol 2.5ul/pt
dNTPS 3ul/pt

F RYRI ex 40(10uM) 0.25ul/pt

R RYRI1 ex 42(10uM) 0.25ul/pt
CFW1b DPY (10uM) Lul/pt
TRv1 DRY (10uM) Lul/pt

Taq 0.2ul/pt 0.2ul/pt

H,O 12.3ul/pt

Préparer gel agarose 1.5% et LF ladder
Bande RYRI1 a 1000 pb. Bande DPY a 2000pb.
Faire simultanément PCR exon 11 et 22 DPY
Programme thermocycler classique 35x58
Enzyme Qiagen
Mix classique (glycérol possible)

Ainsi donc :

Si PCR 1 négative pour bande DPY (2000pb), positive pour bande RYR1 (1000pb) et PCR
2 (exons 11 et 22) positive : pas de délétion de DPY19L2.

Si PCR 1 négative pour bande DPY (2000pb), positive pour bande RYR1 (1000pb) et PCR
2 (exon 11 et 22) négative : recherche délétion par MLPA.
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Si PCR 1 positive pour bande DPY (2000pb), positive pour bande RYR1 (1000pb) et PCR
(exon 11 et 22) négative : délétion homozygote de DPY19L2.

Si PCR 1 positive pour bande DPY (2000pb), positive pour bande RYR1 (1000pb) et
PCR2 (exons 11 et 22) positive : délétion hétérozygote de DPY19L2. Indications de
séquengage de DPY19L2.

Si PCR 1 négative pour bande DPY (2000pb), négative pour bande RYR1 (1000pb) et

PCR2 (exons 11 et 22) positive/négative : échec. Refaire manipulation.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Description de la population d’étude

Notre étude épidémiologique a porté sur un échantillon de 404 patients ayant un
spermogramme et spermocytogramme pathologiques et destinés pour faire une ICSI. Sur
les 599 patients consultant au niveau du centre de PMA, 499 ont présenté des anomalies
cytospermiologiques soit 83.3%, alors que les spermogrammes/ spermocytogrammes
reviennent normaux dans 100 cas soit 16.7%. Les spermogrammes et spermocytogrammes

pathologiques étudiés représentent 67.4% de la population pathologique étudiée (tableau.

6).

Tableau. 6 : Résultats globaux des données des spermogrammes et spermocytogrammes

Résultats Effectifs Pourcentages (%)
Spermogrammes/spermocytogrammes 499 83.3
pathologiques
Spermogrammes/spermocytogrammes 100 16.7
normaux
Total 599 100

B Spermogrammes/sper
mocytogrammes
pathologiques

83.3%

Figure.20 : Répartition des patients en fonction de la normalité ou la pathogénicité des

résultats du spermogramme et spermocytogramme.
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Tableau. 7 : Fréquence des spermogrammes et spermocytogrammes pathologiques étudiés

par rapport a la totalité des spermogrammes et spermocytogrammes pathologiques

Résultat Effectifs Pourcentage
(“o)
Spermogrammes et spermocytogrammes 404 67.44

pathologiques étudiés

Spermogrammes et spermocytogrammes 100 16.69
normaux
Spermogrammes et spermocytogrammes 95 15.85

pathologiques exclus

Total 599 100

Fréquence des spermogrammes et spermocytogrammes pathologiques

Sur 599 dossiers inclus au niveau du centre de la PMA pour infertilité, la fréquence
des patients ayant un spermogramme et/ou un spermocytogramme pathologique était de
83.3%. Parmi les couples consultant pour infertilité¢, une indication féminine seule était
présente chez 16.7% des couples. Parmi les 404 patients retenus dans notre série, 70.5%
présentent une indication masculine seule et 29.5% présentent une indication mixte

masculine et féminine (figure. 21).

29.5% Masculine a1
Mixte a?
/_ 70.5%

Figure. 21 : Répartition du taux d’infertilit¢ masculine et mixte
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Sur le plan clinique

L’infertilité était primaire dans 90.3% (n= 365) et secondaire dans 9.7% (n= 39) avec
une durée moyenne de 6,7+3,6 ans et des extrémes d’un an et 20 ans, avec 42,8 % des

patients présentant une infertilité¢ de 1-5 ans et 45,3% de 6-10 ans (tableau. 8,9).

Tableau. 8: Répartition des cas pathologiques selon le degré d’infertilité

Type d’infertilité Effectifs Pourcentage (%)
Primaire 365 90.3
Secondaire 39 9.6
Total 404 100

Tableau. 9 : Répartition des cas en fonction de la durée d’infertilité

Durée Effectifs Pourcentage (%)
1-5 173 42.8
6-10 183 45.3
11-15 37 9.1
16-20 11 2.7
Total 404 100

Sur le plan biologique

Concernant le bilan spermatique, le spermogramme était perturbé dans 83,3% des
cas (404/599). Parmi ces patients, une oligo-asthéno-tératospermie (OAT) a été objectivée
dans 104 cas (25.7%) et représente I’anomalie spermatique la plus représentée. Nous avons
ensuite observée une asthénospermie (A) chez 83 patients (20.5%), une AT pour 79 cas
(19.5%), ’azoospermie est notée chez 46 cas (11.4%). La biopsie a été réalisée dans la
plupart des cas d’azoospermie, une oligospermie (O) pour 41 cas (10.1%) (avec une

oligozoospermie sévere (OS) pour 27cas et oligospermie modérée (OM) pour 14 cas) ainsi
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une oligo-asthénospermie (OA) pour 35 cas (8.4%) (Tableau. 10). Enfin 16 cas (4%)
présentaient des anomalies de volume (groupe HPOR) avec 13 cas d’hypospermie (HPO)
et 3 cas d’hyperspermie (HPR), tandis que chez 100 patients (16,4%) le spermogramme

était normal.

Tableau. 10: Répartition de la fréquence des cas pathologiques

Diagnostic Fréquence Pourcentage(%)
Oligo-asthéno- 104 25,7
tératospermie
Asthénospermie 83 20,5
Asthéno- 79 19,6
tératospermie
Azoospermie 46 11,4
Oligospermie 41 10.14
Oligo- 35 8.66
asthénospermie
Hyperspermie 16 4
et hypospermie
Total 404 100

A : asthénospermie / OAT : oligo-asthéno-tératospermie/ AT : asthéno-tératospermie/ O :
oligospermie/ OA : oligo-asthénospermie/  Azoo : azoospermie/  HPOR :

Hypospermie+Hyperspermie

Répartition de types d’infertilités selon les pathologies

La répartition des types d’infertilités selon la pathologie, consignée dans le tableau.
11, P’oligo-asthéno-tératospermie, 1’asthénospermie et 1’asthéno-tératospermie semblent
étre les causes principales de I’infertilité primaire avec respectivement 94, 73 et 70 cas sur
365 détectés, suivi de l’azoospermie (41 cas), I’oligospermie (40 cas) I’oligo-
asthénospermie (34 cas) et I’hypospermie et I’hyperspermie ( 13 cas). Concernant
I’infertilité secondaire, 1’oligo-asthéno-tératospermie, 1’asthénospermie et [’asthéno-

tératospermie apparaissent comme étant les premieres causes avec une fréquence de 10, 10
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et 9 cas respectivement sur les 39 patients recensés (tableau. 11). Nous n’avons trouvé

aucune différence significative entre le diagnostic et le type d’infertilité p<0.05.

Tableau. 11 : Répartition des deux types d’infertilité selon les pathologies.

Infertilité Infertilité
primaire secondaire
Fréquence % Fréquence % Total %
Asthénospermie 73 20 10 25.6 83 20.5
Asthéno-
tératospermie 70 19.2 9 23.1 79 19.6
Azoospermie 41 11.2 5 12.8 46 11.4
Hyperspermie
et hypospermie 13 3.5 3 7.7 16 3.9
Oligospermie 40 11 1 2.6 41 10.1
Oligo-
asthénospermie 34 9.3 1 2.6 35 8.7
Oligo-asthéno-
tératospermie 94 25.8 10 25.6 104 25.7
Total 365 100 39 100 404 100
Nombre
120 - 104
100 - 83 79
80 -
60 - 46 a1
35
40 - 16
20 -
0 - Diagnostic
OAT A AT AZ ) OA  HPOR

Figure. 22: Distribution de la fréquence des anomalies spermatiques.
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Répartition des cas en fonction du lieu d’habitat :

Selon les régions géographiques la wilaya de Constantine représente le pourcentage
le plus élevé des patients consultant pour une infertilité masculine avec pres de 99 cas soit
24.5 %, suivi par la wilaya de Batna avec 51 cas (12.6%) et la wilaya de Sétif avec 38 cas

(9.4%) (tableau.12).

Tableau. 12 : Répartition des cas en fonction du lieu d’habitat

Région Effectifs Pourcentages(%)
Alger 5 1.2
Annaba 11 2.7
Batna 51 12.6
Borj bouaririj 11 2.7
Bejaia 7 1.7
Biskra 20 4.9
Constantine 99 24.5
El oued 4 1
Guelma 8 2
Jijel 31 7.6
Kalla 2 0.5
Khenchla 27 6.6
Mila 28 6.9
M'sila 5 1.2
Oum bouaghi 33 8.1
Souk ahrass 2 0.5
Sétif 38 9.4
Skikda 11 2.7
Tebessa 4 1
Autres 7 1.7
Total 404 100

68



RESULTATS ET DISCUSSION

Répartition des cas en fonction des différents facteurs de risque

Age

L’age moyen des patients était de 38+5.6 ans, avec des extrémes de 26 et 55 ans, la
tranche d’age comprise entre 36 et 40 ans est la plus fournie avec 153 patients (37.9%)
suivie par celle de 31 a 35 ans avec 98 cas (24.3%) (Figure. 23). L’age moyen des épouses

était de 32.6+4.96 ans avec des extrémes de 18 et 46 ans.

Tableau. 13: Répartition des patients en fonction de 1’age

Classe d’age Fréquence Pourcentage(%)

26-30 21 5.2
31-35 98 243
36-40 153 37.9
41-45 77 19

46-50 40 9.9
51-55 15 3.7

Total 404 100

Relation entre le type d’infertilité et les tranches d’4ge des patients

Les résultats liés a 1’age de la population étudiée indiquent que les patients les plus
touchés par I’infertilité primaire se situent dans la tranche d'dge de 36-40 ans avec 39.7%,
tandis que ceux de l’infertilit¢ secondaire sont de 41-45 ans avec 35.9 % des cas. Le
pourcentage des patients agés plus de 50 ans représentent 13.6 % des cas étudiés.
Globalement le taux d’infertilité primaire est significativement plus ¢élevée entre 26-40 ans
(p<0.001) par rapport a la tranche d’age de 41-55ans. L’infertilit¢ secondaire étant

significativement plus €levée entre 41-55 ans (p<0.05) (tableau. 14).
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Tableau. 14: Répartition des patients en fonction de 1’age

Type
infertilité
Infertilité Infertilité
Tranches d’a primaire secondaire
Fréquence % Fréquence % Total %
26-30 21 5.8 0 0 21 5.2
31-35 94 25.8 4 10.3 98 243
36-40 145 39.7 8 20.5 153 37.9
41-45 63 17.3 14 35.9 77 19
46-50 33 9 7 17.9 40 9.9
51-55 9 2.5 6 15.4 15 3.7
Total 365 100 39 100 404 100
Nombre
180
160 153
140 08
120
100 77
80
60 40
40
20 21 15
0
26-30 31-35 36-40 41-45 46-50 51-55  Age(ans)

Figure. 23 : Distribution des fréquences d’ages de la population étudiée

Age moyen = 38.89+5.65 ans, calculé sur I’ensemble de I’échantillon (m+SD)
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160 - 145
140
120
100
80
60
40
20

¥ [nfertilité primaire

M Infertilité secondaire

26-30 31-35 36-40 41-45 46-50 51-55

Figure. 24: Répartition des deux types d’infertilité en fonction de I’age
Profession

Les patients recrutés ont été divisés en 7 groupes socio-professionnels (tableau.15).
Le groupe le plus représenté était le groupe des fonctionnaires avec 27.7% (n=108), suivis
du groupe des militaires (68 cas) et agents de sécurités (17cas) avec 21.03 %, suivis du

groupe des commercants (70 cas) avec 17.3%.
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Tableau. 15: Répartition des cas selon la profession

Profession Effectifs Pourcentage(%)
Fonctionnaire 108 26.7
Militaire et
agent de
sécurité 85 21.03
Commercant 70 17.3
Libérale 58 14.35
Chauffeur 31 7.7
Ouvrier 21 5.2
Sans
profession 13 3.2
Cuisinier 9 2.2
Agriculteur 9 2.2
Total 404 100

Groupe 1 : cuisinier et chauffeur / Groupe?2 : agriculteur/ Groupe3 : ouvrier /Groupe 4:
agent de sécurité, les militaire / GroupeS : libérale / Groupes 6 : commercant / Groupes

7 : fonctionnaire.

L’activité physique

217 sujets soit (53.7%) ne pratiquent pas d’activité sportive contre 108 soit 26.7%
des patients qui font du sport régulierement (> 2 fois par semaine), 8.2% le pratiquent

rarement et 11.4% D’ont arrété (tableau. 16).
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Tableau. 16 : Répartition des cas selon 1’activité physique

Activité Pourcentage
physique Fréquence (%)
Pas
d’activité 217 53.7
Activité
réguliére 108 26.7
Arrét
d'activité 46 11.4
Rarement 33 8.2
Total 404 100

Les bains chauds

36,9% des patients ont indiqués prendre régulierement des bains chauds contre

63.1% qui en prennent rarement ou jamais (tableau. 17).

Tableau. 17: Répartition des cas en fonction des bains chauds

Les bains Pourcentage
chauds Effectifs (%)
Non 238 63.1
Oui 139 36.9
Total 377 100

Répartition des cas selon I’exposition professionnelle

Nos résultats montrent que parmi les facteurs qui peuvent influencer la fertilité la
chaleur représente le pourcentage le plus élevé avec 11.3% et des taux moins importants

pour I’exposition a des agents toxiques et radiations (tableau. 18).
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Tableau. 18 : Distribution des cas en fonction de I’exposition professionnelle

Exposition
professionnelle
Effectifs Pourcentage(%)
Pas de risque 345 85.4
Chaleur 46 11.4
Agents
toxiques 10 2.4
Radiations 3 0.7
Total 404 100

Les habitudes de vie toxiques :

a. Statut tabagique des patients

S’agissant des comportements a risque, parmi les cas étudiés, 210 cas (52%) ne
fument pas contre 175 cas (43.31%) qui sont des fumeurs. Sur un total de 130 fumeurs, 90
patients soit 69.2% consomment plus de 20 cigarettes par jour (c/j) contre 40 patients

(30.8%) qui consomment moins de 20 cigarettes par jour (tableaux. 19 et 20).

Tableau. 19: Répartition des cas en fonction du statut tabagique

Statut Infertilité Infertilité
tabagique primaire secondaire
Fréquence % fréquence Y% Total %
Fumeurs 161 44.1 14 35.9 175 43.3
Non
fumeurs 192 52.6 18 46.2 210 52
non
mentionnés 12 33 7 17.9 19 4.7
Total 365 100 39 100 404 100

74



RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau. 20: Répartition des fumeurs en fonction de la moyenne de cigarettes /jour

Moyenne de
cigarettes par jour Effectifs Pourcentage(%)
>20 cigarettes 90 69.2
<20 cigarettes 40 30.8
Total 130 100

Consommation d’alcool

Le tableau. 21 montre que 87.6% des cas n’ont jamais consommé d’alcool contre

8.5% qui I’ont fait.

Tableau. 21: Répartition des cas en fonction de la consommation d’alcool

ALCOOL Infertl.llte Infertlll?e

primaire secondaire

Effectifs % Effectifs % Total %
Alcooliques 31 8.5 3 7.7 34 8.4
Non
alcooliques 322 88.2 32 82.1 354 87.6
Non
mentionné 12 33 4 10.3 16 4
Total 365 100 39 404 100

100

Consommation de la cigarette et d’alcool ensemble

Le tableau. 22 montre que 53,7% des patients sont des non fumeurs et non
alcooliques, 32.3% des cas sont des fumeurs non alcooliques. 8.7% sont des fumeurs

alcooliques.
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Tableau. 22 : Répartition des cas en fonction des habitudes de vie toxiques

Tabac et alcool Effectifs Pourcentage(%)
Non fumeur et non
alcoolique 217 53,7
Fumeur non
alcoolique 130 32,2
Fumeur et
alcoolique 35 8,7
Non mentionnée 19 4,7
Non fumeur et
alcoolique 3 0,7
Total 404 100

Antécédents :

Le tableau. 23 montre une prédominance des antécédents familiaux chez les patients
infertiles avec 93 cas soit 23 % suivi des antécédents urogénitaux avec 71 cas soit 17.6 %
et des antécédents médicaux avec 36 cas soit 8.9% ainsi que 23 cas ayant des antécédents

urogénitaux et familiaux soit 5.7%, alors que 181 cas n’ont aucun antécédents soit 44.8%.

Tableau. 23 : Répartition des cas en fonction des antécédents

Antécédents Effectifs Pourcentage(%)
Sans antécédents 181 44.8
Familiaux 93 23
Urogénitaux 71 17.6
Médicaux 36 8.9
Urogénitaux et

familiaux 23 5.7
Total 404 100

Antécédents médicaux

Le diabete est la maladie la plus représentée avec 5.2% (n=21 cas) suivis des maladies

respiratoires et neurologiques avec 2.5% (n=10 cas), des maladies cardiovasculaires avec
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1.7 % (n=7 cas), 1.5% des cas ayant des maladies métaboliques alors que 86.6% des cas

n’ayant pas d’antécédents médicaux (tableau. 24).

Tableau. 24 : Infertilité et antécédents médicaux

Antécédents
médicaux Effectifs Pourcentage(%)
Sans
antécédents 350 86.6
Diabéte 21 5.2
Maladies
respiratoire 10 2.5
Maladies
neurologiques 10 2.5
Maladies
cardiovasculaires 7 1.7
Maladies
métaboliques 6 1.5
Total 404 100

Antécédents urogénitaux

Sur les 404 patients, que nous avons recensé au cours de cette étude, 320 patients soit
79.2%, ne présentent pas d’antécédents urogénitaux. Par contre pour le reste de la
population, 84 soit 20.8% ont des antécédents urogénitaux, dont nous avons noté¢ une
prédominance de varicocéle avec 64 cas (15.8%), suivis des antécédents de problémes
testiculaires avec 14 cas (3.5%) ainsi que I’hernie inguinale avec 6 cas (1.5%). La
varicocéle est associée avec ’OAT dans 19 cas soit 29.7%, I’AT dans 17 cas soit 26.6% et

I’A dans 10 cas soit 15.6% (tableau. 25).
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Tableau. 25: Distribution des patients selon les antécédents urogénitaux

Antécédents Pourcentage
urogénitaux Fréquence (%)
Sans
antécédents 320 79.2
Varicocéle 64 15.8
Probleme
testiculaire 14 35
Hernie
inguinale 6 1.5
Total 404 100

Antécédents familiaux

Parmi les 404 cas, 281 cas soit 69.6 % n’ayant aucun antécédent familial, 123 cas
(30.4%) ont indiqué avoir des antécédents familiaux d’infertilité. Parmi les 123 cas, nous
avons noté un pourcentage ¢levé des antécédents d’infertilité¢ de fratrie avec 62 cas (15.3
%) suivi des antécédents de la famille avec 43 cas (10.6%) ainsi que 18 cas ayant des
antécédents de fratrie et famille (4.5%) (tableau. 26). La notion de consanguinité des
parents est apparue chez 33.9 % des patients ayant des antécédents de fratrie, 33.3% des
patients ayant des antécédents de famille et fratrie ensemble et 7% des patients ayant des

antécédents de famille (figure. 25).

Tableau. 26 : Répartition des cas en fonction des antécédents familiaux

Antécédents

familiaux Effectifs Pourcentage(%)
Sans

antécédents 281 69.6

Fratrie 62 15.3

Famille 43 10.6

Fratrie et

famille 18 4.5

Total 404 100
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Nombre
140 -+
120
100 -
80 -

Enon

60 - H oui

40 - 26
20 -

Antécédents

famille fraterie frateric et sans familiaux

famille antécédents

Figure. 25: Répartition des antécédents familiaux en fonction de la consanguinité des

parents

Maladies sexuellement transmissibles

La figure. 26 montre que 395 cas soit 97.8% ayant un bilan infectieux négatifs alors

que 9 cas soit 2.2% ayant une maladie sexuellement transmissible qui est chlamydia.

2.2%

M bilan négatif

chlamydia

Figure. 26: Répartition des cas en fonction des résultats du bilan infectieux

Les différents facteurs de risques comportementaux et environnementaux et

leur influence sur les parameétres spermatiques

Tests statistiques :

Tests de dépendance entre les différents parameétres de I’étude :
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Le test du khi-carré

Pour vérifier I’indépendance de deux ou plusieurs caractéres qualitatifs, on utilise le
test statistique X2 de PEARSON. Le principe du test consiste a calculer une quantité
observée appelée X2 obs et la comparer a une quantité théorique pour un niveau de alpha

=0.05 significatif et pour un certain degré de liberté dl.

La corrélation de Pearson

La corrélation de Pearson est un test d'association entre deux variables aléatoires,

continues et normalement distribuées.

Elle est représentée par la lettre 7, et son score varie entre +1 et -1. Plus le » se rapproche
de +1 ou -1, plus l'association entre les deux variables est forte. Plus il se rapproche de 0,

moins elle l'est. Le signe indique le sens de la relation.

Une association tres forte entre deux variables produira un nuage de points trés rapprochés
sur un graphique. A la limite, lorsque I'association est parfaite (+1 ou -1), tous les points

s'alignent pour former une droite.

Distribution des pathologies selon ’Age

La distribution des pathologies selon I’age des patients montre que toutes les
tranches d’age sont touchées par des perturbations spermiologiques, mais elles sont plus
accentuées dans la tranche d’age 36-40 ans avec une fréquence de 153 cas sur 404 patients
¢tudiés soit un taux de 37.8%, cette tranche d’age est la plus touchée de ’OAT avec une
fréquence de 45 cas suivis de [’asthéno-tératospermie et [’asthénospermie avec
respectivement 34 et 30 cas sur les 153 cas rencontrés.

La tranche d’age 31-35 ans représente une fréquence relativement élevée, elle est de
I’ordre de 24,25 %. Les anomalies spermatiques suspectées sont principalement 1’oligo-
asthéno-tératospermie (24 cas/98), 1’asthénospermie (19 cas/89) et 1’asthéno-tératospermie
(19 cas/89) (tableau. 27).

Les tranches d’age les moins affectées sont les jeunes agés de moins de 30 ans et les
patients agés au-dela de 50 ans avec des taux respectifs de 5.2% pour la tranche d’age 26-
30 ans, 3.7% pour celle de 51-55 ans. Il n’existe aucune liaison statistique significative

entre 1’age et le résultat de spermogramme KHI2= 32.76 et P=0.33.
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Tableau. 27 : Relation entre les tranches d’age et le résultat du spermogramme.

Tranches d’age

26-

31-

36-

41-

46-

51-

Résultat du 30 | 35| 40 | 45 | s0 | s5 | TOTAL
spermogramme

Asthénospermie 2 19 30 18 11 3 83
Asthénotératospermie 3 19 34 13 7 3 79
azoospermie 6 16 15 7 1 1 46
hypospermie et 0 1 6 7 2 0 16
hyperspermie

oligozoospermie 2 11 13 8 6 1 41
Oligo- : 3 g8 10 10 3 1 35
asthénozoospermie

Oligo-asthéno- 5 2 45 14 10 6 104
teratospermie

TOTAL 21 98 153 77 40 15 404

Evolution des parameétres spermatiques en fonction de I’dge

Coefficient de corrélation :

Notre échantillon a été réparti en 6 classes d’ages de Sans. Le calcul de coefficients de

corrélation entre les différentes caractéristiques du spermogramme d’un coté et entre ces

parametres spermatiques et 1’dge d’un autre coté a été effectué pour 1’échantillon des

patients ayant fait 1’é¢tude des paramétres spermatiques complétes spermogrammes et

spermocytogrammes (327 patients) tout age confondu puis pour les différentes classes

d’age séparément.
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La recherche d'une corrélation entre les paramétres du spermogramme et I'dge a
été faite au moyen d'une régression linéaire. Ces parametres sont les suivants :
* Volume de 1'éjaculat (ml)
* Numération totale (en %)
* La mobilité normale et diminuée (a+b) (en %)

* Pourcentage de tératospermie ou formes atypiques (%)

Pour chaque parameétre, nous avons calculé la droite de régression, le pourcentage
de variance expliqué par la régression (r%) et le coefficient de corrélation (r).
Les 327 patients de cet échantillon ont été répartis en classes d’age de 5 ans. Les valeurs
moyennes de chaque parametre du sperme ont été calculées puis comparées entre elles,
pour chaque classe d’age, par un écart réduit, ou un t de student.

) La liaison entre les caractéristiques du sperme et I’dge :

A. Etude de la régression linéaire des caractéristiques du sperme en fonction

de I’Age :

Dans notre échantillon nous avons décelé :

Une corrélation hautement significative entre 1’age et la mobilité des spermatozoides

(P=0,01) avec un coefficient de corrélation positif r= 0,135 1*=0,015

Aucune liaison significative pour les quatre parameétres selon 1’age et cela est confirmé par
les pourcentages de variances expliqués par la régression (r?) et les coefficients de

corrélation r qui sont :

Pour le volume de 1’&jaculat : r* = 0,005 et r = - 0,077 (ns) P = 0,151

Pour la numération des spermatozoides : r* = 0,004 etr= 0,081 (ns) p= 0,129
Pour le pourcentage de tératozoospermie : = 0,009 et = 10,09 P=0,08
n s : non significative

Ces résultats sont consignés dans les tableaux suivants :

Si p> =0,05 il n’existe pas de corrélation entre les deux variables

Si p<=0,05 il existe une corrélation significative ente les deux variables
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Si p<=0,01 il existe une corrélation hautement significative entre les deux variables

Si p< =0,001 il existe une corrélation trés hautement significative entre les deux

variables

Tableau. 28: Matrice de corrélation de Pearson des Caractéristiques du sperme tout age

confondu
Age Volume |Numération |Mobilité Fomes
atypiques
1
Age
Pearson -0,076
. 1
Volume Correlation
P- value 0,166
Pearson 0,066
Numération Correlation 0.016 1
P- value 0,228 0.774
Pearson 0,125
Mobilit¢ | Correlation -0.032 1 0.055 1
P- value 0,023 0.563 0.313
Formes Pearson 0091 5040 | 0202 0.420 1
VD Correlation
TYPIARE D value 0,082 | 0462 | 0.0002" |0.000%**

* Significative a 0.05
***Significative a 0.001
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Tableau. 29: Matrice de corrélation de Pearson des Caractéristiques du sperme des

patients dont I’age est entre 26-30

Age |Volume |Numération Mobilité Forrpes
atypiques
Pearson 1
Age Correlation
P- value
Pearson 0214 | 1
Volume Correlation
P- value 0.460
_ Pearson 0.119 | 0264 | 1
numeération Correlation
P- value 0.683 0.361
N pearson | 0224 | -0.527 | -0.039 !
mobilité Correlation
P- value 0.440 0.05* 0.890
Formes Pearson 0497 | 0330 | 0.032 0322 | !
atypiques Correlation
P- value 0.07 0.248 0.910 0.261
*Significative a 0.05

Tableau. 30: Matrice de corrélation de Pearson des Caractéristiques du sperme dont 1’age

est entre 31-35

Age Volume| Numération | Mobilité Forrpes
atypiques
Pearson 1
Age Correlation
P- value
Pearson
Volume Correlation -0.059 1
P- value 0.632
Pearson
Numération Correlation 0.079 0.045 1
P- value 0.511 0.704
Mobilité Pearson 20.158 | 0.165 0.029 1
Correlation
P- value 0.186 0.166 0.809
Formes Pearson 0.039 -0.142 0.430 -0.205 !
atypiques Correlation
P- value 0.742 0.234 0.0001"" 0.08

*** significative a 0.001
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Tableau. 31 : Matrice de corrélation de Pearson des Caractéristiques du sperme dont 1’age

est entre 36-40

Age Volume |Numération |Mobilité Forrpes
atypiques
Pearson 1
Age Correlation
P- value
Pearson
Volume Correlation -0.054 1
P- value 0.541
Pearson
Numération| Correlation -0.097 0.116 !
P- value 0.273 0.191
Pearson -
Mobilité Correlation| 0922 | os1| 0101 1
P- value 0.799 0.359 0.240
Formes pearson 10033 | oo | 0115 10.446 :
atypiques orrelation )
0.703 0.138| 0.192 00000***
P- value : : :

*** significative a 0.001

Tableau. 32: Matrice de corrélation de Pearson des Caractéristiques du sperme dont I’age

est entre 41-45

Age Volume | Numération | Mobilité Forrpes
atypiques
Pearson 1
Age Correlation
P- value
Pearson
Volume Correlation 0.04 1
P- value 0.750
Pearson -
Numération| Correlation -0.09 0.157 I
P- value 0.475 0.209
Pearson -
Mobilité Correlation 0.192 0.032| 0024 1
P- value 0.124 0.794 0.849
Formes Dearson 0331 | 0031 -0136 | -0471 :
Vb Correlation
atypiques P- value 0.006**| 0805 0278 0.0000%*

** significative a 0.01

***significative a 0.001
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Tableau. 33: Matrice de corrélation de Pearson des Caractéristiques du sperme dont I’age

est de 46-50
Age Volume| Numération| Mobilité Fomes
atypiques
Pearson 1
Age Correlation
P- value
Pearson
Volume Correlation -0.221 I
P- value 0.195
Pearson
Numération Correlation 0.100 0.023 1
P- value 0.558 0.893
Pearson
Mobilité Correlation | 0106 | 0018 0.071 .
P- value 0.537 0913 0.678
Formes Pearson 20.051| -0.133 -0.338 -0.383 !
AtVDIdUCS Correlation
ypiqu P- value 0.763 | 0.437 0.04* 0.021*

* Significative a 0.05

Tableau. 34: Matrice de corrélation de Pearson des Caractéristiques du sperme dont I’age

est de 51-55 ans

Age Volume Numération Mobilité Formes
atypiques
Pearson 1
Age Correlation
P- value
Pearson
Volume Correlation -0.453 1
P- value 0.119
Pearson
Numération| Correlation -0.308 -0.121 1
P- value 0.305 0.692
Pearson
Mobilité Correlation | 0149 0125 1 -0.022 !
P- value 0.625 0.682 0.940
Formes Pearson 20.051 | -0.144 0.124 -0.627
Vb Correlation
atyprques P- value 0.868 | 0.637 0.686 0.021*

* Significative a 0.05
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Figure. 27: Evolution des parametres spermatiques en fonction de 1’age

A volume spermatique, B numération, C Mobilité, D morphologie spermatique (% de

formes atypiques).
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Tableau. 35: Résultats de la comparaison entre les classes d’age pour les différents

parametres

Source Somme des degré Moyenne

Variables des , de des F Probabilité

. carrés ! , ,

variations liberté carrés
Entre 10358.03 5 2071.61
Groupes
A 1097.27

Age l'intérieur 65304 346 1.89 * 9.29E-210
des
groupes
Total 11011.27 351
Entre 9.69 5 1.94
Groupes
A

Volume 'intérieur 993.02 346 )87 0.67 0.643
des
groupes
Total 1002.71 351
Entre 42067.59 5 8413.52
Groupes
A

Numération illellterleur 1757869.03 346 5080.55 1.66 0.145
groupes
Total 1799936.62 351
Entre 2904.11 5 580.82
Groupes
A

Mobilité illellterleur 102680.98 346 296.77 1.96 0.084
groupes
Total 105585.09 351

Ddl : degré de liberté

SCE : somme de carrés des écarts

F obs : valeurs de la variable de F de FISHER

P : la probabilité de mettre en évidence des différences significatives

Comparaison des valeurs moyennes des parameétres du sperme par classe d’age

(tableau. 36)
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Tableau. 36 : Moyennes des caractéristiques du spermogramme selon les classes d’age

Classes | Effectifs Volume Numération Mobilité(%) Formes

d’age (ml) (10%/ml) atypiques(%)
(ans)

26-30 14 2.9+1 19+20.2 24.7+14.3 72.54£22.1
31-35 71 3.1+1.7 35.8+34.1 25.2+16.6 70.1£20
36-40 128 3+1.7 34.1£33 28.5+16.6 70.7+£21.1
41-45 65 2.6+1.5 50.2+41 32.6+20.1 57.7£27.1
46-50 36 2.7+1.8 39.9+£36.5 31.8£16.1 67.7£21.3
51-55 13 3.2+1.4 32.6+£37.6 28.8+16.9 75+17

Total 327 2.9+1.6 37.6£35.6 28.8+17.4 67.9+22.6

c. Liaison entre les différents paramétres du sperme :

cl. L’étude de corrélation entre les différents paramétres du sperme dans

I’échantillon de 327 patients tout Age confondu a permis de déceler ce qui suit :

Dans cette échantillon, nous n’avons pas mis en ¢évidence de corrélation entre la

numération et le volume (r=+ 0.016, n s), la mobilité (r=+ 0.055, n s).

En revanche, le pourcentage des formes atypiques (tératospermie) est trés hautement
corrélé significativement avec la mobilit¢ d’une part (r=+0.420, p<0.001) et avec la

numération d’autre part (r=+0.202, p<0.001).

c.2. L’étude de corrélation entre les différents parametres du sperme dans
I’échantillon de 327 patients pour les différentes classes d’age a permis de déceler ce

qui suit :

Une corrélation significative entre le volume et la mobilité pour la classe d’age de 26-30

ans avec r = - 0.537 et p<0.050.
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Une corrélation trés hautement significative entre la numération et le pourcentage de

formes atypiques pour la classe d’age de 31-35 ans avec (r=0.430 et p<0.001)

Une corrélation trés hautement significative entre la mobilité et les formes atypiques pour
les classes d’age de 36-40 ans et 41-45 ans avec respectivement (r=-0.446 et p<0.001),
(r=-0.471 et p<0.001)

Une corrélation significative entre la numération et les formes atypiques pour la classe

d’age de 46-50 ans avec (r= - 0.383 et p<0.05)

Une corrélation significative entre la mobilité et les formes atypiques pour les classes
d’age de 46-50ans et 50-55 ans avec respectivement (r=-0.383 et p<0.05), (r=-0.627 et
p<0.05)

d. Valeurs moyennes des paramétres spermatiques calculés sur I’ensemble de

I’échantillon :

Le volume moyen de I’éjaculat, calculé sur I’ensemble de 1’échantillon (327 cas), est
de 2.9+1.65 ml, la numération moyenne des spermatozoides est de 37.6+35.6 (x10%ml), la
mobilité moyenne des formes (a+b) est de 29.23+17.30 %, le pourcentage de tératospermie

ou formes atypiques est de 67.21+22.47%.
La profession

L’¢tude de la dépendance entre la profession et les parameétres spermatiques a montré
une diminution significative de la numération p<0.01 des cuisiniers, chauffeurs et ouvriers
en comparaison avec le groupe des professions libérales et une diminution significative
p<0.05 de la numération dans le groupe des cuisiniers, chauffeurs, ouvriers et agriculteurs

ensembles en comparaison avec les autres groupes (tableau. 37).
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Tableau. 37 : Comparaison des valeurs moyennes des parameétres spermatiques des 7

groupes professionnels

Groupe Numération Mobilité Morphologie Volume
Effectifs

professionnel (10%/ml) (%) (%) (ml)
Groupel 33 27.5+£29.8* 24.4+18.6 71.6£25.1 3.1+1.8
Groupe2 07 34.3£32.2 23.9+13 64.9+£23.5 3.3+2.3
Groupe3 18 28.3424.1%* 28.8+18.3 61.9£26.9 2.8+1.5
Total 28.54+28%**
Groupes 58 25.7+17.8 66.1£26.6 3+1.8
1-3
Groupe4 63 34.8+40 30+£19.4 68.5£22.2 3.2+1.8
Groupe5 48 52.5438.6% ** 31.4+18.6 65+22.9 2.9+1.9
Groupe6 60 41.6£38.6 27.7+16.4 66.2+22.2 2.8+1.6

88 39.9+41.9 29.6+16.1 71.2+£20.6 2.8+1.4

Groupe?7
Total .
Groupes 259 41.4+40 29.6+17.4 68.2+21.8 2.9£1.6
4-7
Grand 317 38+35.7 28+17.2 67+23.3 3+1.8
Total
Les résultats sont présentés comme moyenne =+ écart type.
Les différences significatives entre les groupes ont été notées :  p<0.01, ", " p<0.05.

Groupes 1 : cuisiniers et chauffeurs / Groupe2 : agriculteurs/ Groupe3 : ouvriers/Groupe

4: agents de sécurité, les militaires/ Groupe5 : libérales / Groupes 6 :

Groupes 7 : fonctionnaires.

Bains chauds

commercants /

Nous avons trouvé aussi une différence significative des parametres spermatiques

p<0.05 chez les deux groupes qui prennent régulierement les bains chauds et ceux qui ne

les prennent pas avec une augmentation de la numération et du volume chez les patients
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qui prennent régulierement les bains chauds par rapport a ceux qui ne les prennent pas

(tableau. 38).

Tableau. 38 : Influence des bains chauds sur les différents paramétres spermatiques

. Numération Mobilité Morphologie Volume
Groupes Effectifs (10%/ml) (%) (%) (ml)
Peu de bains 38.1+£37.3* 28.8+17 68.1+£22.1 2.8+1.4*
217
chauds
Adeptes de 110
bains chauds 39.4+40.9* 28.8+18.2 67.6+£23.6 3.242%
Total 327 38.6+38.5 28.8+17.4 67.9422.6 2.9+1.6

Les résultats sont présentés comme moyenne + €cart type.

Les différences significatives entre les groupes ont été notées : * p<0.05

Influence de la consommation du tabac et d’alcool sur les différents parameétres

spermatiques

Influence de la consommation de la cigarette sur les parameétres spermatiques

Le lien entre le tabagisme et les parametres du sperme n'a pas montré de différence
significative de la mobilité, morphologie, et le volume des deux groupes, mais la différence
dans la numération a montré une diminution dans le groupe qui ne fume pas (Tableau. 39).
L'étude de l'influence du tabagisme et la consommation d'alcool ensemble n'a pas montré
de différence significative de la mobilité, morphologie et volume du sperme, mais la
différence significative dans la numération entre les deux groupes de NF/NA et F/ NA a

montré une diminution de la numération dans le groupe de NF / NA (tableau. 40).
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Tableau. 39 : Influence de la consommation de la quantité¢ du tabac sur les différents

parameétres spermatiques

Numération Morphologie
Groupes Effectifs Mobilité(%) Vollume
(10%/ml) (%) (ml)
Groupel 38 37.5+£36.6 29.8+17.9 70.4+19.4 2.9+1.9
Groupe2 76 44.4438.9%** | 28.6+16.9 67.9£21.7 2.7+1.6
Groupe 114 42.1+38.1 29+17.1 68.7+£20.9 2.8+1.7
1+2
Groupe3 168 32.74£31.9%%* 30£17.9 67+23.3 2.8+1.7
Total 182 36.5£34.8 29.6+17.6 67.7£22.4 2.9+1.6

Les résultats sont présentés comme moyenne + écart type, *, ** p <0.05.

Groupe 1: fumeurs <20c/j / groupe2: fumeurs >20c/j /groupel+2 : fumeurs / groupe 3 :

non fumeurs

Tableau. 40 : Influence de la consommation du tabac et d’alcool sur les différents

parametres spermatiques

Groupes | Effectif Numération Mobilité Morphologie Volume
(M/mi) (Y0) (Y0) (ml)
Groupel 30 31£31.8 30.5+15.7 66.2+28 2.5+1.5
groupe?2 109 44.4+38.6* 28.6+17.5 67.9+£20.2 3.1+1.6
groupe3 173 33.3£32.4%* 28.5+17.3 67.3£23.2 3+1.7
Total 312 37435 29.2+16.8 67.1+£23.8 2.8+1.6

Les résultats sont présentés comme moyenne + €cart type, * p <0.05.

Groupel : fumeurs alcooliques / groupe 2 : fumeurs non alcooliques / groupe3 : non

fumeurs non alcooliques.

Répartition des cas en fonction des résultats

des différents parameétres

spermatiques
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Répartition des cas en fonction du volume de I’éjaculat :

Dans les résultats du spermogramme nous avons trouvé que 55.02 % des patients ont

un sperme de volume normal, et 44.9% ont un sperme de volume anormal (figure. 28).

Nombre

200 -

150 -

100 -

(2-6]

Volume

>6

Figure. 28 : Répartition des cas en fonction du volume

Répartition des cas en fonction de la numération

Dans les résultats du spermogramme nous avons trouvé que 45.8 % des patients ont

une numération normale, et 54.2% ont une numération pathologique (tableau. 41), (figure.

29).

Tableau. 41: Répartition des cas en fonction de la numération

Numération
(M/ml) Effectif| Pourcentage(%)
<5 137 33.9
5-20 82 20.3
20-200 185 45.8
Total 404 100
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Nombre

200 -
180 -
160 -
140 -
120 - 82
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 A | | |
<5 [5-20] 20-200

185

137

Numération

Figure.29 : Répartition des cas en fonction de la numération

Répartition des cas en fonction de la mobilité

Dans les résultats du spermogramme nous avons trouvé que 9.3 % des patients ont

une mobilité normale, et 90.6% ont une numération pathologique (tableau. 42).

Tableau.42 : Répartition des cas en fonction de la mobilité

Pourcentage
Mobilité (%) Effectif| (%)
00 15 4.2
<50 305 86.4
>50 33 9.3
Total 353 100
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Répartition des cas en fonction de la morphologie des spermatozoides

Dans les résultats du spermocytogramme nous avons trouvé que 42.8 % des patients
ont une morphologie normale, et 57.2 % ont une morphologie anormale (tableau. 43),

(figure. 30).

Tableau. 43 : Répartition des cas en fonction des formes typiques des spermatozoides

Formes typiques
(%) Effectifs Pourcentage(%)
00 14 4.3
0-30 173 52.9
30-100 140 42.8
Total 327 100
Nombre
200 -~
180 4 173
160 1 140
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20
0 . . Formes
0 0-30 30-100 typiques

Figure. 30 : Répartition des cas en fonction de la morphologie des spermatozoides
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Résultats d’ICSI

Parmi les 404 patients destinés a faire une PMA, nous avons étudié les résultats de 362
patients ayant fait I’ICSI. Parmi les 3015 ovocytes collectés, 2510 ovocytes matures ont été
obtenus, 1797 sont fécondés (2PN), 1645 forment des embryons, 831 embryons ont été
transférés et 139 embryons ont été congelés (Tableau. 44). Taux de grossesse par cycle est

de 38.2% et le taux de grossesse par transfert est de 41%.

Calcul du taux de fécondation

Taux de fécondation = nombre de zygotes / nombre d’ovocytes matures= 71.6+25.2%.

Calcul du taux d’implantation :

Taux d’implantation = nombre d’embryons nidés / nombre d’embryons transférés = 19.7

%.

Tableau. 44 : Paramétres biologiques

Paramétres Nombre Moyenne + SD
Follicules 3027 9.1+4.6
Ovocytes 3015 8.6+4.4

Ovocytes matures 2510 7.143.8
Zygotes 1797 5.143
Embryons 1645 4.742.8
Embryons transférés 831 2.3+0.8
Embryons congelés 139 0.3+1.1

Fréquence des embryons transférés

Le transfert de 3 embryons représente le taux le plus élevé avec 187 cas soit 56.3 %
suivis du transfert de 2 embryons avec 110 cas soit 33.1% ainsi que le transfert d’un seul
embryon avec 30 cas soit 9.03%, le transfert de plus de 4 embryons représente le taux le

plus bas avec 5 cas soit 1.5% (tableau. 45).
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Tableau. 45 : Fréquence des embryons transférés

Embryons Pourcentage
transférés | Fréquence | (%)

1 30 9.03

2 110 33.1

3 187 56.3

4 5 1.5

Total 332 100

Répartition des cas selon les résultats d’ICSI

Les résultats d’ICSI négatifs représentent le pourcentage le plus élevé avec 196 cas
(55.05 %), suivi des résultats positifs avec 136 cas (38.2%), des ponctions blanches

avec 16 cas (4.5 %) et les échecs de fécondance avec 8 cas (2.2%) (figure. 31).

4.5% 2.2%

)

Figure. 31 : Répartition des cas selon les résultats d’ICSI

B Négatif
H Positif
@ Ponction blanche

H Echec de fécondance

Résultats positifs

Les résultats d’ICSI positifs montrent que parmi les 136 cas ayant eu des grossesses,

les naissances uniques représentent 86 cas (63.2%) (45 filles et 41 garcons), ABRT n= 24
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cas (17.6%), 24 cas sont des jumeaux (17.6%) et 2 cas sont des triplets (1.5%) (tableau.
46).

Tableau. 46: Répartition des cas en fonction des résultats positifs

Pourcentage
Résultats positifs Effectif (%)
Unique 86 63.2
ABRT 24 17.6
Jumeaux 24 17.6
Triplets 2 1.5
Total 136 100

Les chances de grossesses augmentent significativement avec le nombre d’embryons
transférés allant de 3.7 % avec un seul embryon jusqu’a 61.8% avec 3 embryons. La plus

grande différence a été observée entre les patients ayant un et deux embryons transférés.

Tableau. 47 : Les chances de grossesse par cycle de traitement en fonction du nombre des

embryons transférés

Nombre d’embryons transférés

1 2 3 4

Nombre de patients 30 110 187 5

N(%) de grossesses 5@3.7) 45 (33.1) 84 (61.8) 2(1.5)

X?=36.41 p< 0.0001
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Tableau. 48 : Les résultats d’ICSI en fonction du nombre d’embryons transférés

Résultats négatif positif TOTAL
d’ICSI
Embryons Effectif % Effectif % Effectif %
transférés
1 25 83.3 5 16.7 30 100
2 65 59.1 45 40.9 110 100
3 103 55.1 84 44.9 187 100
4 3 60 2 40 5
100
TOTAL 196 59 136 41 332
100

Le tableau montre une différence significative entre le nombre d’embryons transférés et les

résultats d’ICSI P<0.01.

Les chances de grossesse multiple ont également augmenté avec le nombre d’embryons

transféreés.

Tableau. 49 : Les chances de grossesses en fonction du nombre d’embryons transférés

Nombre de Nombre de naissances
patients 1 jumeaux triplets
1 30 4 0 0
2 110 29 10 0
3 187 53 14 2
4 5 0 0 0
Total 332 86 (76.7%) 24 (21.4%) 2 (1.8 %)

Répartition des cas en fonction des embryons congelés

45 patients ont bénéficié d’une congélation des embryons, Parmi les 3015 ovocytes

collectés, 139 embryons ont été congelés.
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Tableau. 50 : Répartition des cas en fonction des embryons congelés

Embryons

congelés Effectifs Pourcentage (%)
0 305 87.1

1 2 0.6

2 15 4.3

3 13 3.7

4 8 23

5 6 1.7

6 1 0.3

Total 350 100

Résultats d’ICSI et consommation de la cigarette

Nos résultats montrent que la plupart des patients qui fument ont des résultats
négatifs 81 cas contre 67 cas qui ont des résultats positifs. Nous n’avons pas trouvé de

différence significative entre la consommation de la cigarette et les résultats d’ICSI
(tableau. 51).

Tableau. 51 : Tabac et résultats d’ICSI

Résultats Non Non

d'ICSI Fumeur fumeur mentionné TOTAL
Echec

fécondance 4 2 2 8
Négatif 81 106 9 196
Ponction

blanche 9 6 1 16
Positif 67 65 4 136
TOTAL 161 179 16 356
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Résultats de génétique

Les patients avec macrocéphalie

1. Spermogramme et spermocytogramime

Les parameétres spermatiques

Les résultats des spermogrammes sont présentés dans le tableau. 52. Ces résultats
montrent que la numération varie de 0.1-30.5 millions de spermatozoides par millilitre
(M/ml) avec une moyenne de 5.8 M/ml. Seuls deux patients (1,4) ont une numération
normale. La mobilité moyenne est trés diminuée (11.3%) ainsi que la vitalité qui varie de

30-50 % avec une moyenne de 40.76 %, aucun patient n’a une vitalité normale.

5 patients soit 35.71% ont une macrocéphalie partielle avec quelques formes typiques et
09 patients soit 64.28% ont une macrocéphalie homogéne avec 100% de SM. Le
diagnostic des patients montre une prédominance des OAT avec un pourcentage de 85.71

% contre 14.28% des AT.

Analyse de 1a morphologie des spermatozoides

L'analyse de la morphologie des spermatozoides montre dans presque tous les
patients la coexistence des trois types des tétes des spermatozoides : irréguliers, réguliers et
multiples. Les formes irréguliéres sont les plus dominantes (66,1 %), seuls deux patients
présentent plus de formes régulieres que de formes irréguliéres ou en double, en outre,
tous les spermatozoides ont montré une téte ¢largie avec un facteur de largeur de 1,5 a 3

plus important que celui d'un spermatozoide de control (figure. 32).
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Tableau. 52 : Caractéristiques des patients ayant la macrocéphalie

Age Durée Antécédents | Numération | Mobilité Diagnostic Spermocyt | Tentatives Mutation
d’infertilité | familiaux o-gramme | d’ICSI du géne
AURKC
32 non 3.6.10° 00 OAT IR : 70 Pas d’ICSI Muté
M1 7 La maman 00 100%  macro R:30 c.114del
a 4 enfants 05 avec flagelle M : 00 C
morts 95 multiple
42 6 oui 30.5.10° 00 AT IR : 66 Pas d’ICSI Muté
M2 05 100% avec R :30 c.114del
05 nécrospermie M : 00 C
90
29 5 oui 6.10° 00 OAT IR : 55 Pas d ICSI Muté
M3 16 100% Macro R:25 c.114del
12 avec flagelle M 4 C
72 multiple
M4 33 7 non 560 000 00 OAT IR : 66 Pas d ICSI Muté
25 100%  macro R:34 c.114del
10 avec flagelle M : 00 C
65 multiple
M5 37 4 non 12.10° 00 OAT IR : 91 Pas d’ICSI Muté
20 100%  macro R:8 c.114del
12 avec flagelle M :1 C
68 multiple
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38 10 oui 0.5.10° 00 OAT IR : 97 Pas d’ICSI Muté
Mé 5 100%  macro R:3 c.114del
5 avec flagelle M : 00 C
90 multiple
40 non 9.10° 4.2% OAT IR : 42 Une seule| Muté
M7 15 Macrocéphalie R:56 tentative c.114del
partielle M:2 d’ICSI C
95% atypies Résultat : -
5 %typiques
M8 39 8 non 16.10° 00 OAT Deux Non
28 Avec tentatives muté
15 macrocéphalie d’ICSI
57 partielle 1/ positif
F typiques 2/ négatif
12% 3/naturelle
F  atypiques
88%
M9 40 6 non 0.5.10° 00 OAT Pas d’ICSI Muté
6 100% macro p.248*
mere 5 10 Avec flagelle
enfants 84 multiple
morts
M10 35 6 non 4.10° 00 OAT Une seule Muté
12 100%macro tentative c.114del
8 avec flagelle Pas de C
80 multiple microinjection
IAM=1.36
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Mi11 40 7 non 11.10° 00 1 OAT IR : 48 Pas d’ICSI Muté
10 100% Macro R:50 c.114del
17 avec flagelle M:2 C
73 multiple
IAM 1.46
49 12 oui 22.8.10° 00 AT Une seule | Non
M12 20 (macrocéphalie tentative muté
16 partielle avec -résultat
64 flagelle négatif
multiple)
M13 40 15 non 0.1.10° 00 OAT -Pas d’ICSI Non
00 macrocéphalie muté
10
90
46 18 non 5.10° 00 OAT Une seule Muté
M14 1 Macro partielle tentative c.114del
14 F typiques 5% - Résultat C
85 F atypiques négative
95%
SM irrégulier / R : SM régulier / M : SM avec téte multiple / OAT : oligo-asthéno-tératospermie/ AT : asthéno-tératospermie/ F : forme

IAM : indice d’anomalies multiples
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Figure. 32 : Les trois formes des spermatozoides macrocéphales (SM)
A : SM irréguliers/ B : SM réguliers/ C : SM avec téte multiple

Analyse génétique :

L’exon 3 du géne AURKC a été séquencé pour les 14 patients. Une mutation
homozygote c.144delc dans I’exon3 a été trouvée chez 10 patients (Fig. 34). Les autres
exons ont été séquencés pour les 4 patients restants. L'un portait une mutation dans I'exon
6 p.Y248 et aucune mutation a été identifiée pour 3 patients (Fig. 34). Ceci indique que la
fréquence des mutations d’AURKC des patients atteints de macrocéphalie dans notre

cohorte représente 78,5 % (11/14). La variante c.144delC représente 91 % des alléles
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mutés et p.Y248 * représente le reste (9 %). Sur un total de 19 patients ayant la
macrocéphalie 5 patients avec 100 % de spermatozoides macrocéphales ont refusé de faire

I’analyse génétique.

Trois patients mutés avaient des antécédents familiaux d'infertilité masculine.
L'analyse des séquences des parents de 4 patients confirme que tous étaient hétérozygotes
pour les mutations recherchées (c.144delC et p. Y248 *). L’age moyen des patients ayant la
macrocéphalie est de 38.5 ans avec une durée moyenne de 9 ans. Huit patients mutés ont
une macrocéphalie totale avec 100 % de spermatozoides macrocéphales avec flagelles
multiples et 3 patients mutés restant ont une macrocéphalie partielle avec plus de 95 % de
formes atypiques. Les trois hommes non - mutés avaient de meilleurs parametres du

sperme avec 70-75 % de spermatozoides macrocéphales.

21%

patients mutés g ¢
avec 100% SM

patients m2
mutés avec

95% de SM
patients non

mutés avec <
75% de SM

57%

Figure. 33 : Répartition des patients ayant la macrocéphalie en fonction des résultats de
diagnostic génétique.

Tous les couples présentent une infertilité¢ primaire et deux couples qui auraient subi
plusieurs avortements spontanés indiquant que la fertilisation et 'implantation était parfois
possible, mais que les feetus ne sont pas viables.

I’ICSI a été réalisée chez 5 patients avant de réaliser le diagnostic moléculaire. Trois de ces
patients étaient homozygotes pour la mutation c¢.144delC. Dans un cas, pas de
microinjection des spermatozoides pourrait étre identifiée pour le patient M10 qui a montré
100 % de spermatozoides macrocéphales. M7 et M14 ont montré 95 % de spermatozoides
macrocéphales et quelque spermatozoides pourraient étre injectés. Dans chaque cas, il y

avait un faible taux de fécondation (< 50%). Aucune mutation AURKC pourrait étre
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identifiée pour les deux autres patients (M12 et MS8). Aucun embryon pourrait étre
transféré pour M 12 tandis que deux tentatives d’ICSI ont été réalisées pour M8, dont 1'un
conduit a la naissance d'un enfant sain. En outre, ce couple s'est finalement réalisé¢ une

grossesse spontanée.

Figure. 34: Le diagnostic génétique d’AURKC exons 3 et 6.
Electrophérogramme montrant une partie de AURKC exon 3 et 6 & partir de : un sujet
témoin (control) un patient souffrant d'une délétion homozygote c144delC de l'exon 3 et

un autre patient avec p. Y248 * homozygote de l'exon 6.

Les patients atteints de globozoospermie

Caractéristiques spermatiques

La numération variaient de 12 a 171 M / ml avec une moyenne de 50,8 M / ml. La
mobilit¢é moyenne a diminuée (27%). Cinq patients ont OAT et 2 patients ont AT(voir

tableau. 53).
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Figure. 35: Forme des spermatozoides globocéphales

Tous les patients analysés (n = 5) par la technique MLPA ont présenté une délétion
homozygote de DPY19L2 (figure. 37), dont trois des sujets analysés étaient fréres. Deux
patients parmi les 7 recrutés n'ont pas accepté de réaliser le diagnostic génétique. Cette
analyse indique que les trois sujets sans lien de parenté présentant une globozoospermie
avaient une délétion DPY19L2. Tous les patients mutés avaient une histoire familiale
d’infertilité. Des tentatives d'[CSI ont été faites pour le G1, G2, G6. Dans chaque cas, nous
avons observé 100 % d'échec de la fécondation a I'exception le patient G6, qui a obtenu

une grossesse gémellaire sur la premiére tentative ICSI.

Technique de comparaison ( PCR duplex et PCR des exons 11.22)

Cette technique permet de confirmer la technique d’MLPA et la présence ou

I’absence de la bande DPY 1912
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Cl C2 C3 C4 Gl G2 G3 G4 G5 G6 T(-)

Figure. 36: Profil ¢lectrophorétique de la PCR duplex
Cl1, C2, C3, C4 : Contrdles négatifs, non délétés
Gl1, G2, G3, G4, G5 : les 5 Patients globo délétés homozygotes
G6 : déléte hétérozygote

T(-) : témoin négatif de la PCR

Résultats

Pour les contrdles C1, C2 : PCR 1 négative pour bande DPY (2000pb), positive pour bande
RYR1 (1000pb) et PCR 2 (exons 11 et 22) positive ce qui confirme 1’absence de délétion
de DPY19L2.

Pour les délétés homozygotes G1, G2, G3 : PCR 1 positive pour bande DPY (2000pb),
positive pour bande RYR1 (1000pb) et PCR (exon 11 et 22) négative : délétion
homozygote de DPY19L2.

Pour le cas délété hétérozygote G6 : PCR 1 positive pour bande DPY (2000pb), positive
pour bande RYR1 (1000pb) et PCR2 (exons 11 et 22) positive : délétion hétérozygote de
DPY19L2. Indications de séquengage de DPY 19L.2.
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Résultats finals

La PCR duplex : indique que les patients délétés homozygotes sont bien délétés, ayant les

2 bandes de RYR1 et de DPY19L2.

La bande indique : I’amplification des 2 régions LCR1 et LCR2 et par la suite I’absence de
DPY19L2 (Figure. 36)

Résultats d’analyse en ML PA :

Figure. 37: Analyse MLPA de DPY19L2 exon 1, 17, 22 sondes fixées contiennent trois
sondes de controle a des fins de normalisation (cl, c2, ¢3) et trois sondes DPY19L2
spécifiques (X1, X17 et X22) correspondant a l'exon 1, 17 et 22 de DPY19L2. (Voie 1)
MLPA profil d'un échantillon de I'ADN normal (contrdle). (Voie 2) Profil de MLPA d’un
patient délété homozygote montrant une absence totale de signaux des sondes d'exons
DPY19L2. (Voie 3) Profil MLPA d'un patient délété hétérozygote montrant une

diminution des signaux de sondes DPY 1912 spécifiques.
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Tableau. 53: Caractéristique des patients ayant la globozoospermie

Histoire | Numération | Mobilité | Diagnostic Tentatives Mutation
familiale | (M/ml) (%) d’ICSI DPYI19L2
G1 oui 171 20 AT Une tentative | Délétion
100% Résultat Homozygote
globozoospermie | négatif DPYI9L?2
G2 oui 40 15 OAT deux tentatives | Dé¢létion
2 freres 95% Résultat Homozygote
infertiles globozoospermie | négatif DPYI9L2
G3 oui 16 30 OAT Pas d’ICSI Délétion
frere de G4 100% Homozygote
et G5 globozoospermie DPYI9L2
G4 oui 40 31 AT Pas d’ICSI Délétion
frere de G3 100% Homozygote
et G5 globozoospermie DPYI9L2
G5 oui 56 25 oT Pas d’ICSI Délétion
frere de G3 100% Homozygote
et G4 globozoospermie DPYI9L2
G6 Non 15 40 OAT Une tentative | Pas d’ADN
90%
globozoospermie | Résultat :
positif
(naissance
géméllaire)
G7 Non 12 28 OAT Deux Pas d’ADN
100% Résultat:
globozoospermie | négatif
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Au terme de cette étude nous avons tenté d’éclairer les causes des perturbations
spermiologiques méme si le spermogramme a lui seul ne permet pas le plus souvent de
mettre en ceuvre les causes de I’infertilité. La recherche de facteurs de risque doit étre
exhaustive. En effet comme 1’a suggérée Everaert 1’infertilité est multifactorielle et souvent
une synergie de facteurs de risque peut exister. Leur identification est donc fondamentale
(Wood et al. 1984).

Lors de la réalisation de ce travail, nous avons noté¢ une fréquence des
spermogrammes et spermocytogrammes pathologiques de 83.3%, Ce qui révele une
importante fréquence de [D’infertilit¢ masculine dans le Constantinois, nos résultats
concordent avec ceux de la littérature avec 81.5% (Toure et al., 1995) et 91.9% (Koikana
Chacka 1998) des spermogrammes et spermocytogrammes pathologiques. Parmi les 404
patients retenus, 70.5% représentent des indications masculines et 29.5% représentent des
indications mixtes masculines et féminines. Par ailleurs, la plupart des études s’accordent
sur le fait qu’au cours des derniéres années, on note un déclin remarquable du taux de
fertilit¢ dans les pays du nord (Kaufmann et al., 1998), (Pearce et al., 1999). Plusieurs
¢tudes ont montré que I’infertilité masculine isolée ou non est présente dans plus de 50%
des infertilités du couple. Une étude Africaine, réalisée au Nigéria sur 340 couples
infertiles, a retrouvé une cause masculine dans 42.4 % (Ikechebelu et al., 2003). Dans notre
étude nous observons un taux d’anomalies masculines qui est environ deux fois plus élevé.
Cette discordance peut €tre liée a une différence au niveau du recrutement ou des critéres
utilisé lors des analyses spermatiques. Par contre notre étude confirme le taux élevé de la
part masculine dans I’infertilité¢ du couple.

Quatre vingt dix pourcent de nos patients ont une infertilité primaire, ce taux trés
¢levé peut s’expliquer par le contexte social et la tendance qu’auraient les couples n’ayant
pas d’enfant a consulter plus souvent que les autres pour traiter leur infertilité. Des études
menées en Algérie, dans la région de Annaba, indiquent des taux d’infertilité primaire de
73,48 % et d’infertilité¢ secondaire de 26,52 % (Daroui 2001). Une autre étude menée
dans la méme région, les taux respectifs signalés sont de 87% et 13% (Nazzal 2002),ce qui
rejoigne nos résultats. Par ailleurs, en France, les travaux de (Thonneau et al. 1991)
révelent des taux d’infertilité primaire et secondaire de 67 % et 33 % respectivement, la
durée moyenne d’infertilité était marquée par une grande variabilité des extrémes de 1 an
jusqu’a 20 ans. La durée de 6-10 ans est la plus fréquente avec 45.3%, indiquant qu’une

majorité des patients consulte tardivement. Nos résultats rejoignent ceux de la littérature
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qui indiquent une durée moyenne de 6 ans et des extrémes allant 1 a 30 ans (Niang et al.,

2009).

Aujourd’hui le spermogramme est I’examen clé pour explorer la fertilité masculine.
Cependant, sa sensibilité et sa spécificité dans I’approche diagnostique restent modérées

rappelle les éventuelles limites de son interprétation (Freour et al., 2010).

Sur le plan biologique les résultats liés aux spermogrammes et spermocytogrammes
indiquent que I’OAT et I’A sont les deux anomalies les plus représentatives avec
respectivement 25.7 % et 20.5%. Une AT est notée pour 79 cas (19.5%), 1’azoospermie est
notée chez 46 cas (11.4%). Comparant aux résultats obtenus par (Zeghib 2009), I’asthéno-
tératospermie (ATS) objectivée dans 33,33 % des cas est plus élevée par rapport a nos
résultats et 1’oligo-asthéno-tératospemie (OATS) objectivée dans 20,37 % des cas est trés

proche de nos résultats, suivie par 1’azoospermie (AZ) 17,59 %.

L’oligozoospermie ou oligo-asthéno-tératospermie (OAT) est un tableau biologique
souvent observé chez les hommes inféconds. On parle d’OAT car ’oligozoospermie est
rarement isolée et souvent associée avec une asthénospermie et/ou une tératospermie
(Hamamah et Barthelemy 1997) . L’anamnése révele des antécédents infectieux d’orchite,
de cryptochidie, de cure chirurgicale d’hydrocéle ou de hernie inguinale, facteurs

potentiels d’OAT. Ces antécédents sont associés cliniquement a une varicocele possible.

L’asthénospermie est due soit & un phénoméne infectieux et/ou une absence de
fructose ( Hamamah et Barthelemy., 1997). Les asthénospermies sont liées aussi a une
auto-immunisation par anticorps, ou a une anomalie de plasma séminal, notamment une
hyperviscosit¢é due a des troubles de la liquéfaction ou encore dans les cas
d’asthénospermies a moins de 10 % de mobilité normale les dyskynésies flagellaires de
I'axonéme ou des structures péri-axonémales mises en évidence par 1'étude ultrastructurale
du flagelle du spermatozoide sont des causes possibles de cette diminution de la mobilité

(Hamamabh et Barthelemy., 1997).

Cette oligozoospermie peut avoir plusieurs ¢étiologies: d’origine testiculaire
sécrétoire ou excrétoire (obstruction unilatérale sur le tractus), un probléme d'éjaculation
(incompléete ou rétrograde), la présence de bactéries, d'infection ou d'inflammation du
tractus accompagnée ou non de leucospermie, et la présence d'auto-anticorps dans le

plasma séminal ou sur la membrane plasmique des spermatozoides.

114



RESULTATS ET DISCUSSION

La valeur normale du volume du sperme doit étre prise en considération car elle
permet de calculer le nombre total de spermatozoides par éjaculat qui est un paramétre
définissant une éventuelle atteinte de la spermatogenese en fonction de la concentration
observée. Un volume insuffisant peut étre en soi la cause d’une infertilit¢ méme si les
autres parametres sont normaux. Les cas d’hypospermie sont peut étre due soit a une perte
d’une partie de 1’¢jaculat (Girod et Czyba, 1977) ou d’une éjaculation incompléte due a un
dysfonctionnement du réflexe éjaculatoire ( Robin et al., 2008), ou bien a I’insuffisance des
secrétions de I'une ou l’autre des glandes annexes (situation pouvant correspondre a une
prostatite ou a une vésiculite), ou exclusion des vésicules séminales ( congénitale ou
acquise ) ou on sera en présence d’une azoospermie et le volume sera généralement

inférieur a 1ml (Guérin, 1993).

Tandis que I’hyperspermie évoque la présence de lésions infectieuses des glandes
annexes et en particulier les vésicules séminales, elle peut étre due aussi a une abstinence
sexuelle trop longue (Marmor 2007). Alors que (Guerin 1993) ne considérait pas
I’hyperspermie comme une pathologie, mais témoigne seulement d’une hypersécrétion des
vésicules séminales. Elle est néanmoins susceptible d’entrainer une oligospermie fictive

dite de dilution alors que le nombre des spermatozoides n’est pas anormalement abaissé.

La tératozoospermie est associée a une OA et une A dans 25.7% et 19.5% des cas.
Les tératozoospermies majeures supérieures a 90% orientent vers des causes génétiques
car un certain nombre de ces sujets ont un caryotype anormal (environ 3% des cas). Dans
le rare cas ou la tératospermie est monomorphe, une étude en microscopie ¢lectronique
permet de préciser le type d’anomalie. Les tératozoospermies polymorphes modérées 70 a
80% des cas doivent faire rechercher des étiologies infectieuses ou toxiques ou une

varicocéle.

Cette ¢tude morphologique a été codifiée et quantifiée, la plupart des laboratoires
utilisent la classification de David (David et al., 1975) qui tient compte des
polymalformations des spermatozoides. L'avénement des procréations médicalement
assistées met en évidence l'importance du pourcentage de formes normales dans I'éjaculat,
une étude récente a démontré que le 10e percentile dhommes féconds se situait a 32 % de
formes normales (Feneux et al., 1986). Il semble exister une certaine constance du profil
tératozoospermique chez le méme individu pouvant laisser supposer l'existence d'un

rapport entre certaines perturbations morphologiques et certaines étiologies.
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L'établissement du profil tératozoospermique d'un patient nécessite la réalisation de 3 ou 4
spermocytogrammes a trois mois d'intervalle. Il est évident que l'association de
nombreuses anomalies va aggraver ’handicap fonctionnel du spermatozoide et dans

certains cas, seule la microscopie électronique permettra d'établir le diagnostic.

Si l'interprétation de la tératozoospermie, telle que la microcéphalie totale ou la
présence de flagelles courts pose moins de problémes, en revanche il n'en est pas de méme
lorsqu'il s'agit d'anomalies de la téte le plus souvent irréguliére. Il existe des relations
significatives entre la fréquence des anomalies de gametes et les anomalies de certains tests
fonctionnels : la mobilité, le test de pénétration dans la glaire, le test de fixation sur la zone
pellucide de I'ovocyte. Le taux de clivage en fécondation in vitro est nettement plus faible
en cas de tératozoospermie sévere. La mobilité et la tératozoospermie sont des facteurs

déterminants dans l'expression du pouvoir fécondant du sperme(Silber 1989) .

La présence de varicocele est également une anomalie fréquente, 1’association exacte
entre réduction de la fertilité masculine et varicocéle n’est pas connue mais des travaux de
la WHO ( Hamamah et Barthelemy 1997) indiquent clairement que les varicoceles sont
associées a des anomalies spermatiques, une diminution du volume testiculaire et une
dégradation de la fonction des cellules de Leyding. De nombreuses études ont montré un
effet délétere des varicoceles sur la spermatogénése avec en particulier une diminution de
la densité des spermatozoides (oligozoospermie) voir une azoospermie et une diminution
des formes mobiles (A), une tératozoospermie, ou une OAT (Mieusset et al., 1996). 1l a été
rapporté que les patients avec une varicocele ont un nombre réduit de spermatozoides
fonctionnels, une faible mobilité et vitalité, une faible intégrit¢ de la membrane et de
I’acrosome. Ces anomalies ne sont pas liées au grade de la varicocele, du volume
testiculaire ou de la concentration sérique de FSH (Villanueva-Diaz et al., 1999). La
varicocele compromis le systéeme de régulation thermique du testicule. Elle est caractérisée
par une stase veineuse, un stress thermique, hypoxie et I’accumulation des métabolites
toxiques dans les testicules qui conduisent a 1’élévation de production des molécules
réactives d’oxygene et I’apoptose durant les stades spécifiques de la spermatogenése (Wu
et al., 2009). Dans notre étude nous avons noté¢ une prédominance de varicocéle avec 64
cas (15.8%) par rapport aux autres antécédents urogénitaux avec un pourcentage de 87.5 %
chez les infertilités primaires et 12.5% chez l’infertilit¢ secondaire. La varicocele est
associée avec I’OAT dans 19 cas soit 29.7%, I’AT dans 17 cas soit 26.6% et I’A dans 10

cas soit 15.6%. Ces résultats sont concordants avec la littérature ou un nombre réduit
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d'articles font apparaitre 1'existence d'une OAT chez 25 a 65% des hommes porteurs d'une

varicocele clinique(Toure et al.,1995).

Mac Leod en 1953 (Mac Leod 1953) avait constaté une augmentation du délai de
conception en fonction de I’age masculin, sans tenir compte de 1’age de la femme. L'étude
de la relation entre age et fertilit¢ masculine pose des probléemes méthodologiques
difficiles. On ne peut, en effet, évaluer le role de 1'age sur la composante masculine de la
fertilité¢ des couples sans tenir compte des autres facteurs de cette fertilité, comme 1'age de
la conjointe et 1'évolution de la fréquence des rapports sexuels. L’étude de I’évolution des
caractéristiques du sperme avec le vieillissement est 'un des moyens qui permettent
d’analyser indirectement la relation entre 1’age et la fertilit¢ de ’homme. Dans notre série
nous avons noté¢ une moyenne d’age de 38+5,65 ans, avec des extrémes de 26 et 55 ans et
la tranche d’age de 36-40 ans est la plus représentée avec 37.9% des patients. Globalement
le taux d’infertilité primaire est significativement plus élevée entre 26-40 ans (p<0.001) par
rapport a la tranche d’age de 41-55ans.

L’infertilit¢ secondaire est significativement plus élevée entre 41-55 ans (p<0.05)
probablement car certains patients ayant une sous-fertilité auront eu plus de temps pour
essayer, dans certains cas prendre de nouvelles épouses, parfois plus fertiles, car la
polygamie est autorisée en Algérie. Nos résultats rejoignent ceux de la littérature (Niang et
al. 2009), (Bah et al. 2007). L’age avancé de nos patients peut s’expliquer aussi par le
retard de la consultation du fait du mythe de la seule responsabilit¢ féminine dans
I’infertilité du couple. Nous avons noté un faible taux de consultation aprés I’age de 45
ans. Ceci peut s’expliquer par le début de 1’age de la ménopause du conjoint, et d’autre
part, la préférence des couples de concevoir des enfants avant cet age. De plus avec 1'age le
comportement se modifie, le rythme et la qualité des rapports diminuent et parfois des
facteurs de mode de vie ou d'environnement interférent avec les paramétres précédents
(Humeau 1995). La littérature rapporte plusieurs arguments qui expliquent le déclin de la
fertilité avec 1’age. Une étude réalisée par jouannet en 1983 sur 64 hommes de plus de 50
ans comparés a un effectif trés important d'hommes de moins de 50 ans, montre les
différences dans le pourcentage de spermatozoides mobiles (55% avant 50 ans contre 32%
aprés ), dans le pourcentage de formes normales (47% contre 31%), mais aussi dans la
concentration (70 millions contre 46 millions), différences qui sont ¢galement

significatives (Humeau, 1995).
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L’étude de 1’évolution des caractéristiques du sperme chez les 327 patients en
fonction de 1’age permet d’analyser I'impact de 1’dge sur les paramétres spermatiques.
L’analyse des valeurs moyennes des parameétres spermatiques n’a montré aucune variation
significative avec l'dge des valeurs moyennes du volume, de la concentration et de la
numération. En revanche, de manicre surprenante on observe une augmentation de la
mobilité avec 1’age (p<0.05).

On note que ces parametres peuvent étre corrélés car dans bien des cas les anomalies
morphologiques entraineront une altération de la mobilité. On observe également une
l1égere baisse non significative du volume spermatique avec I’age.

Nos résultats rejoignent ceux de la littérature, Plusieurs études ont analysé
I’influence de 1’age sur les caractéristiques du spermogramme chez les hommes féconds.
Certaines ¢tudes rapportent que les parametres spermatiques semblent en moyenne
indépendants de 1’age entre 20 et 60 ans ce qui laisse penser que la qualité de 1’¢jaculat est
conservé jusqu’a 50 a 60 ans. Schwartz et coll. (Schwartz et al. 1983) ont comparé les
valeurs moyennes de cinq paramétres : volume, concentration en spermatozoides,
pourcentage de formes morphologiquement normales, pourcentage de formes mobiles et
numération totale chez 833 hommes féconds agés de 21-50 ans. Ils n’ont pas mis en
¢vidence de variations significatives de ces paramétres avec 1’age. Par contre, ils ont
observé des variations significatives du pourcentage de formes normales et du pourcentage
de formes mobiles avec l'age: celles-ci atteignent un maximum entre 25 et 35 ans puis
décroissent chez les hommes plus agés, ces auteurs ont montré que les anomalies
morphologiques significativement observées sont les formes microcéphales avant 25 ans et
flagelles enroulés apres 45 ans. On souligne le biais de recrutement de notre population, le
biais 1i¢ a 1’étalement des valeurs observées, pour un age donné, de tous les parametres du
sperme, le faible effectif des patients dans certaines classes d’age peuvent expliquer
I’absence de corrélation entre I’age et les parametres spermatiques que nous avons étudié.

Les infections, I’environnement, la génétique, les maladies et les traumatismes
figurent parmi les causes principales de I’infertilit¢ masculine. De nombreuses situations
professionnelles sont connues pour avoir un risque sur la fertilit¢é des hommes qui y sont
exposées (Guerin 2001), (Cohen 1977). Nous avons noté une diminution significative de
la numération p<0.05 chez les groupes exposés a des risques toxiques et/ou a de fortes
chaleurs : les chauffeurs, les cuisiniers, les agriculteurs et les ouvriers par rapport aux
autres groupes a moindre risque. Pour la profession de chauffeur, particulierement exposé

aux toxines environnementales, dans une étude rétrospective menée par (Thonneau et al.,
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1997) sur 402 couples fertiles a noté¢ que le temps requit pour achever une grossesse est
significativement augmenté de 4,5 mois pour un groupe de conducteurs professionnels ( >
3 heures /jour) contre 2,8 mois pour des hommes non exposés. Certaines études ont
prouvé, chez I'homme et 1'animal, que la chaleur perturbait la spermatogenése et pouvait
diminuer la fertilit¢ masculine (Maurice. 1995). Les hommes exposés a des températures
¢levées constituent donc une population a risque et on a observé que les ouvriers servant
les fours a céramiques présentaient une chute de la mobilité des gametes expliquant peut-
étre une augmentation significative des couples sans enfants dans cette population
(Maurice. 1995). Cet effet de la chaleur n’est pas retrouvé chez les patients signalant
prendre des bains chauds réguliers. On peut penser que dans ce cas la durée et la fréquence
d’exposition n’est pas suffisante pour altérer la gamétogénese. Chez 1'homme, certains
pesticides comme le dibromochloropropane ou le dibromure d'éthyléne utilisé par les
agriculteurs entrainent des altérations de la spermatogenese (Maurice. 1995) . On note que
nous observons ici une diminution des parameétres spermatiques chez les agriculteurs
potentiellement exposés a de nombreux toxiques.

L’association entre la consommation de la cigarette et 1’altération des paramétres
spermatiques a été déja décrite. Dans la présente ¢tude la fréquence de I’infertilité primaire
est plus importante dans le groupe des non fumeurs 210 cas (54.5%) que dans le groupe
des fumeurs 175cas (45.4%). Sur un total de 130 fumeurs, 90 patients (69.2%)
consomment plus de 20 cigarettes par Jour (c/j) contre 40 patients (30.8%) qui
consomment moins de 20 c/j. Selon une méta-analyse de 27 ¢études portant notamment sur
l'association entre le tabagisme et la qualit¢ du sperme, il a été signalé chez les fumeurs
une réduction moyenne de la concentration de spermatozoides de 13%, de la motilité des
spermatozoides de 10% et de spermatozoides morphologiquement normaux de 3%
(Pasqualotto et al., 2008). De récentes ¢tudes ont montré qu’il existe un passage de la
barriere hémato-testiculaire de certaines substances contenues dans la fumée de cigarette.
La présence de tels composés dans le liquide séminal des fumeurs entraine une altération
des parameétres spermatiques classiques et de la qualité nucléaire des spermatozoides,
compromettant de ce fait les chances de grossesse. Le stress oxydatif généré par le tabac
semble étre I'une des principales causes d’altération de la qualité des spermatozoides,
entrainant essentiellement une fragmentation de leur ADN (Trummer et al., 2002), et un
changement dans les concentrations de testostérone et I’hormone de prolactine (Kumosani
et al., 2008). De nombreuses études ont incriminé le tabac dans les troubles de 1’érection

ainsi que dans les altérations de la qualité spermatique notamment, en 2008 I’étude de
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Cutis et al (Curtis et al., 1997) a mis en évidence une baisse significative de la mobilité
ainsi que des anomalies de numération, aucune différence significative n’a été retrouvée en
ce qui concerne le volume et la qualité spermatique. Dans notre étude la liaison entre la
consommation de cigarette et les paramétres spermatiques n’a pas montré une différence
significative. Nos résultats concordent avec ceux de Trummer (Trummer et al., 2002) qui
a montré que la consommation de la cigarette n’affecte pas les paramétres spermatiques.
Nous n’avons pas lors de notre étude réalis¢ de test permettant de mesurer la fragmentation
de ’ADN et nous ne pouvons malheureusement pas confirmer ’effet du tabac sur ce
facteur. Nous collectons actuellement les résultats d’ICSI pour évaluer si le taux de
grossesse est réduit chez les fumeurs, peut étre du fait d’une fragmentation plus importante
de I’ADN spermatique.

Les données sur I’effet de la consommation d’alcool sur la spermatogénese sont
rares, elles montrent un effet protecteur apparent de la consommation modérée sur les
parameétres spermatiques probablement en raison de l’effet antioxydant de certaines
boissons alcoolisées. Certaines études ont montré que la consommation d’alcool par les
hommes n’était pas associée a la fécondité (Dunphy et al., 1991). Cependant, 1'abus
d'alcool (> 20 unités/semaine) est connu pour étre associ¢ a une hypofertilit¢(Hassan et
Killick 2004). Nos résultats concordent avec ceux de la littérature le test de corrélation
entre 1’alcool et les différents paramétres spermatiques, n’a pas montré une différence
significative. On note que seulement une minorité de nos patients déclare boire de 1’alcool.
Notre population majoritairement musulmane n’est probablement pas la population la plus
appropriée pour observer un effet potentiel de 1’alcool du fait que ce sujet reste un tabou et
que tous nos patients ne déclarent peut-étre pas leur consommation d’alcool. L’étude de la
liaison entre la consommation de la cigarette et d’alcool ensemble et les parameétres
spermatiques n’a pas non plus montré de différence significative. (Thonneau et Bujan.
1993) ont rapporté que 1’augmentation artificielle prolongée et modérée, quelques degrés,
de la température scrotal entraine des anomalies puis un arrét de la spermatogencse.
(Carlsen et al., 1992) en analysant 1'effet des antécédents d'un état fébrile sur la qualité¢ du
sperme de 15 hommes qui ont vécu un ou plusieurs épisodes fébriles a trouvé que la
concentration des spermatozoides, la morphologie et la motilit¢ ont été sensiblement
affectés par la fievre, en particulier pendant la période de la spermiogenése. (Mieusset et
Bujan.1995) suggérent que la température affecte 1’activité de plusieurs enzymes et

modifie la composition lipidique de la membrane. L’étude de 1’exposition a des bains
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chauds n’a pas montré une grande influence due a la durée d’exposition qui n’était pas
excessive.

Parmi les 123 cas ayant des antécédents familiaux, nous avons noté un pourcentage
¢levé d’antécédents d’infertilité de fratrie avec 62 cas soit 15.3 % suivi des antécédents de
la famille avec 43 cas soit 10.6% ainsi que 18 cas ayant des antécédents de fratrie et
famille soit 4.5%. La présence des antécédents familiaux peut nous orienter vers une cause
génétique cela est confirmé par la notion de consanguinité qui est apparu chez 33.9% des
patients ayant des antécédents de fratrie, 33.3% des patients ayant des antécédents de
famille et fratrie ensemble et 7% des patients ayant des antécédents de famille. Par
conséquent la recherche lors de I'interrogatoire d’éléments familiaux €évocateurs d’une
affection génétique doit faire partie de I’exploration de ’infertilit¢ masculine, bien que le
conseil génétique nécessite des compétences spécialisées afin de délivrer une information
adéquate sur les risques dans la fratrie et la famille, de descendance, les chances de succes
en cas de techniques de procréation artificielle. Le diabéte est la maladie la plus
représentée dans notre étude avec 5,2% (n=21 cas) suivie des maladies respiratoires et
neurologiques avec 2.5% (n=10 cas), des maladies cardiovasculaires avec 1.7% (n=7 cas),

1.5% des cas ayant des maladies métaboliques.

Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que ce sont des pathologies qui sont de
plus en plus fréquentes dont leur traitement pourrait entrainer une diminution de la fertilité.
Les anti-ulcéreux comme la cimetidine, les anti-HTA comme les bétas bloquants, les anti
diabétiques oraux.

comme les biguanides, et les anti tuberculeux comme les sulfamides ont tous un effet
néfaste sur la fertilit¢ (Pan et Campana 1997). De nombreux médicaments sont mis en
cause dans les bilans d’infertilit¢ et doivent étre recherchés activement lors de
I’interrogatoire. Ils peuvent étre pourvoyeurs de troubles de la fonction sexuelle,
d’anomalies gamétiques ou de nidation (alphabloquants, antihyperten-seurs, anabolisants
stéroidiens et testostérone chez les sportifs, antidépresseurs, antipsychotiques, etc.). De
méme les antibiotiques peuvent altérer la mobilité des spermatozoides, voire stopper la
spermatogenese (Commenges-Ducos 2006).

Palermo et coll (Palermo et al., 1992) rapportent la premiére grossesse obtenue par
I’injection d’un seul spermatozoide dans le cytoplasme de 1’ovocyte. Depuis, I’'ICSI a
boulevers¢ le traitement de la stérilit¢ masculine en général, et le pronostic des

insuffisances spermatiques séveres en particulier. Actuellement, I’ICSI connait un essor si
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rapide, elle occupe une place essentielle parmi les techniques d’AMP. Elle concerne 40-
45% des ponctions réalisées en France en 1996 et 60 centres biologiques la pratiquent en

France.

Les facteurs masculins séveres représentent I’indication majeurs de I’'ICSI, qu’il
s’agisse d’atteinte portant sur 'un des parametres du sperme (nombre de spermatozoides
insuffisant, mobilité abaissée, pourcentage de formes atypiques trop élevé) ou sur les trois
parameétres (oligo-asthéno-tératospermie sévere: OATs). La limite en-deca de laquelle
I’ICSI doit étre proposée de préférence a la FIV conventionnelle reste discutée. Mais le
nombre de spermatozoides mobiles obtenu aprés préparation du sperme constitue un
indicateur : moins de 500 000 spermatozoides mobiles totaux justifie «1’option » de
I’ICSI. Actuellement, la moiti¢ des ICSI (51.2%) en France est réalisée avec du sperme
tres altéré (OATs), car la qualité du sperme est incompatible avec la réalisation de la FIV,

et donc I’ICSI a été proposée en premicre intention (Parinaud 1997).

Selon I’enquéte des BLEFCO 1997, le nombre moyen d’ovocytes recueillis en ICSI
(10.2 par ponction) était 1égerement supérieur a celui de la FIV. Environ la moitié des
ovocytes injectés évoluent en embryons. Ainsi 2.7 embryons sont transférés en moyenne.

Soit autant qu’en FIV.

Dans des pays différents du Nord et de I’Est de I’Europe (Denmark, Finland, Russie),
la technique de FIV reste la technique dominante. En revanche, dans plusieurs pays de
I’Ouest et centre de I’Europe (Allemagne, Italie, espagne) I’ICSI est utilisé dans plus de
75% des cas. Dans notre laboratoire on utilise la technique d’ICSI en prédominance, avec
un taux de fécondation de 71.6+25.2%. Nos résultats concordent avec ceux de (Parmegiani
et al., 2010) et (Nasr-Esfahani et al., 2008) qui ont trouvé un taux aussi €levé des ovocytes

fécondées avec respectivement 87.1% et 67.7%.

Selon la littérature le taux de transfert de plus de 3 embryons varie de 4.4 4 58.8%, et
celui supérieur a quatre embryons de 0 a 57.7%, il est de 53.4% au Norvege, 48.9% en
Belgique, 42% au Danemark. Dans notre étude les résultats concordent avec ceux de la
littérature, un taux de transfert de 3 embryons de 56.3% et un taux bas de transfert de 4
embryons avec 1.5% et une moyenne des embryons transférés de 2.3+0.8. En France, le
nombre moyen d’embryons transférés en ICSI en 2008 était de 2.46. Le taux moyen de
grossesse par transfert est de 26.8%, varie de 18.2 a 46.4%. Nos résultats montrent un taux

¢leveé de grossesse par transfert de 41% et un taux de grossesse par cycle de 38.2%.

122



RESULTATS ET DISCUSSION

Apres I'ICSI, le taux de grossesses uniques est de 73.3%, gémellaires 23.9%, triplet
2.3% et supérieur a 3 de 0.1% (Marret 2002). Dans notre étude nos résultats concordent
ceux de la littérature, nous avons un taux de grossesse unique de 63.2%, gémellaire 17.6%,

triplet 1.5% et des ABRT 17.6%

Les résultats d’ICSI dans les déficits spermatiques séveres sont trés encourageants :
le taux de grossesse par tentative est de 26% et donc légeérement supérieur malgré les
carences importantes du sperme. Les facteurs masculins ne semblent pas influencer le taux
de transfert. Cependant, ’dge de la patiente, le nombre et la qualité ovocytaire semble

influencer le taux d’obtention d’embryons, ainsi que le taux de grossesses par transfert.

La plupart des patients ont tous les ovocytes inséminés et décident 1'utilisation des
embryons une fois que le nombre développé est connu. En raison des risques de grossesse
multiple, y compris les complications psychologiques et physiques chez la mére et
l'enfant, les couples sont maintenant invités a limiter le nombre d'embryons transférés a
deux ou trois. Rarement, un couple ayant insisté sur quatre embryons transférés dans
l'espoir que cela permettra d'améliorer les chances de conception. Les embryons de plus de
deux ou trois sont congelés afin que le couple puisse augmenter les chances de grossesse
éventuelle.

Les embryons sont décongelés et transférés le plus tot possible si le premier transfert
d'embryon échoue ou une ou plusieurs années plus tard si un deuxiéme enfant est voulu.
Apres la période d'étude, le succes de congélation est devenu connu pour les couples dans

le programme.

Parmi les 1645 embryons obtenus, 831 embryons ont été transférés et 139 embryons
ont été congelés, 45 patients ont décidé de congeler des embryons. La possibilit¢ de
congélation-décongélation est discutée lorsque le patient entre dans le cycle de traitement,
et la décision finale concernant le nombre d'embryons a congeler décongeler est prise
lorsque le nombre d'embryons normaux développé est connu. Dans la pratique, les couples
avec plus de deux ou trois embryons collectés ont deux ou trois transférés immédiatement
et les embryons restants congelées. Parce que seulement environ la moiti¢ des embryons
survivent apres la congélation et décongélation, généralement tous les embryons congelés

sont décongelés ensemble.

Le nombre d'embryons gammes congelées-décongelées de un a quatre.

Probablement certains couples vont changer leur attitude a l'utilisation d'embryons
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congelés, en raison du divorce, de décés ou de maladie dans un partenaire ou un

changement de circonstances psychosociales.

Le tabagisme chez I’homme et la femme entraine une diminution de plus de 40 % les
chances en AMP et un taux d’échec en ICSI 3 fois plus élevé chez les fumeurs (Alvarez et
Fallet 2010). De plus, en FIV/ICSI le risque de ne pas aboutir a une grossesse est 4 fois
plus élevé chez les fumeurs de plus de 5 ans(Alvarez et Fallet 2010). Nos résultats
montrent que la plupart des patients qui fument ont des résultats négatifs 81 cas contre 67
cas qui ont des résultats positifs. Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre
la consommation de la cigarette et les résultats d’ICSI.

Dans de tels couples, I’age de la femme est déterminant : Pattitude vis-a-vis de ces
infertilités masculines n’est pas la méme selon que la femme a 24 ou 36 ans ! Cependant, si
I’exploration de I’homme infertile commencait le méme jour que I’exploration de sa
femme, il y aurait moins de pressions sur les équipes pour les demandes de PMA !

Les techniques de PMA ont incontestablement transformé depuis 15 ans le paysage de
I’infertilité masculine. La complexité étiologique de I’infertilit¢ masculine et le caractcre
incertain des résultats thérapeutiques obtenus tendent a décourager les couples et leurs
médecins a faire face. L’exploration masculine d’un couple infertile tient dans une
question qui doit étre posée a la phase initiale de la demande : « A-t-on une chance

raisonnable que ce couple puisse concevoir sans FIV ou sans ICSI ? ».

Le caryotype et la recherche de microdélétions du chromosome Y et des mutations
CFTR permettent d’établir le diagnostic dans moins de 5 % des cas, tous phénotypes
confondus (F Tiittelmann 2011). Ce pourcentage démontre 1’implication probable d’autres
génes encore inconnus dans les différents phénotypes d’infertilit¢ masculine. On estime
qu’entre 1 500 et 2 000 genes interviennent dans le contrdole de la spermatogenése, parmi
lesquels 300 a 600 sont spécifiquement exprimés dans les cellules germinales masculines.
On s’attend donc logiquement a ce que des anomalies de ces génes perturbent la fertilité
masculine (Matzuk et Lamb 2008). Les tests génétiques de routine (caryotype et diagnostic
des microdéléltions sur chromosome y) ne sont pas généralement proposés pour les
patients azoospermiques. Tiittelmann et ses collégues ont examiné¢ un total de 1583
patients consécutifs atteints d'azoospermie et ont constaté que 14 % présentent le syndrome
de Klinefelter et 2 % avec des microdélétions sur chromosome Y (F Tiittelmann 2011).

Comme ces anomalies génétiques se produisent de novo ces taux ne seront pas retrouveés
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dans notre échantillon qui représente une population spécifique. Par extrapolation, dans
notre cohorte nous estimons avoir 1,6 % des patients qui présentent un Klinefelter et 0,23
% souffrant d’une microdélétion du chromosome Y.

Trés récemment, 1’origine génétique de deux formes de tératozoospermies séveres
(anomalies morphologiques du spermatozoide) a été identifiée : chez les patients atteints,
les spermatozoides soit sont macrocéphales, soit présentent une téte ronde sans acrosome
(globozoospermie) (Dam et al., 2007), (Koscinski et al., 2011). Au cours de cette étude
nous avons identifié les deux mutations nouvellement décrites dans le géne AURKC.
D’autres groupes proposent un dépistage rapide de 1’exon 3 seulement pour détecter la
présence de la mutation récurrente la c.144delC chez les patients ayant un phénotype
monomorphe de spermatozoides macrocéphales. Nos résultats indiquent que 1’analyse
moléculaire ne doit pas s’arréter aprés un dépistage négatif de ’exon 3. Nous avons réalisé
Comme stratégie de diagnostic le séquengage de I’exon 3 et de ’exon 6 du géne AURKC
pour tous les patients qui présentent une proportion importante de spermatozoides
macrocéphales. Le séquengage des exons restant du gene AURKC pourrait étre proposé en
absence de mutation au niveau des exons 3 et 6 et ceci uniquement pour les personnes
ayant une concentration de spermatozoides >1M et ayant moins de 1% de spermatozoides
normaux. Les hommes non-mutés présentent normalement des formes moins séveres de la
pathologie.

Dans cette population, 11 hommes présentent une mutation homozygote AURKC
(2,7 %) et 5 une délétion homozygote de DPY19L2 (1,2 %). Nous pouvons donc conclure
que chez les hommes algériens, et probablement plus généralement chez les hommes
d'origine nord- africaine, la cause génétique la plus fréquente de l'infertilité est la
macrocéphalie due a la mutation AURKC. De plus chez les hommes infertiles d'Afrique du
Nord, nous nous attendons a ce que les mutations AURKC et DPYI19L2 soient
respectivement 10 et 5 fois plus fréquente que les microdélétions sur chromosome y.

La fréquence ¢levée de mutations d’AURKC retrouvée dans notre étude concorde
avec le fait que nous avions précédemment estimé que la mutation c.144delC récurrente
était présente ( hétérozygote ) dans 1 a 50 d'Afrique du Nord (Dieterich et al., 2009). Ce
résultat est en accord avec I’article de Dieterich et al. avec 14 cas décrits (Dieterich et al.
2007), (Dieterich et al. 2009). Harbuz et al., ont identifi¢ 34 cas homozygotes ayant une
mutation et présentant un phénotype typique avec un taux de spermatozoides
macrocéphales compris entre 60 et 100 % contre 28 patients non porteurs de cette délétion

et présentant un phénotype modéré avec un taux de spermatozoides macrocéphales
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compris entre 5 et 75 % ( Harbuz et al., 2009). La fréquence des mutations d’AURKC des
patients atteints de macrocéphalie dans notre cohorte représente 78,5 % (11/14). La
variante c.144delC représente 91 % des alleles mutés. Nous avons observé la nouvelle
mutation non-sens p.Y248 * décrite par (Ben Khelifa et al,. 2012) qui représente le reste (9
%). Nos résultats sont concordant avec ceux de (Ben Khelifa et al., 2012) qui ont identifié
cette nouvelle mutation non-sens, p.Y248 *, dans 10 individus non apparentés de 1’Europe
(n = 4) et d'origine nord-africain (n = 6). Cette nouvelle variante représente 13% de
I'ensemble des alléles mutants et la variante c.144delC initialement décrite représente la
quasi totalité des alléles mutés restants (85,5%).

La fréquence élevée de mutation est surprenante, lorsque cette mutation est présente
dans un état homozygote elle induit un handicap en maticre de reproduction.
L'accumulation de mutations récurrentes dans la population maghrébine pourrait
s'expliquer par un avantage sélectif pour les porteurs de mutations AURKC hétérozygotes.
Cela pourrait s'expliquer par le role que joue AURKC dans le point de contrdle de
l'assemblage du fuseau (SAC) : lors de la méiose, cellules germinales avec chromosomes
alignés ou tension anormale des microtubules qui se traduirait par une mauvaise
ségrégation, sont bloqués dans la prométaphase. Il ya un nombre croissant de preuves
indiquant que AURKC pourrait jouer un réle important dans le SAC. Nous pouvons
émettre I'hypothése que les hommes avec les mutations AURKC hétérozygotes pourraient
avoir un SAC accéléré permettant un changement rapide de la méiose conduisant a une
augmentation de la production de sperme. Cela pourrait donner a ces hommes un avantage
reproductif l1éger expliquant la forte prévalence des alléles mutés. Les gametes produits
seraient toutefois capables de présenter un taux des aneuploidies susceptibles d'induire un
taux ¢élevé d'avortements spontanés.

Nous avons souhaité vérifier cette théorie, mais nous étions confrontés au probléme
des donneurs hétérozygotes. Nous notons que dans deux cas, les patients ont signalé que
leurs parents ont eu plusieurs avortements spontanés. Comme le pére et la mére sont
porteurs obligatoires ils présentent probablement un risque plus élevé de la production de

gametes aneuploides.

La délétion DPY19L2 était également fréquente dans notre cohorte. Nous avons
démontré précédemment que ces suppressions ont eu lieu par NAHR entre deux
homologues LCR 28 Kb situés de chaque coté du gene (Harbuz et al., 2011). De nouvelles

mutations sont donc relativement fréquentes et nous avons estimé que la fréquence de novo
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délétion était d'environ 1,5x10 par méiose indépendamment de l'origine des individus
(Coutton et al. 2013). L'incidence plus élevée de la globozoospermie observée chez les
hommes d'Afrique du Nord n’est donc pas le résultat d'une augmentation de la fréquence
allélique (comme observé pour AURKC), mais a un taux de mariages intrafamiliaux
spécifiques a cette population qui est trés favorable a 1'émergence de traits récessifs
supérieurs et cela est prouvé par le cas familial des 3 fréres ayant la mutation DPY19L2.
Le mariage consanguin des grands-parents, et des parents qui étaient cousins au premier
degré, a indiqué que l'anomalie génétique a été transmise comme un trouble autosomique
récessif. Le spermogramme de ces patients montre une numération et une mobilité
spermatique en général normale, associée a une altération majeure de la morphologie. Pour
notre échantillon la plupart avaient une numération normale et une mobilité anormale <
50%.

Une sélection rigoureuse par Motile Sperm Organelle Morphology Examination
(MSOME) a dé¢ja été appliquée pour sélectionner les spermatozoides apparents plus
normaux dans les patients mutés AURKC c.144delC (Chelli et al. 2010). Dans cette étude
seulement six spermatozoides normaux prospectifs ont été sélectionnés et une analyse de
FISH a ét¢ réalisée sur ces spermatozoides. Tous les six étaient aneuploides confirmant que
I'ICSI ne devrait pas étre tentée pour les patients AURKC mutés, méme apres une sélection
morphologique trés approfondie (Chelli et al. 2010). Dans cette étude I’ICSI a été tentée
pour 3 patients délétés homozygotes. La microinjection pourrait étre réalisée dans deux cas
(M7 et M15) mais aucun embryon transférable n’a pu étre obtenu. Les trois patients sans
mutation AURKC présentaient un phénotype plus léger avec < 75 % de spermatozoides
macrocéphales alors que tous les hommes mutés ont montré un taux > 95 % de
spermatozoides macrocéphales). Deux patients sans mutation AURKC (M8 et M12) ont
bénéfici¢ de I'ICSI. La microinjection était possible dans chaque cas et une grossesse a été
obtenue pour un patient. Ces résultats confirment la pertinence du diagnostic moléculaire
et le fait que I'ICSI peut étre tentée pour les patients non mutés. Ce faible taux de
fécondation et de grossesse probablement associ¢ a I’incidence élevée d’anomalies
chromosomiques décrite précédemment. Selon la littérature, des injections intra-
cytoplasmiques (ICSI) ont été tentées pour des couples dont les hommes présentent dans
leur échantillon de sperme une proportion élevée de spermatozoides macrocéphales
associée a des flagelles multiples. Elles ont permis d'obtenir des grossesses, mais avec des
taux de fécondation et de grossesses (9,1%) inférieurs a ceux obtenus chez les couples dont

I'homme présente une tératospermie polymorphe d'importance équivalente (40%)
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(Kahraman et al. 1999).

Dans notre cohorte nous avons identifi¢ sept patients avec un phénotype
globozoospermic : quatre hommes indépendants et trois fréres, tous avaient plus de 90 %
de spermatozoides a téte ronde. Une analyse génétique ne peut étre effectuée que sur les
trois fréres et deux autres patients. Tous ont montré une délétion DPY19L2 homozygote.
Plusieurs tentatives d'ICSI ont été faites. Dans chaque cas, nous avons observé 100 %
d'échec de fécondation a 'exception du patient G6, qui a obtenu une grossesse gémellaire
sur la premicre tentative d’ICSI. Nous notons que le patient G6 présente le plus faible taux
de spermatozoides globocéphales suggérant qu'il pourrait étre porteur d’une faible

mutation ponctuelle DPY 19L2 ou une mutation sur un autre gene.

L'ICSI est aussi la seule option possible pour les patients globozoospermiques. Il n'y
a pas d'anomalies chromosomiques bruts observés dans les spermatozoides globocéphales
mais la fécondation et le taux de grossesse sont tres faibles (Dam et al. 2007), (Sahu et al.,
2010), (Liu et al. 1995). Des travaux récents suggerent que le faible taux de fécondation
observé avec des spermatozoides globocéphales est au moins en partie causé par I'absence
ou la diminution de PLCzeta dans le sperme globocéphale. Cette protéine est nécessaire a
lI'induction d'oscillations de calcium déclenchant I'activation de l'ovocyte (Yoon et al.
2008), (Heytens et al., 2009). L’activation de I'ovocyte artificielle (AOA) peut étre obtenue
par incubation de celui ci avec le calcium ionophore et son utilisation semble améliorer le
clivage et le développement embryonnaire ,bien que des grossesses rares sont arrivées a
terme en absence de cette AOA (Kuentz et al. 2013). Ce traitement a déja été utilisé avec
succes, ce qui améliore considérablement les taux de fécondation et de grossesse chez les
patients déficients pour l'activation de Il'ovocyte, y compris les patients
globozoospermiques (Bjorn Heindryckx et al. 2008), ( Heindryckx et al. 2005). 11 serait
trés intéressant de voir, dans une cohorte plus importante de patients globozoospermiques,
si l'activation du calcium ionophore permetterait un taux de grossesse meilleure et s'il
existe une corrélation entre la présence d'une mutation dans le géne DPY19L2 ou
SPATA16 et l'issue d’une grossesse. Nous avons dé¢ja réalisé deux tentatives d’ICSI en
utilisant le calcium ionophore pour ’activation ovocytaire pour deux patients ayant la
mutation DPY19L2, nous avons obtenu des taux de fécondation trés élevés et trés
améliorés mais aucune grossesse n’a été obtenue cela pourrait étre 1ié a un probléme chez

la conjointe. Cette technique est réalisée pour la premiére fois lors de notre étude dans la
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clinique et elle va étre appliquée pour une cohorte importante de patients

globozoospemiques.

Nous avons réalisé une comparaison entre la technique d’MLPA et PCR longue
duplex en utilisant des patients de contrdle négatif. La PCR duplex indique que les patients
délétés homozygotes sont bien délétés, ayant les 2 bandes de RYRI1 et de DPY19L2 cette
bande indique 1’amplification des 2 régions LCR1 et LCR2 et par la suite 1’absence de
DPY19L2 (Figure. 19) et les patients non délétés en MLPA n’ayant aucune mutation en
PCR longue duplex.

MLPA est moins sensible a la fragmentation de I'ADN que d’autres PCR longue ou
autres techniques de dosage de gene (Kozlowski et al., 2007). Une amplification par PCR
longue permettant 1'amplification a travers la région délétée (Koscinski et al., 2011). Une
telle approche, associ¢ée a l'amplification spécifique de l'exon permet la détection de
délétions hétérozygotes. Un résultat négatif, cependant, ne peut étre obtenu que si les
points de rupture se situent en dehors de la région couverte par les amorces spécifiques de
suppression. MLPA ne présente pas cet inconvénient et permet la détection de la
suppression de n'importe quel ensemble DPYI9L2 codage de la séquence,
indépendamment de la localisation des points d'arrét. Pour le diagnostic de la
globozoospermie, nous recommandons donc de lancer le diagnostic moléculaire par

DPY19L2 MLPA pour identifier tous les patients délétés homo et hétérozygotes.
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CONCLUSION

Avec I’augmentation de I’incidence d’infertilit¢é masculine et la diminution de la
spermatogénese au cours de ces derni¢res décennies, la santé reproductive de I’homme est
devenue un sujet de santé publique. Notre contribution a 1’étude des infertilités masculines
dans une population de I’Est Algérien, avait pour but d’aborder 1’aspect épidémiologique,
cytologique et génétique afin de cerner les causes de cette pathologie, évaluer la fréquence
des anomalies spermatiques, orienter la recherche étiologique, par la méme recenser les
facteurs de risque majeurs pour une meilleure prise en charge. En effet, Notre étude nous
a permis de trouver une fréquence de spermogramme et/ou un spermocytogramme
pathologique de 83.3% avec une prédominance de 1’oligo-asthéno-tératospermie (OAT).

Cette ¢étude montre un effet modéré des facteurs de risque environnementaux et
comportementaux sur les paramétres du sperme. L’exposition a la chaleur et aux toxines
semble étre le facteur le plus déletére pour la spermatogenése. Nous n'avons pas observe
d'effets néfastes de l'alcool et du tabac. En revanche, on observe une diminution
significative dans la numération des sujets exposés a une forte chaleur et / ou des
inhalations toxiques. Cette ¢étude confirme que certains facteurs environnementaux et
comportementaux peuvent changer les paramétres du sperme et donc conduire a une baisse
de la fécondité. L’interrogatoire du couple, I’examen clinique et le spermogramme sont les
¢léments incontournables du bilan de D’infertilit¢ masculine. Ils orientent les examens
complémentaires qui vont permettre d’identifier une ou plusieurs causes d’infertilité et
ainsi d’adapter le traitement de maniere spécifique.

Concernant la prise en charge de I’infertilit¢ masculine, il est bien connu que la
causalit¢ multifactorielle est impliquée dans [’infertilit¢é masculine, indiquant que
I’infertilité chez un homme résulte d’intéractions entre plusieurs facteurs, a savoir son
patrimoine génétique, son style de vie, ses expositions environnementales et/ou
professionnelles a des agents toxiques ainsi que la présence €ventuelle d’anomalies ou de
pathologies acquises de son appareil reproducteur. Le recours a la PMA a connu un grand
essor dans les solutions des problemes d’infertilité, plusieurs études ont tenté de faire la
comparaison entre la technique de FIV et ICSI, ce qui n’était pas possible dans notre étude
a cause du faible nombre de candidats pour la FIV, cela souligne I’'importance de la
technique d’ICSI ou nous avons noté un taux trés important de fécondation de 71.6+25.2%
avec des taux importants de grossesse par cycle soit 38.2% et un taux de grossesse par

transfert soit 41%.
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Trés peu de travaux se sont intéressés a la recherche des mutations des genes
AURKC et DPY19L2 chez les hommes infertiles dans les différentes populations. En
Algérie, nous confirmons par cette étude I’intérét de réaliser une recherche de la mutation
récurrente c.144delC dans les infertilités masculines avec un pourcentage ¢élevé de
spermatozoides macrocéphales dépassant les 75%. Il s’agit d’une analyse moléculaire
simple, fiable, rapide et peu colteuse, qui permet d’épargner a de nombreux couples
infertiles des dépenses inutiles et la succession d’échecs en cas de recours a la PMA.

Nous avons identifi¢ un total de 26 hommes souffrant de macrocéphalie et
globozoospermie, ce qui représente 6.5% du spermogramme pathologique analysé (y
compris azoospermie). Cette étude a confirmé le caractére récurrent des deux mutations
AURKC et de la délétion DPY19L2 chez les hommes infertiles de notre échantillon. Nous
avons observé que la macrocéphalie est 2 a 3 fois plus fréquente que la globozoospermie.
Nos résultats confirment que I'lCSI ne peut pas étre efficace pour les patients atteints d'une
mutation homozygote AURKC. Cela souligne l'importance du diagnostic moléculaire
d’AURKC pour limiter les tentatives d'[CSI inutiles. Le pronostic pour les hommes non -
mutés, présentant avec les formes légeres de la pathologie, est plus ouvert. Pour ces
hommes, nous recommandons d'effectuer une analyse par FISH sur spermatozoides pour
estimer le taux d’aneuploidie des spermatozoides. Pour les patients ayant la
globozoospermie, méme si le diagnostic moléculaire n'influence pas le choix du traitement
chez les patients, il est important pour le conseil génétique adéquat des couples avec cette
forme rare d'infertilit¢ masculine. Certains centres encouragent l'utilisation de 1'AOA,
indépendamment du statut DPY19L2. Nous préconisons la prudence que les effets
potentiels a long terme de 'AOA n'ont pas été étudiés jusqu'a présent. Ce travail souligne
l'importance du diagnostic ’AURKC et DPY19L2 en Afrique du Nord ainsi que dans la
population de I’Est Algérien, la fréquence des mutations dans ces deux genes semble étre

supérieure a celle de microdélétion du chromosome Y.
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FertiCult™ IVF medium

Cell culture medium for in vitro culture of human embryos, during the
first 48 hours in culture

Document reference: FP0S 107 R01 B.2, Update: 01/0CT/2012 S TEH =n

GENERAL INFORMATION

FertiCult IVF medium is a ready to use formulation for the in vitro
culture of mammalian embryos. It is designed for short term culture only
(up to 48 hours in culture). The medium is complete and needs no
further additives.

If preferred 10 % patient serum v/v can be added.

FertiCult IVF medium is suitable for micro-droplets under oil or equally
suited to culture in Falcon 3037 organ culture dishes (also 4-well Nunc
culture dishes).

As with all IVF media, FertiCult I'VF medium has to be pre-incubated in
CO; incubator with 5% CO; for 24 hours before use (with lid
opened).

MATERIAL INCLUDED WITH THE KIT

Product code Product description

FECU020 5 x 20ml FertiCult IVF medium

FECUO050 5 x 50mL FertiCult WVF medium

FECU100 3 x 100mL FertiCult 'VF medium
FECUD20PHR 5 x 20ml FertiCult IVF medium w/ phenol red
FECUD50PHR 5 x 50mL FertiCult WF medium w/ phenol red
FECU100PHR 3 x 100mL FertiCult I'VF medium w/ phenol red

FECUO20PHR_G | 5 x 20ml FertiCult IVF medium w/ phenol red

and Gentamicin

FECUD50PHR_G 5 x 50mL FertiCult WF medium w/ phenol red

and Gentamicin

FECU100PHR_G | 3 x 100mL FertiCult I'VF medium w/ phenol red

and Gentamicin
MATERIAL NOT INCLUDED WITH THE KIT

Incubator at 37°C (5% COz)

Petri dishes (e.g. Falcon 3037)

Mineral oil (e.g. FertiCult Mineral Oil)
Laminar flow bench (1SO5 environment)
Microscope

Test tubes

PRODUCT SPECIFICATIONS

Chemical composition

pH: between 7.20 - 7.50 (37°C - 5 % CO:2)

Osmolality: 270 - 290 mOsm/kg

Sterility: sterile (SAL 107)

Endotoxins: < 0.25 EU/ml

Mouse Embryo Assay (blastocysts after 96h culture): = 80% (48h
exposure from zygote stage)

Use of Ph Eur or USP grade raw materials if applicable
Certificate of analysis and MSDS are available upon request

PRE-USE CHECKS

« Do not use the product if it becomes discoloured (if medium
contains phenol red), cloudy, or shows any evidence of microbial
contamination

+ Do not use the product if seal of the container is opened or defect
when the product is delivered

STORAGE AND CONSERVATION

Store between 2-25°C, once opened store between 2-8°C

Do not freeze before use

Keep away from (sun)light

After opening the container do not use the product longer than 7
days

+ Do not use after expiry date

WARNINGS AND PRECAUTION

FertiCult IVF medium contains human serum albumin. Source materials
from which this product was derived was found negative when tested
for antibodies to HIV and HCV and non-reactive for HbsAg, HBY RNA,
HCV RNA, HIV-1 RNA and syphilis. No known test method can offer
assurance that products derived from human blood will not transmit

Annexe. 3 : Fiche technique de FertiCult™ IVF medium

infectious agents. Therefore, handle all specimens as if capable of
transmitting HIV or hepatitis.

Always wear protective clothing when handling specimens.

Always work under strict hygienic conditions (ISO 5 environment, e.g.
LAF-bench) to avoid possible contamination, even when FertiCult I'VF
medium contains Gentamicin.

METHOD
PREPARATIONS FOR USE OF MICRO-DROPLETS

For micro-droplets, between 100-250pl of FertiCult IVF medium may be
dispensed around the culture dish, up to 8 per 60mm dish.

The dish is then filled with 5ml of pre-washed and pre-equilibrated light
mineral oil (nontoxic and preferably embryo tested, e.g. FertiCult
Mineral Cil).

One oocyte is usually placed with about 10 000 sperm cells per micro-
droplet, so if each patient during the next day is expecting 16 oocytes,
at least two dishes per patient should be prepared. The dishes are then
placed in the incubator (usually non-humidified) to equilibrate overnight
at 37°C and under an atmosphere of 5% COz in air.

Overnight equilibration is highly recommended.

PREPARATIONS FOR USE IN OPEN SYSTEMS

In open systems such as with the Falcon or Nunc dishes, about 1ml of
medium is placed in each well.

A further 3ml is placed in the reservoir surrounding the wells. This helps
to maintain humidity as well as providing medium with which to wash
the ococytes and embryos.

Up to five oocytes per dish (or well if using Nunc dishes) may be
cultured together, usually with about 100 000 sperm cells per well.

So if each patient during the next day is expecting 15 oocytes at oocyte
collection, at least six dishes per patient should be prepared (three for
initial holding and cleaning of cocytes during collection and then three
dishes for overnight culture).

When using MNunc dishes, two would be enough (since there are 4 wells
per dish, the resulting 8 wells would be more than enough).

The dishes are then placed in the incubator to equilibrate ovemight at
37°C and under an atmosphere of 5% CO0. in air.

As with the micro-droplets method described above, equilibration
overnight is highly recommended.

In the open system, paraffin oil is not necessary, but sometimes a 1ml
layer of mineral oil may be added over the medium in the inner well.
When using such an open system the incubator must be humidified.

CULTURE

After equilibration overnight, the prepared dishes are ready for use.
During cocyte collection, cocytes are identified in the follicular aspirates
and then washed before placing into the wells or droplets in the dish (as
appropriate). Once cocyte collection is over, oocytes will be checked
and may be rewashed, before then being placed into fresh
droplets/wells for overnight culture.

Generally, within 6 hours of cocyte collection, cocytes will be
inseminated with prepared sperm and then left overnight in the
incubator.

The procedures described above are for the first 24 hours of culture.
Once embryos have been identified by the presence of two pro-nuclei,
they are usually placed into fresh dishes containing fresh medium.

In the past, where people have used cord serum or patient serum, the
initial medium contains 10% and the changesover (after fertilisation has
been confimed) 15%.

When using FertiCult IVF medium no extra protein is required at
changeover. Dishes should be prepared as described above,
equilibrated ovemight, after which they will be ready to receive the
newly fertilised embryos.

MEB_ Test tube culture is now rare, but for those still using this method,
place Tml of FertiCult IVF medium in each tube and then follow the
same procedure as for Falcon or Nunc dishes.

FertiPro M.V. - Industriepark Noord 32 - 8730 Beernem,
Belgium

Tel +32 (0)50 79 18 05 - Fax +32 (0)50 79 17 99

URL: http:/fwww_fertipro_com - E-mail: info@fertipro_.com
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Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing
medium

Mepia For use IN ART PROCEDURES

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium is sterilised

by sterile filtration mn

Document reference : FP09 116 R01 B.2
Update: 21/10/2011

GENERAL INFORMATION

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium contains 80
IU /mL pharmaceutical grade hyaluronidase from bovine
origin, in FertiCult Flushing medium™._ The product is ready
for use.

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium is used in
the oocyte denudation process. Hyaluronidase digests the
hyaluronic acid between the cumulus cells, which makes it
easier to remove the cumulus mechanically.

MATERIAL INCLUDED IN THE KIT

Product Code: HYADO1

1mL Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium
Product Code: HYAD10

10mL Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium

MATERIAL NOT INCLUDED IN THE KIT

Incubator (no CO,)
Petri dishes

Glass pipettes
Microscope
FertiCult™ Mineral Oil

PRE-USE CHECKS

+ Do not use the product if it becomes discoloured (if
medium contains phenol red), cloudy, or shows any
evidence of microbial contamination

+ Do not use the product if seal of the container is
opened or defect when the product is delivered

INSTRUCTIONS FOR USE

1 Warm hyaluronidase to a temperature of 37°C.

2 Prepare a dish containing 1 droplet of hyaluronidase in
FertiCult™ Flushing medium (100 pL) and 3-5 droplets
(100pL) of FertiCult™ Flushing medium for oocyte wash-
ing (all under mineral oil e.g. FertiCult™ Mineral Oil).

3 Place oocytes in the hyaluronidase (up to 5 cocytes maxi-
mum) for about 30 seconds.

4 Using a fine glass pipette, transfer the partially denuded
oocytes in the first washing droplet.

5 Remove the corona by pipetting the oocytes.

6 Use the other droplets to further wash the denuded
oocytes.

Motice - Do notincubate in a CO, incubator. Hyaluronidase in

FertiCult™ Flushing medium is HEPES-buffered. Incubation

in a CO,incubator will lower the pH.

PRODUCT SPECIFICATIONS AND QUALITY CONTROL

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium is manufac-
tured according to these specifications:

+ pH:7.20 - 7.60 (under air)

+  Osmolality: 270 - 290 mOsm/kg

+ Endotoxin: < 1.00 EU/mL

+  Sterility: Sterile

+ Mouse-embryo test: = 80% blastocysts after 96 hours
culture (exposure at zygote stage)

+ Use of Ph Eur or USP grade products if applicable

A certificate of analysis is available on request.

STORAGE INSTRUCTIONS

+  Store between 2-8°C

+ Do not freeze before use

+  Keep away from (sun)light

+  After opening the container do not use the product
longer than 7 days

+ Do not use after expiry date

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Standard measures to prevent infections resulting from the
use of medicinal products prepared from human blood or
plasma include selection of donors, screening of individual
donations and plasma pools for specific markers of infec-
tion and the inclusion of effective manufacturing steps for
the inactivation/removal of viruses. Despite this, when
medicinal products prepared from human blood or plasma
are administered, the possibility of transmitting infective
agents cannot be totally excluded. This also applies to
unknown or emerging viruses and other pathogens. There
are no reports of proven virus transmissions with albumin
manufactured to European Pharmacopoeia specifications
by established processes.

Handle all specimens as if capable of transmitting HIV or
hepatitis. Always wear protective clothing when handling
specimens.

The above media do not contain antibiotics, always work
under strict hygienic conditions (laminary flow) to avoid
contamination, or add your own antibiotics (gentamicin) at
10mg per mL.

Don’t use media if cloudy.
BOVINE SOURCED HYALURONIDASE

The Pharmaceutical grade hyaluronidase used in this prod-
uct is sourced bovine testis. It is certified not to contain any
neuronal tissue.

According to the “WHO guideline on Transmissible Spongi-
form Encephalopathies in Relation to Biological and Pharma-
ceutical Product” , and according to EC directive 2004/C24/03
“Note for guidance on minimising the risk of transmitting
animal spongiform encephalopathy agents via human and
veterinary medicinal products (EMA/410/01) adopted by the
Committee for Proprietary Medicinal Products (CPMP) and
by the Committee for Veterinary Medicinal Products (CVMPY)",
testis material from bovine source is classified as a “Category
C: Tissues with no detected infectivity” product.

FertiPro N.V.
Industriepark Noord 32
8730 Beernem, Belgium.

URL: http://www fertipro.com
E-mail: info@fertipro.com



10% PVP in FertiCult Flushing Medium
VIscous MEDIUM FOR REDUCING SPERM MOTILITY

This products is sterilised by sterile filtration |STERILE

Document reference : FP09 117 R01 B.3
Update: 08/04/08

GENERAL INFORMATION

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) requires the capture
of individual sperm cells in a glass pipette for injection into the
oocyte.

This procedure is facilitated by first immobilizing the sperm. The
most widely used method of immobilizing the sperm cells is by
placing them in a viscous medium prior to nicking the tail to im-
mobilize the sperm completely.

10% (w/v) dialysed Ph Eur grade PVP in FertiCult Flushing medi-
um is a viscous medium that can be used in ICSI procedures.

For use in human assisted reproduction technigues.
MATERIAL INCLUDED IN THE KIT

Product Code : PVP001
1x 1mL 10% PVP in FertiCult Flushing medium

Product code: PVP0.2
5x 0.2mL 10 % PWP in FertiCult Flushing medium

MATERIAL NOT INCLUDED IN THE KIT

Incubator at 37°C (no CO,)
Petri dishes

Glass pipettes

FertiCult Mineral Oil
FertiCult Flushing medium

PRODUCT SPECIFICATIONS AND QUALITY CONTROL

10% PVP in FertiCult Flushing medium is manufactured ac-
cording to these specifications:

- pH:7.20-760

- Osmolality: 280 - 320 mOsm/kg

- Endotoxin: < 1.0 EU/mL

- Sterility assurance level: 10-2

- Mouse-embryo test: = 80% blastocysts after 30 min expo-
sure

- Viscosity: = 170 cP at 25°C
- Use of Ph Eur or USP grade products if applicable
A certificate of analysis for this product is available on request.

10% PVP in FertiCult Flushing medium has been evaluated by
an independent test laboratary using the 1ISC10993-5/USP 30-
NF 25 Agar Diffusion test for cytotoxicity. The product was
considered non-cytotoxic.

INSTRUCTIONS FOR USE

Standard procedure
1. Warm the PVYP solution to a temperature of 37°C.

2. Place a small drop of PVP solution (5uL-10pL) in a dish and
cover with FertiCult Mineral Oil.

3. Add a small volume (1-2 pL) of washed sperm into the centre
of the PVP droplet.

4_ Incubate for a few minutes to allow sperm to migrate to the
periphery of the droplet.

5. Select and recover the spermatozoa for injection.

Annexe. S : Fiche technique de 10% de PVP IN FertiCult Flushing Medium

Alternative procedure with extra washing step
1. Warm the PVP solution and FertiCult Flushing medium to a
temperature of 37°C.

2. Place a small drop of PVP solution (5uL-10uL) and 1 or more
small drops FertiCult Flushing medium in a dish and cover
with FertiCult Mineral Oil.

3. Add asmall volume (1-2 pL) of washed sperm into the centre
of the PVP droplet.

4. Incubate for a few minutes to allow sperm to migrate to the
periphery of the droplet.

5. Select the spermatozoa for injection and nick (break) the tail
of the spermatozoon with the tip of the glass pipette.

6. Transferthe spermatozoon into one of to the FertiCult Flush-
ing medium droplets and wash by transferring the sperm cell
in and out of the Flushing medium several times.

7. Suck the sperm cell into the glass pipette and use for ICSI
procedure.

Notice : Do not incubate in a CO, incubator. 10% PVP in Ferti-
Cult Flushing medium is HEPES-buffered. Incubation in a CO,
incubatar will lower the pH.

STORAGE AND CONSERVATION

Store product upon arrival at 2-8°C.
Keep from light.

WARNING AND PRECAUTION

All human, organic material should be considered potentially
infectious.

Handle all specimens as if capable of transmitting HIV or
hepatitis. Always wear protective clothing when handling
specimens.

The above media do not contain antibiotics, always wark un-
der strict hygienic conditions (laminary flow) to avoid contami-
nation, or add your own antibiotics (e.g. penicillin at about 100
units per mL).

Don’t use media if cloudy.
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FertiCult Mineral 0il

Light mineral oil for use in IVF, ICSI and
related ART procedures

FertiCult Mineral Qil is

sterilized by filtration and aseptic filling

Document reference: FP09 120 RO1 A9
Update: 29/10/2009

GENERAL INFORMATION

FertiCult Mineral Oil is pre-washed, ready to use, light
mineral oil (d=0.83-0.86g/mL) for use in IVF, ICSI and
related artificial reproductive techniques.

FertiCult Mineral Qil has to be pre-incubated in a CO:
incubator for 24 hours before use (with lid open).

INTENDED USE

Culture medium overlayed with oil was first used in the
early 1960’s as a technique for the culture of mamma-
lian embryos. The oil permits small volumes of medium
to be used for fertilization and embryo culture.

Use of oil prevents the evaporation of media, thereby
reducing the harmful effects of increased osmolality.
Furthermore, the use of an oil overlay reduces changes
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Annexe. 7 : Chambre de Makler

Cellule de comptage a profondeur déterminée pour 1’obtention d’une monocouche de
spermatozoides

Annexe. 9 : Placement des gouttelettes de milieu de culture des ovocytes et de milieu
visqueux PVP

(a) quatre gouttelettes de milieu de culture entourant la gouttelette de PVP ; (b) six
gouttelettes de milieu de culture entourant la gouttelette de PVP ; (c) huit gouttelettes de
milieu de culture entourant la gouttelette de PVP



RESUME

L’infertilit¢ masculine est une pathologie relativement fréquente dans notre pays. Les
facteurs ¢étiologiques masculins sont multiples ce qui nous oriente vers une étude
épidémiologique des différents facteurs de risque comportementaux et environnementaux
diminuant les paramétres spermatiques. Le deuxiéme volet de cette étude a pour but de
réaliser 1’exploration moléculaire des formes trés rares d’infertilit¢ masculine liée a des
tératozoospermies monomorphes (macrocéphalie et globozoospermie) en déterminant des
mutations nouvellement décrites au niveau des génes AURORA KINASE C et DPY19L2
respectivement et en déterminant pour la premiere fois la fréquence de ces anomalies rares au

sein d’une population d’origine Algérienne.

Il s’agit d’une étude rétrospective descriptive portant sur les 404 patients orientés par leur
médecin traitant pour diagnostic d’infertilité et destinés pour faire une PMA. Les parametres
épidémiologiques, cliniques et paracliniques ont été enregistrés pour chaque patient. 19
patients ayant des OAT avec des anomalies morphologiques séveres treés rares
(globozoospermie, macrocéphalie) ont été sélectionnés pour analyse génétique. Les 7 exons
du gene AURKC ont été amplifiés a la recherche d’une mutation au niveau d’un de ces exons

et la technique d’MLPA a été réalisée a la recherche d’une délétion du géne DPY19L2.

La fréquence des patients ayant un spermogramme et/ou un spermocytogramme
pathologique était de 83,3% avec une prédominance de 1’anomalie spermatique oligo-asthéno-
tératospermie (OAT). Cette ¢tude montre un effet modéré des facteurs de risque
environnementaux et comportementaux sur les paramétres du sperme. L’exposition a la
chaleur et aux toxines semble étre le facteur le plus délétére pour la spermatogenése. En
revanche on observe une diminution significative dans la numération des sujets exposés a une
forte chaleur et / ou des inhalations toxiques. Quatorze et sept hommes ont montré
respectivement un profil typique de macrocéphalie et globozoospermie. Onze hommes avec
macrocéphalie avaient une mutation homozygote AURKC (79%) ce qui indique que des
mutations d’AURKC ont été¢ identifiées dans 2,7% des patients avec un spermogramme
anormal. Tous les hommes analysés avec globozoospermie (n = 5) ont présenté une délétion
homozygote DPY19L2, ou 1,2% des hommes infertiles. Cette étude a confirmé le caractere
récurrent des deux mutations AURKC et de la délétion DPY19L2 chez les hommes infertiles
de 1I’Algérie. Nous avons observé que la macrocéphalie est 2-3 fois plus fréquente que la

globozoospermie. Nos résultats confirment que I'ICSI ne peut pas étre efficace pour les



patients atteints d'une mutation homozygote AURKC. Cela souligne l'importance du

diagnostic moléculaire AURKC pour limiter les tentatives d'ICSI inutiles.

Mots clés : Infertilit¢ masculine, infertilité primaire, infertilité secondaire, spermogramme,

spermocytogramme, AURKC, macrocéphalie, DPY19L2.
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ABSTRACT

Male infertility is a relatively common condition in our country. Multiple male
etiological factors are what guides us to an epidemiological study of the various factors
behavioral and environmental risk decreasing sperm parameters. the second part of this
study aims is to achieve the molecular exploration of rare forms of male infertility related
to monomorphic tératozoospermia (macrozoospermia and globozoospermia), determining
the newly described mutations in genes AURORA KINASE C and DPY 19L2 respectively
and determining for the first time the frequency of these unusual anomalies in a population
of Algerian origin.

This is a retrospective descriptive study of 404 patients intended by their doctor for
infertility diagnosis and intended for an AMP. Epidemiological, clinical and laboratory
parameters were recorded for each patient. 19 patients with OAT with rare severe
morphological abnormalities (globozoospermia, macrozoospermia) were selected for DNA
analysis. 7 exons of the AURKC gene were amplified looking for a mutation in one of
these exons and the MLPA technique was performed in search of a deletion of DPY19L2.

The frequency of patients with semen analysis and / or medical spermocytogramme was
83.3% with a predominance of sperm abnormality oligo-astheno-teratospermia (OAT).
This study shows a moderate effect of environmental factors and behavioral risk on sperm
parameters. The exposure to heat and toxins appear to be the most detrimental factor for
spermatogenesis. There was a significant decrease in the count exposed to high heat and /
or toxic inhalations. Fourteen men and seven respectively showed a typical profile of
macrozoospermia and globozoospermia. Molecular diagnosis of AURKC and DPY19L.2
was performed for these patients. Eleven men with macrozoospermia had a homozygous
mutation AURKC (79%) indicating that mutations AURKC were identified in 2.7% of
patients with abnormal semen analysis. All men with globozoospermia analyzed (n = 5)
showed a homozygous deletion DPY19L2 or 1.2% of infertile men. This study confirmed
the recurrence of two mutations AURKC and DPY 1912 deletion in Algerian infertile men.
We observed that macrozoospermia is 2-3 times more common than globozoospermia. Our
results confirm that ICSI can not be effective for patients with AURKC homozygous
mutation. This highlights the importance of molecular diagnostics of AURKC gene to limit

unnecessary ICSI attempts.

Keywords: Male infertility, primary infertility, secondary infertility, semen analysis,
spermocytogram, AURKC, macrocephaly, DPY19L2.
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Mutations of the aurora kinase C gene causing
macrozoospermia are the most frequent genetic
cause of male infertility in Algerian men

Leyla Ounis"?, Abdelali Zoghmar?, Charles Coutton®*, Leila Rouabah', Maroua Hachemi',
Delphine Martinez®, Guillaume Martinez**, Ines Bellil', Douadi Khelifi', Christophe Arnoult**,
Julien Fauré*®’, Sebti Benbouhedja?, Abdelkader Rouabah’, Pierre F Ray>**

Klinefelter syndrome and Y-chromosomal microdeletion analyses were once the only two genetic tests offered to infertile men. Analyses
of aurora kinase C (AURKC) and DPY19L2 are now recommended for patients presenting macrozoospermia and globozoospermia,
respectively, two rare forms of teratozoospermia particularly frequent among North African men. We carried out genetic analyses on
Algerian patients, to evaluate the prevalence of these syndromes in this population and to compare it with the expected frequency of
Klinefelter syndrome and Y-microdeletions. We carried out a retrospective study on 599 consecutive patients consulting for couple
infertility at the assisted reproduction unit of the Ibn Rochd Clinique, Constantine, Algeria. Abnormal sperm parameters were observed
in 404 men. Fourteen and seven men had typical macrozoospermia and globozoospermia profiles, respectively. Molecular diagnosis
was carried out for these patients, for the AURKC and DPY19L2 genes. Eleven men with macrozoospermia had a homozygous
AURKC mutation (79%), corresponding to 2.7% of all patients with abnormal spermograms. All the men with globozoospermia
studied (n = 5), corresponding to 1.2% of all infertile men, presented a homozygous DPY19L2 deletion. By comparison, we would
expect 1.6% of the patients in this cohort to have Klinefelter syndrome and 0.23% to have Y-microdeletion. Our findings thus
indicate that AURKC mutations are more frequent than Klinefelter syndrome and constitute the leading genetic cause of infertility
in North African men. Furthermore, we estimate that AURKC and DPY19L2 molecular defects are 10 and 5 times more frequent,

respectively, than Y-microdeletions.

Asian Journal of Andrology (2015) 17, 68-73; doi: 10.4103/1008-682X.136441; published online: 22 August 2014
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INTRODUCTION

At least 70 million couples worldwide have infertility problems.' Male
infertility has diverse, often multifactorial causes, resulting in
quantitative and/or qualitative sperm defects in 61% of cases.> A
large proportion of male infertility cases are caused by genetic
defects, but few genes have been formally shown to be associated
with spermatogenic defects since the discovery of microdeletions
in the 1970s.’ Aurora kinase C (AURKC)* and DPY19L2° are the
two principal genes implicated in sperm defects. They have been
found to be mutated in large numbers of unrelated individuals
presenting macrozoospermia and globozoospermia, respectively. The
abnormal spermatozoa of men with these conditions display typical
morphological abnormalities (Figure 1).

Patients with macrozoospermia produce ejaculates containing
mostly large-headed multiflagellar polyploid spermatozoa. The
c.144delC deletion has been identified in most North African patients
with this condition.® Further studies led to the identification of rare

familial mutations’ and of a nonsense mutation, p.Y248", in both
European and North African men.® An overall carriage frequency
for these defects of 1/50 has been established for individuals from
the general population of the Maghreb.® We have shown that the
large-headed spermatozoa of AURKC-deficient patients are tetraploid,
indicating that meiosis cannot be completed without a functional
AURKC protein.® This confirms that men with homozygous AURKC
mutations are unlikely to be able to father children. A positive
genetic diagnosis thus provides a formal contraindication for in vitro
fertilization by intracytoplasmic sperm injection (ICSI).®
Globozoospermia is another severe sperm defect leading both
to primary infertility and to poor fertilization and embryo growth
following ICSI. This phenotype is characterized by the production
of small, round-headed spermatozoa with no acrosome. Mutations
of SPATA16° and PICKI" have been identified in individuals with
a family history of the globozoospermia, suggesting a role of these
genes in the phenotype, although they cannot be the main cause of
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it. In a previous study, a recurrent homozygous deletion of DPY19L2
was found in a large majority of globozoospermia patients, indicating
that DPY19L2 deletions were the main cause of the globozoospermia.®
These recurrent deletions were subsequently shown to have occurred
by nonallelic homologous recombination (NAHR), due to the
presence of repeated sequences on either side of the gene."" Point
mutations were also identified in affected men,' further confirming the
pathogenicity of DPY19L2 mutation. We have shown that DPY19L2 is
a transmembrane protein required for the anchoring of the acrosome
to the nucleus and that, in its absence, the acrosome is lost during
the last stages of spermiogenesis.'”* Unlike macrozoospermatozoa,
globozoospermatozoa is not associated with any gross chromosomal
abnormality, and in vitro fertilization by ICSI was expected to be an
effective treatment strategy for these patients. However, fertilization,
embryo cleavage and pregnancy rates following ICSI have consistently
been disappointingly low for these patients.’

Macrozoospermia and globozoospermia are rare, recurrent
forms of teratozoospermia more frequently found in subjects from
North Africa than in men from elsewhere. The frequencies of these
phenotypes and their etiologies have yet to be determined for the
Algerian population. We report here the first genetic analysis of
Algerian men with severe forms of teratozoospermia, focusing in
particular on men with macro and globozoospermia.

MATERIALS AND METHODS
Semen analysis
Sperm was collected by masturbation after 3 days of abstinence.
Spermiograms were performed at the Ibn Rochd Clinique, Constantine,
Algeria in accordance with World Health Organization guidelines,'
during the routine biological examination of the patients. David’s
classification was applied to spermocytograms.’

The variables recorded and analyzed in this study were ejaculate
volume (ml), sperm concentration (x10° ml™), total sperm
count (x10°), percentage of progressive sperm cells (a + b), sperm

3 '
(b b

Figure 1: Photographs of representative spermatozoa from (a, a') a normal
donor, (b, b’) a patient with macrozoospermia (with a homozygous
aurora kinase C c.144delC mutation) and (c, c’) a patient with
globozoospermia (with a homozygous DPY19L2 deletion).
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viability (%) and percentage of morphologically normal spermatozoa.
We determined the percentage of morphologically abnormal
spermatozoa (irregular, large-headed, multiple heads, round-headed)
by analyzing 100 spermatozoa for each patient.

Sperm abnormalities were defined as followed:
(1) asthenospermia (A): samples with a motility (a + b) <50%;
(2) oligospermia (O): samples with a concentration <20 million
spermatozoa ml™; (3) astheno-teratospermia (AT): samples with
motility <50% and <30% spermatozoa with a normal morphology;
(4) oligo-astheno-teratospermia (OAT): samples with a concentration <20
million spermatozoa ml™, a motility <50% and with <30% of spermatozoa
displaying a normal morphology; (5) azoospermia (AZ): an absence of
spermatozoa; (6) hypospermia or hyperspermia (H): sperm samples
with a volume <2 ml and >6 ml, respectively.

Patient information

In total, 599 men consulting at the assisted reproduction unit of the
Ibn Rochd Clinique, Constantine, Algeria, were included in this study
between January 2011 and February 2012. All consulted for a period
of infertility lasting at least 1 year. Y-microdeletion analysis was not
carried out for all patients, so it was not possible to establish the
frequency of this molecular defect for this cohort.

We identified 21 patients presenting with the most severe
morphological abnormalities: fourteen patients with macrozoospermia
and seven with globozoospermia. These patients had a normal somatic
karyotype.

We analyzed the AURKC and DPY19L2 genes for all patients
with macrozoospermia and for five of the seven men with
globozoospermia. The main clinical characteristics of the patients are
shown in Tables 1 and 2. The testosterone, luteinizing hormone and
follicle-stimulating hormone concentrations of the patients tested were
in the normal range.

The study was approved by the Local Ethics Committee. Each
patient was informed of the purpose of the study and signed a consent
form. All national laws and regulations were respected.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes with
a guanidium chloride extraction procedure, or from saliva with the
Oragene DNA self-collection kit (DNA Genotech, Canada), according
to the manufacturer’s instructions.

Polymerase chain reaction and sequencing analyses

The seven AURKC exons and their intron boundaries were amplified
as previously described.* All analyses were carried out with BigDye
Terminator version 3.1 sequencing kits and an ABI PRISM 3130 genetic
analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The primers and
protocols used were as described elsewhere.” Example of the results
obtained is shown in Figure 2.

Multiplex ligation-dependent probe amplification analysis

For this study, three synthetic multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) probes specific to exons 1, 17 and 22 of
DPY19L2 were used, as previously described.'? Given the high level of
sequence similarity between DPY19L2 and other DPY19L paralogs and
pseudogenes, MLPA probes were designed to match specific DPY19L2
single-nucleotide mismatches at the ligation site. '* We also included
three MLPA control probes specific to the OCRLI gene, as control
probes for the determination of copy number. Information about the
sequences and ligation sites of these control probes can be obtained
from the study by Coutton et al.”” A comparison of the heights of the
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Table 1: Sperm characteristics and genotype of macrozoospermic men

Family history Count (10° mI) Motility (%) Diagnosis ICSI attempts AURKC mutation
M1 The patient’s parents had 3.6 00 OAT No c. 114delC
4 spontaneous abortions 100% MS with MF

M2 Yes 30.5 05 AT No c. 114delC
100% MS

M3 Yes 6 16 OAT No c. 114delC
100% MS with MF

M4 Yes 0.56 25 OAT No c. 114delC
100% MS with MF

M5 No 12 20 OAT No c. 114delC
100% MS with MF

M6 Yes 0.5 05 OAT No c. 114delC
100% MS with MF

M7 No 9 4.2 OAT One c. 114delC
With 95% MS with MF Results: negative

M8 No 16 28 OAT Two No mutation
With Results:
70% MS 1/pregnancy

2/negative
3/spontaneous pregnancy
M9 The patient’s parents had 0.5 6 OAT No p.Y248*
5 spontaneous abortions 100% MS

with MF

M10 No 4 12 OAT One c. 114delC
100% MS with MF No microinjection

M11 No 11 10 OAT No c. 114delC
100% MS with MF

M12 Yes 22.8 20 AT One No mutation
75% MS with FM Results: no transferable embryos

M13 No 0.1 00 OAT No No mutation
70% MS

M14 No 5x10° 1 OAT One attempt c. 114delC
95% MS with MF Results: negative

MS: macrocephalic spermatozoa, MF: multiflagellar; ICSI: intracytoplasmic sperm injection; OAT: oligo-astheno-teratospermia; AT: astheno-teratospermia; AURKC: aurora kinase C

Table 2: Sperm characteristics and genotype of globozoospermic men

Family history Count (10° mI-}) Motility (%) Diagnosis ICS| attempts DPY19L2 mutation
Gl Yes 171 20 AT One Homozygous
100% globozoospermia Result: negative DPY19L2
Deletion
G2 Yes 40 15 OAT Two Homozygous
2 infertile brothers 95% globozoospermia Result: negative DPY19L2
Deletion
G3 Yes 16 30 OAT No Homozygous
Brother of G4 and G5 100% globozoospermia DPY19L2
Deletion
G4 Yes 40 31 T No Homozygous
Brother of G3 and G5 100% globozoospermia DPY19L2
Deletion
G5 Yes 56 25 oT No Homozygous
Brother of G3 and G4 100% globozoospermia DPY19L2
Deletion
G6 No 15 40 OAT One No DNA available
90% globozoospermia Result: positive (twin birth)
G7 No 12 28 OAT Two No
100% globozoospermia Result: negative DNA available

ICSI: intracytoplasmic sperm injection; OAT: oligo-astheno-teratospermia; AT: astheno-teratospermia

signals obtained for the control and target probes provides information
about the number of copies of the target sequence present in the

sampled DNA (Figure 3).

RESULTS
Spermogram and spermocytogram

Abnormal spermograms were obtained from 404 (67%) of the 599 men
undergoing examinations for infertility. The differential diagnoses

were as follows: (1) OAT (n = 104); (2) asthenospermia (n = 83);
(3) AT (n = 79); (4) oligozoospermia (n = 76); (5) AZ (n = 46);
(6) hypospermia or hyperspermia (1 = 16). In total, 183 men presented
teratospermia (AT + OAT), corresponding to 45% of the patients
with abnormal spermograms or 31% of the men screened for couple
infertility.

Fourteen patients presented macrozoospermia and seven presented
globozoospermia.
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Figure 2: Genetic diagnosis of aurora kinase C (AURKC) exons 3 and 6.
Electropherogram showing part of AURKC exons 3 and 6 from a control
subject (lane 2) and a patient with a homozygous c.144delC deletion of
exon 3 (lane 3, column 2) and another patient with a homozygous p.Y248*
mutation of exon 6 (lane 3, column 3). The reference nucleotide sequence
and its translation are indicated at the top of the figure.

Patients with macrozoospermia

Sperm counts ranged from 0.1 to 30.5 million ml™, with a mean
value of 5.8 million ml™. All but four of the patients had a low sperm
count (<10 million spermatozoa ml™'; Table 1). Mean mobility was
low (11.3%), with only four patients displaying normal sperm mobility.
Ten patients presented OAT and two had AT.

Aurora kinase C exon 3 was sequenced for all 14 patients.
A homozygous c.144delC mutation was found in this exon in
10 patients (Figure 2). The other exons were sequenced for the
other four patients. One carried a p.Y248* mutation in exon 6 and
no mutation was identified in the other three patients (Figure 2).
AURKC mutations, therefore, had a frequency of 78.6% (11/14) in
our cohort of patients with macrospermia. The c.144delC variant
accounted for 91% of the mutated alleles, with p.Y248" accounting
for the rest (9%).

Eight patients with mutations had only large-headed multiflagellar
spermatozoa and three displayed macrozoospermia with more than
95% atypical forms. The three men without mutations had better sperm
parameters, with only 70%-75% of spermatozoa abnormal.

Three patients with mutations had a family history of male
infertility. Sequence analyses for the parents of four patients confirmed
that all were heterozygous for the mutations investigated (c.144delC
and p.Y248"). All couples presented with primary infertility and two
couples reported having suffered several spontaneous abortions,
indicating that fertilization and implantation were sometimes possible
but that the fetuses were not viable.

Intracytoplasmic sperm injection was attempted before molecular
diagnosis for five patients. Three of these patients were homozygous
for the c.144delC mutation. In one case (patient M10), no suitable
spermatozoa could be identified because 100% of the spermatozoa
were abnormal (macrospermatozoa). Patients M7 and M14 displayed
95% macrospermatozoa and a few smaller spermatozoa were identified
for injection. In both cases, fertilization rates were low (<50%) and no
transferable embryos were obtained. No AURKC mutation could be
identified for the other two patients (M12 and M8). No embryos could
be transferred for M12, whereas two ICSI procedures were carried out
for M8, one of which led to the birth of a healthy child. This couple
also subsequently achieved a spontaneous pregnancy.

Patients with globozoospermia
Sperm counts ranged from 12 to 171 million ml™, with a mean value of
50.8 million ml™'. Mean mobility levels were low (27%). Five patients
had OAT and two had AT (Table 2).

All the patients analyzed (n = 5) presented a homozygous
deletion of DPY19L2, but three of the subjects analyzed were
brothers (Figure 3). Two patients did not give consent for genetic
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Figure 3: Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) analysis of
DPY19L2exons 1, 17 and 22. The probe set contained three control probes for
normalization purposes (c1, c2, c3) and three specific DPY19L2 probes (X1,
X17 and X22) corresponding to exons 1, 17 and 22 of DPY19L2, respectively.
Lane 1: MLPA profile of a normal DNA sample (control). Lane 2: MLPA profile
of a patient with a homozygous deletion, showing a total absence of DPY19L2
exon signals. Lane 3: MLPA profile of a patient with a heterozygous deletion,
showing a halving of the intensity of the DPY19L2 signals.

diagnosis. Our findings indicate that all three unrelated subjects
presenting with globozoospermia had a DPYI9L2 deletion.

DISCUSSION
Frequency of aurora kinase C and DPY19L2 mutations in our
cohort and comparison with the estimated frequencies of Klinefelter
syndrome and chromosome Y-microdeletions

We screened 599 men presenting at our unit for couple infertility.
A male cause for infertility was identified on the basis of an abnormal
spermogram for 404 patients. Routine genetic tests (karyotyping
and Y-microdeletion analysis) are generally performed only for
the most severe cases of teratozoospemia (macrozoospermia and
globozoospermia) and for azoospermic men. In our cohort of patients,
46 (11.4%) of the infertile men had AZ. Unfortunatel, karyotyping
and Y-microdeletion diagnosis were not carried out systematically.
Tiittelmann et al.'® screened a total of 1583 consecutive patients with
AZ and found that 14% presented with Klinefelter syndrome and 2%
with Y-chromosome microdeletions. These genetic abnormalities
occur de novo and we would not, therefore, expect these frequencies
to be population-specific. These findings can therefore be extrapolated
to our cohort, leading to the prediction of 1.6% of patients with
Klinefelter syndrome and 0.23% with Y-microdeletions in our cohort
of 404 infertile men. We identified 11 men with a homozygous AURKC
mutation (2.7%) and five with a homozygous DPY19L2 deletion (1.2%)
in this population. We can therefore conclude that, in Algerian men,
and probably more generally in men of North African origin, the most
frequent genetic cause of infertility is macrospermia due to AURKC
mutation. Furthermore, in infertile North African men, we would
expect AURKC and DPY19L2 mutations to be 10 and 5 times more
frequent, respectively, than Y-microdeletions.

Frequency of aurora kinase C and DPY19L2 mutations and potential
reasons for their high prevalence

The high frequency of AURKC mutations observed here is consistent
with the high prevalence of heterozygous c.144delC mutations (1 in 50)
in North African men.® Such a high frequency is surprising for a
mutation impairing reproduction when present in the homozygous
state. The accumulation of recurrent mutations in the population of
North Africa might be accounted for if there was a selective advantage
for heterozygous carriers of AURKC mutations. AURKC is involved
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in the spindle assembly checkpoint (SAC): during meiosis, germ cells
with misaligned chromosomes or abnormal microtubule tension that
would result in incorrect segregation are blocked in prometaphase
by the SAC. Men with heterozygous AURKC mutations may have a
faster SAC, allowing meiosis to turn over more rapidly and to result in
higher levels of sperm production. This would give these men a slight
reproductive advantage, accounting for the high prevalence of the
mutated alleles. However, the resulting gametes would be expected to
display high rates of aneuploidy, probably resulting in high spontaneous
abortion rates. Two of the patients in our cohort reported that their
parents had suffered several spontaneous abortions. As a father and the
mother are obligate carriers, they would have a high risk of aneuploidy
gamete production, as described above.

DPY19L2 deletions were also frequent in our cohort. We have
previously shown that these deletions occur by NAHR. New mutations
are, therefore, relatively frequent, and we estimated the frequency of de
novo deletion at about 1.5 X 10~ per meiosis, regardless of the origin
of the individuals."" The higher incidence of the globozoospermia
observed in North African men is, therefore, probably not due to a
higher allelic frequency (as observed for AURKC) but to the higher
rate of consanguineous marriages specific to this population, strongly
favoring the emergence of recessive traits.

Intracytoplasmic sperm injection treatment for macrozoospermic
and globozoospermic men
Careful selection by motile sperm organelle morphology examination
was used in a previous study to select the most normal-looking
spermatozoa in patients with AURKC c.144delC deletions." Only six
normal-looking spermatozoa were selected and fluorescence in situ
hybridization (FISH) analysis was carried out on these spermatozoa.
All six were aneuploid, confirming that ICSI should not be attempted
for patients with AURKC mutations, even after very thorough
morphological selection.” In our study, ICSI was attempted for three
patients with homozygous deletions. Injection was possible in two
cases (M7 and M15), but no transferable embryos were obtained. The
three patients with no AURKC mutation presented milder phenotypes,
with <75% macrospermatozoa, whereas all the men with mutations
had >95% macrospermatozoa). Two patients without AURKC
mutations (M8 and M12) underwent ICSI. Injection was possible in
each case, and the partner of one of these patients became pregnant.
These results confirm the relevance of molecular diagnosis and the
feasibility of ICSI for patients without AURKC mutations.
Intracytoplasmic sperm injection is also the only possible
option for patients with globozoospermia. No gross chromosomal
abnormalities of globozoospermatozoa are observed, but fertilization
and pregnancy rates are very low.**** Recent studies have suggested
that the low rates of fertilization observed for globozoospermatozoa
result at least partly from the low levels or total absence of
phospholipase c-zeta, a protein required for the induction of calcium
oscillations triggering oocyte activation.?»* Artificial oocyte
activation (AOA) can be achieved by incubating the oocyte with a
calcium ionophore, and the use of this technique seems to improve
embryo cleavage and development, although a few pregnancies have
been achieved without it.>* However, there has been no evaluation
of the effects of this artificial activation technique on the long-term
development and health of concept uses. We identified seven patients
with a globozoospermia phenotype in our cohort: four unrelated
men and three brothers, all with >90% round-headed spermatozoa.
A genetic analysis was possible only for the three brothers and two
other patients. All had a homozygous DPY19L2 deletion. Several
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attempts at ICSI were carried out. Fertilization was unsuccessful in
all but one case. The exception, patient G6, was not genotyped, and a
twin pregnancy resulted from the first attempt at ICSI. This patient had
the lowest rate of the globozoospermia among the affected patients,
suggesting that he may carry a milder DPY19L2 point mutation or
have a mutation of another gene.

GENERAL CONCLUSIONS

We identified 21 men with macrozoospermia or globozoospermia,
accounting for 5.2% of the pathological spermograms
analyzed (including azoospermic men). Our findings confirm the
recurrent nature of the two AURKC mutations and of the DPY19L2
deletion. Macrozoospermia was found to be 2-3 times more frequent
than globozoospermia. Our results confirm that ICSI is not appropriate
for patients with a homozygous AURKC mutation. As egg donation
is not allowed in Algeria, adoption is the only remaining option for
these patients. This highlights the importance of AURKC molecular
diagnosis for limiting unnecessary ICSI attempts. The prognosis for
men without mutations, generally with milder forms of this condition,
is better. For these men, we recommend FISH sperm analysis to
estimate sperm aneuploidy rate. For patients with globozoospermia,
molecular diagnosis does not influence the choice of treatment, but
is nevertheless important for the appropriate genetic counseling of
couples with this rare form of male infertility. Some centers encourage
the use of AOA regardless of the DPY19L2 status. We advocate caution,
as the potential long-term effects of AOA have yet to be determined.
Our findings highlight the importance of screening for AURKC
and DPY19L2 mutations in North African men, as the frequency
of mutations of these two genes appears to be higher than that of
chromosome Y-microdeletions in this population.
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ABSTRACT Objectives: The purpose of this study is to characterize environmental and behavioural risk factors that may

be associated with altered sperm parameters.

Materials and methods: This is a retrospective study carried out in the centre of assisted reproduction clinic Ibn Rushd , Constantine.
We selected 404 patients with pathological semen parameters and / or spermocytogramme. Epidemiological, clinical and labora-
tory parameters were recorded for each patient and, after exclusion of azoospermia cases, sperm parameters were studied for 327

patients.

Results: The semen was disrupted in 84.3% of cases with a predominance of oligo-astheno-teratospermia. We found a small effect of
age, smoking and taking hot baths on sperm parameters. In contrast we observed a significant decrease in the sperm count of subjects

exposed to high heat and / or toxic inhalations.

Conclusion: This study shows a moderate effect of environmental and behavioural risk factors on sperm parameters. Exposure to heat
and toxic substances seems to be the most deleterious factor for spermatogenesis.

Introduction

Infertility is nowadays a real public health problem. It is de-
fined by the absence of conception after 24 months of un-
protected sexual intercourse(Brzakowski and al, 2009). It
affects 80 million people worldwide and about one in six
couples faces a primary or secondary infertility (Le Goff and
al,, 2008). Infertility affects 15% of couples in France (Sharlip
and al,, 2002), and in Algeria, the president of the national as-
sociation of centres of assisted reproductive technology (ART)
has estimated that 300 000 couples were infertile that is to
say 7% of couples of reproductive age. This discrepancy can
potentially be explained by the youth of the Algerian popula-
tion and the average age of mothers being lower at the time
of conception of the first child. Male etiology is found in about
two thirds of couples, whereas before infertility was mainly
attributed to women (Sharlip and al,, 2002).

The decrease in sperm parameters, observed for several dec-
ades, raised the problem of declining fertility in men. Numer-
ous studies have documented that certain risk factors could
affect spermatogenesis. In addition to physiological, genetic
and environmental variations, lifestyle (tobacco, alcohol, hot
baths) as well as psychosocial factors seem to affect sperm
production in men (Sharpe and Franks 2002). However, sev-
eral studies published in the medical literature and revolving
around these factors and infertility present conflicting results.
Further studies are therefore needed in order to better under-
stand the effect of these factors on sperm pathophysiology.
The objective of this study is to characterize different envi-
ronmental and behavioural risk factors that can be associated

with altered sperm parameters in a population of eastern Al-
geria. Materials and methods

Target population

This is a retrospective descriptive study of 599 consecutive
cases received between January 2011 and February 2012 in
the centre of medically assisted reproduction (PMA) at the
Ibn Rochd private clinic, Constantine. In all cases the patients
were referred to the clinic by their doctor for infertility diag-
nosis. Four hundred and four patients were included in this
study according to the following criteria: 1) man: married
for over a year, 2) semen and / or pathological spermocy-
togramme, 3) the use of in vitro fertilization ( IVF) by Intra
Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI) has been recommended.
Men with normal semen analysis and spermocytogramme and
intended for a PMA with a female indication were excluded.
Spermatic parameters were studied for 327 patients after ex-
clusion of azoospermia.

Through a questionnaire, each patient was interviewed on
the following parameters : - Epidemiological : Age, occupa-
tion, place of habitat, lifestyle factors (physical activity, ciga-
rette smoking and alcohol, hot baths, heat exposure, toxic
agents and radiation). - Clinical: Type and duration of infer-
tility, weight, urogenital history, medical, family, the couple
inbreeding, parental consanguinity, data from the clinical ex-
amination. - Paraclinical: semen analyzes were performed ac-
cording to the WHO criteria after a period of 3 to 4 days of
abstinence, sperm collection is carried out in the laboratory,
by masturbation. For normal sperm, the sperm count was ac-
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cepted as greater than 20 million / ml; oligozoospermia 5-20
million / ml and severe oligozoospermia less than 5 million /
ml. The mobility was assessed by calculating the proportion
of normal mobility forms and reduced mobility (degree of a
and b of the WHO classification) of the total number of mobile
forms. The mobility has been described as normal if 50 % or
more of sperms are progressively mobile less than 30 minutes
after ejaculation, asthenozoospermia with less than 50 % of
normal mobility and decreased ( a + b ). The spermocytogram
was performed according to the modified classification of
David (Auger and al,, 2000) to 327 patients. A normal sperm
contains more than 30 % of normal sperm, teratozoosperm-
ia was noticed in over 70 % of abnormal sperm. A testicular
biopsy was performed in some cases of azoospermia. An as-
sessment of infection (Mycoplasma, Chlamydia, VDRL , TPHA
, HIV1 , HIV2 , HCV, HBs Ag ) was conducted systematically.
Each patient underwent an ICSI involving the direct injection
of a single spermatozoa into the cytoplasmic oocyte using a
micromanipulator.

Statistical analysis:

Data collection was done on the basis of a questionnaire con-
taining all the parameters to be studied before being intro-
duced into an Access database. The results were analyzed by
two statistical calculation software programs: ‘EPIINFO v 3.5
and ‘Med calcul’. These last two have allowed us to carry out
for a descriptive analysis of each variable through the calcu-
lation of averages and frequencies and in order to check the
independence of two or more qualitative characteristics, we
used the PEARSON X2 statistical test. The search for a corre-
lation between the parameters sperm and age was made by
calculating the linear regression correlation coefficient, the
ANOVA test was used to compare mean values between sperm
parameters of the different groups studied (Table 1, 2 and 3).

Results

Frequency :

Of the 599 files included at the centre of the PMA for infertili-
ty, the frequency of patients with semen and / or pathological
spermocytogramme was 83.3 %. We can therefore consider
that among couples consulting for infertility, a feminine indi-
cation alone was present in 16.7 % of couples. Among the 404
patients included in our series, 70.5 % have shown a mascu-
line indication alone and 29.5 % have shown a mixed mascu-
line and feminine indication.

Clinically

Infertility was primary in 90.3 % (n = 365) and second-
ary in 9.7 % (n = 39) with an average duration of 6,7 + 3,6
years with extremes of one year and 20 years, with 42.8% of
patients presenting infertility of 1-5 years , and 45% of 6-10
years.

Evolution of spermatic parameters according to age

The average age of patients was 38+5.6 years , with extremes
of 26 and 55 years, the age bracket between 36 and 40 has
provided the most cases with 153 patients ( 37.9 % ) fol-
lowed by the 31 to 35 years with 98 cases ( 24.30 %) (Fig-
ure.1). The average age of partners was 32.6+4.96 years with
extremes of 18 and 46 years. We observe that patients aged
26 to 40 years are most commonly affected by primary infer-
tility (p < 0.001) and older patients (41-55 years) suffer more
frequently of secondary infertility than younger patients (26
- 40 years) (p < 0.001).

The distribution of age

frequencies shows that nearly 85% of our population of men
are aged 25-45 years. The average ejaculat volume, calculated
on the entire sample ( 327 cases ), is 2.9+1.6 m], the average
sperm count was 37.6+35.6 ( x106/ml ), the average mobil-

Volume : 3 | Issue : 8 | Aug 2014 ¢ ISSN No 2277 - 8179

ity of forms (a + b) is 28.8+17.4 %, the percentage of atypi-
cal forms is 67.9+22.6 %. The study of the linear regression
of semen parameters according to age allows us to observe a
significant correlation between age and sperm motility (P =
0.01) with a correlation coefficient r = 0.135, r2 = 0.015, in-
dicating an increase in mobility with age. However analysis
of our data by age bracket indicates a significant decrease in
mobility and in the percentage of typical forms after 45 years
(data not shown). The study by linear regression for all age
groups indicates results that are apparently contradictory
because of being based on the analysis of a large majority of
patients in the 31-45 age bracket (Figure.1). The percentages
of variance explained by the regression line (r2) and the cor-
relation coefficients (r) demonstrated that there is no signifi-
cant link (ns) between the spermatic volume, the sperm count
and the frequency of atypical forms according to age (Figure.

2). Biologically

Regarding the spermatic results, the semen analysis was dis-
rupted in 83.3 % of cases. Of these patients, oligo-astheno-
teratospermia (OAT) was objectivised in 104 cases (25.7 %)
and shows the sperm abnormality the most represented. We
then observed an asthenospermia (A) in 83 patients (20.5
%), an astheno-teratospermia (AT) for 79 cases (19.5 %),
azoospermia(AZ) was noted in 46 cases (11.4 %), an oligozo-
ospermia (0) 41 cases (10.1 %) with a severe oligozoosperm-
ia (0OS) 27 cases and a moderate oligozoospermia (OM) for 14
cases than an oligo-asthenospermia (OA) for 35 cases (8.4%)
(Figure. 3). Finally, 16 cases (4 %) had abnormal volume (
HPOR group) with 13 cases of hypospermia (HPO ) and 3 cas-
es of hyperspermia (HPR) , while for 100 patients ( 16.4% )
the semen analysis was normal.

The occupation

Recruited patients were divided into seven socio-profes-
sional groups. The most represented group was the group
7 of officials with 27.7% (n = 108), followed by group 4 of
military (63 cases) and security agents (17cas) with 21.03%,
followed by the group of traders (70 cases) with 17.3%.
The study of the dependence between the profession and
sperm parameters showed a significant decrease in the sperm
count p <0.01 of cooks, drivers and workers in comparison
with the liberal profession group and a significant decrease
in the count p <0.05 in the group of cooks, drivers, labourers
and farmers sets in comparison with other groups (Table. 1).

Physical activity

217 subjects that is to say (53.7 %) do not practise any sport
against 108 (26.7 %) of patients who practise sport regularly
(= 2 times per week), 8.2 % practised it rarely and 11.4 %
have stopped completely.

Hot baths

36.9 % of the studied patients regularly take hot baths against
63.1 % who rarely or never do. We found a significant differ-
ence in spermatic parameters p < 0.05 in both groups with
an increase in the volume of patients who regularly take hot
baths compared to those who don’t take any (Table. 2).

Alcohol and tobacco

Regarding risk behaviors, among the cases studied, 210cas
(52%) do not smoke against 175 cases (43.31%) who smoke.
Of a total of 130 smokers, 90 patients or 69.2 % consume
more than 20 cigarettes per day (c / d) against 40 patients
(30.8 %) who consume less than 20 cigarettes per day. the
link between cigarette smoking and sperm parameters did not
show a significant difference in motility, morphology, and vol-
ume of the two groups but the difference in the count didn’t
show a decrease in the group who smoke (Table. 3). Among
the 404 patients, 87.6 % of subjects never consumed alcohol
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against 8.5 % who have consumed it. There is no significant
difference between alcohol consumption and the various
sperm parameters. Thirty-five alcoholic patients who smoke
(AS) and 217 cases of non-alcoholic non-smokers (NA / NS).
Primary infertility was objectivised in 91.4 % of cases of AS
(32/ 35) and 91.7 % in NS / NA (199/217). The study of the
influence of smoking and alcohol consumption together didn’t
show a significant difference in mobility, morphology and vol-
ume of sperm but the significant difference in count between
the two groups of NS/NA and S/NA show a decrease in count
in the group of NS/NA show a significant decrease in sperm
parameters compared to other groups.

Urogenital history

Among the 404 patients, we identified in this study, 320 pa-
tients (79.2%) do not have urogenital history. Against by the
rest of the population, 84 cases (20.8%) have urogenital his-
tory, we noted a predominance of varicocele with 64 cases
(15.8%), followed by a history of testicular problems with
14 cases (3.5%) and the inguinal hernia with 6 cases (1.5%).
Varicocele is associated with OAT in 19 cases or 29.7% of AT
in 17 cases or 26.6% A and 10 cases or 15.6%.

Family history of infertility

Among the 404 cases, 281 cases or 69.6% having no family
history, 123 cases (30.4%) were shown to have a family his-
tory of infertility. Among the 123 cases, we noted a high per-
centage of sibling history of infertility with 62 cases (15.3%)
followed by family history with 43 cases (10.6%) and 18 cas-
es with a history of siblings and family (4.5%).

Parental consanguinity

The concept of parental consanguinity is indicated in 59 cases
(14.1 %) and not specified in 179 cases (44.3 %). The concept
of parental consanguinity appeared in 33.9% of patients with
a history of siblings, 33.3% of patients with a history of fam-
ily and siblings together and 7% of patients with a history of
family.

Discussion

At the completion of our work, we noted a frequency of se-
men analyzes and pathological spermocytogrammes 83.3%,
our results are consistent with those in the literature with
81.5 % (Toure and al,1995) and 91.9 % (Koikana Chacka
1998). Among the 404 patients included, 70.5 % represent
masculine indications and 29.5 % represent male and female
mixed indications. Furthermore, most studies agree that in re-
cent decades there has been a remarkable decline in fertility
rates in northern countries(Kaufmann and al,, 1998),(Pearce
and al., 1999) .Several studies have shown that masculine in-
fertility, whether isolated or not, is present in over 50% of in-
fertility in couples. We identified an African study which was
conducted on 340 infertile couples in Nigeria, and which has
found a male cause in 42.4 % (Ikechebelu and al.,, 2003). In
our study we observed that the male anomaly rate was about
twice as high. This discrepancy may be due to a difference in
the recruitment or criteria used in the sperm analysis.

Ninety percent of our patients had primary infertility, the av-
erage duration of infertility was marked by a high extreme
variability of 1 year to 20 years. The duration of 6-10 years
is most frequent with 45.3 %, indicating that a majority of
patients consult late. Our results match those in the literature
that indicate an average of 6 years and extremes going from 1
to 30 years (Niang and al., 2009).

MacLeod in 1953 (Mac Leod and al., 1953) had found an in-
crease in the conception period according to male age, regard-
less of the age of the woman. The study of the relationship
between age and male fertility poses difficult methodological

problems. We cannot, in fact, evaluate the role of age on the
male component of couples’s fertility regardless of other fac-
tors of this fertility such as the age of the spouse, the evolu-
tion of the frequency of sexual intercourse. The study of the
evolution of sperm characteristics with aging is one of the
methods for analyzing indirectly the relationship between age
and male fertility. In our series we noted an average age of
38+5.65 years, with extremes of 26 and 55 years and the age
group of 36-40 years is the most represented with 37.90 %
of patients (Figure. 1). Overall primary infertility rate is sig-
nificantly higher among the age group 26-40 years (p <0.001)
compared to the age bracket of 41-55 years.

Logically secondary infertility was significantly higher among
41-55 years (p <0.05) probably because some patients with
sub-fertility have had more time to try in some cases taking
new wives, sometimes more fertile, because polygamy is per-
mitted in Algeria . Our results confirm those of the literature
(Niang and al.,, 2009), (Bah and al,, 2007). The advanced age
of our patients may also be explained by the delay in the con-
sultation because of the myth that the female bears the sole
responsibility in the couple’s infertility.

The study of the evolution of sperm characteristics in the
327 patients according to age

allows us to analyze the impact of age on sperm parameters.
The percentages of variance explained by the regression line
(r2) and the correlation coefficients (r) demonstrated that
there is no significant link (ns) between the spermatic vol-
ume, the sperm count and the frequency of atypical forms
according to age. However, and surprisingly, an increase in
mobility was observed with age (p < 0.05) (Figure. 2). An
analysis by age bracket indicates that the mobility and the
percentage of normal sperm decrease after 45 years. It was
noted that these parameters can be correlated because in
many cases the morphological abnormalities lead to impaired
mobility. It was also observed that there is a slight decrease in
sperm volume with age (Figure. 2).

Our results confirm those of the literature. Several studies
have analyzed the influence of age on characteristics of se-
men in fertile men. Some studies (Boulegue and al., 1999)
have reported that sperm parameters appear on average to be
independent of the age between 20 and 60 years, which sug-
gests that the quality of the ejaculate is retained until 50 to
60 years. (Schwartz and al, 1983)"container-title”:"Fertility
and  sterility”’page”:"530-535""volume”:"39""issue”:"4""sour
ce”:"NCBI PubMed” abstract”:"The relationship between age
and semen characteristics has been studied; any effect due to
the influence of the length of abstinence preceding ejaculation
was eliminated. There is an improvement in semen character-
istics up to 25 years of age, followed by a leveling off and a
subsequent decrease. This variation is not significant as far
as the sperm count, semen volume, and the total number of
spermatozoa are concerned. The variation, although small, is
highly significant for the morphologic characteristics and pre-
freeze and postthaw motility. The values for the older subjects
were significantly lower for postthaw motility in the group
36 to 40 years of age, in the group 41 to 45 years of age for
morphologic normality, and in the group 46 to 50 years of
age for prefreeze motility. The lower values in the group 21
to 25 years of age are particularly noticeable with regard to
morphologic characteristics. The same curve is encountered
in the variation with age of each abnormal form, but the most
marked variation is found in the increased percentage of
coiled tails, which first appears in the group 36 to 40 years
of age.””ISSN”:”0015-0282""note”:"PMID: 6832409""journalAb
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the average values of five parameters: volume, sperm concen-
tration, percentage of morphologically normal forms, percent-
age of mobile forms and total count in 833 fertile men aged
21-50 years. They did not reveal any significant changes in
these parameters with age. On the other hand, they observed
significant variations in the percentage of normal forms and
the percentage of mobile forms with age: the latter reach a
maximum between 25 and 35 years and then decrease in
older men. These authors showed that the morphological
abnormalities significantly observed are microcephalia forms
before 25 years and coiled flagella after 45 years. It should be
emphasised that through the recruitment of our population,
there was a bias linked to the spread of the observed values
of age, for a particular age, of all semen parameters, the small
number of patients in some age brackets, may explain the ab-
sence of correlation between age and sperm parameters stud-
ied. Infections, environment, genetics, diseases and injuries
are among the main causes of male infertility. Many profes-
sional situations are known to be a risk to the fertility of men
who are exposed to them (Guerin, 2001), (Cohen, 1977). We
noted a significant reduction p <0.05 in counts and mobility
in the groups exposed to toxic hazards and / or to high tem-
peratures: drivers, cooks, farmers and workers in relation to
other lower-risk groups (Table. 1). For the profession of driv-
er, particularly exposed to environmental toxins, (Thonneau
and al, 1991) showed a longer average conception period
among those who had a time of driving of more than 3 hour
/ day. Some studies have demonstrated that in humans and
animals, the heat disturbed the spermatogenesis and could
reduce the male fertility (Maurice 1995). Men exposed to
high temperatures is constitute therefore a population at risk
and it was observed that the workers attending to ceramic
kilns exhibited a drop in the mobility of gametes perhaps ex-
plaining a significant increase in couples without children in
this population (Maurice 1995). This effect of the heat is not
found in patients described as taking regular hot baths. Pre-
sumably, in this case, the frequency and duration exposure is
not sufficient to alter gametogenesis.

In humans, certain pesticides such as dibromochloropropane
or ethylene dibromide used by farmer cause alterations of
spermatogenesis (Maurice1995). It should be noted here that
a decrease in sperm parameters was observed among farmers
potentially exposed to many toxic substances. The association
between cigarette smoking and infertility and altered sperm
parameters has already been described. In the present study
regarding risk behaviors, among the cases studied, 210 cases
(52%) do not smoke against 175 cases (43.31%) who smoke. A
total of 130 smokers, 90 patients (69.2 %) consume more than
20 c / d against 40 patients (30.8 %) who consume less than
20 ¢ / d. Recent studies have shown there is a passage through
the blood-testis barrier of certain substances in the cigarette
smoke. The presence of such compounds in the seminal fluid
of smokers causes alteration of conventional semen parameters
and sperm nuclear grade, thereby compromising the chances of
pregnancy. The oxidizing stress generated by the tobacco seems
to be one of the main causes of impaired sperm quality, result-
ing mainly in the fragmentation of their DNA (Trummer and al.,
2002), and a change in the concentrations of testosterone and
hormone prolactin (Kumosani and al.,, 2008). Numerous studies
have implicated tobacco in erection disorders and alterations
in sperm quality in particular, in 2008 the study of (Curtis and
al,, 1997) showed a significant decrease in the mobility as well
as abnormalities in counting, whilst no significant differences
were found as regards the volume and the quality of the sperm.
In our study the link between cigarette smoking and sperm pa-
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rameters did not show a significant difference in motility, mor-
phology, and volume of the two groups but the difference in the
count didn’t show a decrease in the group who smoke (Table.
3). In our study we did not performed any test for measuring
DNA fragmentation and cannot unfortunately confirm the effect
of tobacco on this factor. We are currently collecting the ICSI re-
sults in order to assess whether the pregnancy rate is reduced
in smokers, which may be due to a greater fragmentation of
sperm DNA.

The data on the effect of alcohol consumption on spermato-
genesis is rare; it shows an apparent protective effect of mod-
erate drinking on sperm parameters probably due to the an-
tioxidant effect of certain alcoholic beverages. Some studies
have shown that alcohol consumption by men was not associ-
ated with fertility (Dunphy and al., 1991).

However, heavy drinking (> 20 units / week) is known to be
associated with subfertility (Hassan and Killick 2004)United
Kingdom.\nPATIENT(S. Our results are consistent with the lit-
erature and the correlation test between the different alcohol
and sperm parameters did not show a significant difference.
Note that only a minority of our patients admitted to drink-
ing alcohol. Our predominantly Muslim population is probably
not the most appropriate one to observe for a potential effect
of alcohol, as this remains a taboo and all our patients did not
report perhaps their alcohol consumption. The study of the
influence of smoking and alcohol consumption together don’t
show a significant decrease in sperm parameters.

OAT and A are the two most representative abnormalities
with 25.7 % respectively and 20.5 %, followed by AT and
Azoospermia with 19.5 % and 11.4 % (Figure. 2) respectively.
The presence of varicocele is also a common abnormality, the
exact association between reduced male fertility and varico-
cele is not known but some WHO publications ( Hamamah,
Barthelemy 1997) clearly indicate that varicoceles are asso-
ciated with sperm abnormalities, reduced testicular volume
and deterioration of the function of Leyding cells. Numer-
ous studies have shown a deleterious effect of varicocele on
spermatogenesis in particular with a decrease in sperm den-
sity (oligospermia) or even azoospermia and reduced mo-
bile forms (A), a teratozoospermia, or OAT. In our study we
found a predominance of varicocele with 64 cases (15.8%)
compared to other urogenital history. Varicocele is associated
with OAT in 19 cases (18.3 %), AT in 17 cases (21.5 %) and
A in 10 cases (12%). These results are consistent with a lit-
erature review which identified a small number of articles in
which the data show the existence of an OAT in 25 to 65% of
men carrying a clinical varicocele (Mieusset and al., 1996). A
number of genetic abnormalities are responsible for infertility
usually irreversible. This is particularly the case of Klinefelter
syndrome. Other human infertilities of genetic origin accom-
panied by oligospermia or even azoospermia as is the case of
agenesis of the deferent canals, which may however, be sup-
ported by ICSI. In some cases, ICSI should be accompanied by
a genetic balance (constitutional karyotype, investigation of
microdeletions of the Y chromosome). The presence of fam-
ily history can guide us to a genetic cause. Among the 123
cases we noted a high percentage of sibling history of infer-
tility with 62 cases (15.3 %), followed by family history with
43 cases (10.6 %) as well as 18 cases having a siblings and
family history (4.5 %). Therefore the research at the time of
the interrogation of family members suggestive of a genetic
disorder should be part of the exploration of male infertility,
although genetic counselling requires expertise in order to de-
liver adequate information about risks in siblings and family,
offspring, the chances of success in cases of artificial procrea-
tion techniques.
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Conclusion

This study shows a moderate effect of the environmental
and behavioural risk factors on sperm parameters. Exposure
to heat and toxins appear to be the most detrimental factor
for spermatogenesis. We did not observe any adverse effects
of alcohol and tobacco. In contrast we observe a significant
decrease in the count of subjects exposed to high heat and /
or toxic inhalations. This study confirms that certain environ-
mental and behavioural factors can change sperm parameters
and consequently lead to a drop in fertility. The couple’s ques-
tioning, clinical examination and semen analysis are the es-
sential elements of the balance sheet of male infertility. They
direct additional tests that will identify one or more causes of
infertility and thus tailor treatment specifically.
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eters
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Table. 3: Influence of tobacco on different sperm param-
eters
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Group 1+2 : smoker /Group 3: non-smokers

Figure. 1: Frequency distribution of age of the study pop-
ulation

Figure. 2: Evolution of sperm parameters according to age
A: Sperm volume, B: count, C: Mobility, D: Morphology
sperm (% atypical forms).

Figure. 3: Distribution of the frequency of sperm abnor-
malities.

A: asthénospermia / OAT: oligo-astheno-teratospermia / AT:
astheno-teratospermia / O: oligospermia / OA: oligo-asthe-
nospermia / Az: azoospermia / HPOR: hypospermia + hyper-
spermia.
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Résumé

L’infertilité masculine est une pathologie relativement fréquente dans notre pays. Les facteurs
étiologiques masculins sont multiples ce qui nous oriente vers une étude épidémiologique des différents
facteurs de risque comportementaux et environnementaux diminuant les parameétres spermatiques. Le
deuxiéme volet de cette étude a pour but de réaliser 1’exploration moléculaire des formes trés rares
d’infertilité masculine liée a des tératozoospermies monomorphes (macrocéphalie et globozoospermie) en
déterminant des mutations nouvellement décrites au niveau des génes AURORA KINASE C et DPY19L2
respectivement et en déterminant pour la premiére fois la fréquence de ces anomalies rares au sein d’une
population d’origine Algérienne.

11 s’agit d’une étude rétrospective descriptive portant sur les 404 patients orientés par leur médecin
traitant pour diagnostic d’infertilité et destinés pour faire une PMA. Les paramétres épidémiologiques,
cliniques et paracliniques ont été enregistrés pour chaque patient. 19 patients ayant des OAT avec des
anomalies morphologiques séveres trés rares (globozoospermie, macrocéphalie) ont été sélectionnés pour
analyse génétique. Les 7 exons du géne AURKC ont été amplifiés a la recherche d’une mutation au
niveau d’un de ces exons et la technique d’MLPA a été réalisée a la recherche d’une délétion du gene
DPY19L2.

La fréquence des patients ayant un spermogramme et/ou un spermocytogramme pathologique était de
83,3% avec une prédominance de I’anomalie spermatique oligo-asthéno-tératospermie (OAT). Cette étude
montre un effet modéré des facteurs de risque environnementaux et comportementaux sur les paramétres
du sperme. L’exposition a la chaleur et aux toxines semble étre le facteur le plus délétére pour la
spermatogenése. En revanche on observe une diminution significative dans la numération des sujets
exposés a une forte chaleur et / ou des inhalations toxiques. Quatorze et sept hommes ont montré
respectivement un profil typique de macrocéphalie et globozoospermie. Onze hommes avec
macrocéphalie avaient une mutation homozygote AURKC (79%) ce qui indique que des mutations
d’AURKC ont été identifiées dans 2,7% des patients avec un spermogramme anormal. Tous les hommes
analysés avec globozoospermie (n = 5) ont présenté une délétion homozygote DPY19L2, ou 1,2% des
hommes infertiles. Cette étude a confirmé le caractére récurrent des deux mutations AURKC et de la
délétion DPY19L2 chez les hommes infertiles de 1’ Algérie. Nous avons observé que la macrocéphalie est
2-3 fois plus fréquente que la globozoospermie. Nos résultats confirment que 1'lCSI ne peut pas étre
efficace pour les patients atteints d'une mutation homozygote AURKC. Cela souligne 1'importance du

diagnostic moléculaire AURKC pour limiter les tentatives d'ICSI inutiles.
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