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Résumé

La stérilité ou I’infertilité est un probleme de santé majeur qui affecte beaucoup de couples
en age de se reproduire. Dans le bilan d’infertilité du couple, le caryotype s’impose quand
I’étiologie reste indéterminée. Le but de cette étude est donc, d’identifier et déterminer les
mécanismes des aberrations chromosomiques des gonosomes conduisant a la stérilité
humaine. L’association entre I’anomalie chromosomique et les paramétres cliniques et
biologiques (spermatiques et hormonales) a été également évaluée.

Sur les 27 hommes infertiles, 2 cas azoospermiques présentent des caryotypes avec des
anomalies portant essentiellement sur les gonosomes, il s’agit du syndrome de Klinefelter
dans sa forme homogéne (47,XXY). La forme mosaique a été trouvé dans un seul cas avec la
formule chromosomique (47,XXY/46,XY). Chez les 30 femmes infertiles étudiees,
I’aneuploidie la plus fréquente est représentée par le syndrome de Turner de formule
chromosomique (45,X0), homogéne dans les 2 cas caryotypés. Quant a I’exploration
hormonale, on marque une élévation des gonadotrophines (FSH et LH) chez les deux sexes et
une diminution du taux de testostérone chez les hommes azoospermiques de caryotypes

anormales.

La présence d’anomalies chromosomiques chez les hommes et les femmes infertiles
suggeérent fortement la généralisation des tests génétiques et cytogénétiques afin de rendre
plus efficiente leurs prise en charge.

Mots clés: Stérilité, caryotype, anomalies gonosomiques, diagnostic, conseil génétique.



Abstract

Sterility or infertility is a major health problem that affects many couples in reproductive
age. To evaluate the infertility of couple, the karyotype analysis will be needed especially,
when we can not know the cause of this infertility. The aim of this study was to identify and
determine the mechanisms of sex chromosomal aberrations in infertile patients. The
association between chromosomal abnormalities and clinical, biological parameters (semen
and hormonal data) was also evaluated.

Of the twenty-seven men, two azoospermic cases had sex chromosomal abnormalities.
These were described as (47,XXY) homogeneous forms. Klinefelter syndrome with mosaic
karyotype (47,XXY/46,XY) was found among one case included in this study. For the
infertile women (N=30), the most common chromosome aneuploidy was represented by
Turner syndrome with homogeneous (45,X0) karyotype. This abnormality was found in two
women. In the other hand, a higher level of FSH and LH was noted in both sexes while the
lower concentrations of testosterone were observed in azoospermic men with abnormal

karyotype.

The occurrence of chromosomal abnormalities among infertile men and women strongly

suggest widespread genetic and cytogenetic testing to make them more efficient care.

Key words: Sterility, karyotype, sex chromosomal abnormality, diagnosis, genetic

counseling.
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! Introduction

Introduction

La stérilité ou bien I’infertilité touche un nombre croissant de couples en age de se
reproduire. Dans le monde, plus de 70 millions de couples souffrent d’infertilité (Boivin et al.,
2007), soit une prévalence de 9% (Boivin et al., 2007 ; Coutton et al., 2012), ce qui
représente un véritable probleme de santé publique. L’Algérie n’est pas épargnée par cette
épidémie, on compte plus de 300.000 couples qui ne parviennent pas a concevoir un enfant,
de maniére naturelle. Cette statistique se traduit par, approximativement, entre 10% et 12% de

la population ciblée (Hamdi, 2013).

En effet, I’infertilité est définit comme I’incapacité de concevoir aprés au moins douze
mois de rapports sexuels non protégés (Schlosser et al., 2007). On parle d’infertilité primaire
s’il n’ya jamais eu de grossesses, et d’infertilité secondaire si elle a eu lieu apres une
grossesse ou plus (Geidam et al., 2008).

L’infertilité est due a des facteurs féminins, masculins ou une combinaison des deux dans
respectivement 30%, 20% et 40% des cas. Il reste 10% des cas de cause indéterminée ou dite
« idiopathique » (Huyghe et al., 2008 ; Marcelli et al., 2009 ; Coat et al., 2011).

Elle peut étre expliguée par des problémes hormonaux, immunologiques,
environnementaux ou de la structure physique des organes reproducteurs. Toutefois, dans
certain nombre de cas, la cause de I’infertilité est inconnue en raison du manque de
connaissance des mécanismes génétiques et moléculaires qui jouent un réle dans le controle

de la production de spermatozoides ou d’ovocytes et leurs maturations (Cameron, 2006).

Une évaluation de la fertilité chez les hommes est basée sur la concentration des
spermatozoides dans le sperme. La production correcte de ces cellules (spermatozoides) a été
attribuée a plus de 1666 géenes (Zhang et al., 2013). Un défaut de I’'un de ces genes peut
affecter le développement des cellules germinales. En effet, les causes génétiques
actuellement bien établies, on trouve les anomalies chromosomiques (autosomiques ou
gonosomiques) détectées dans 1.9% a 12% des cas infertiles, les microdelétions du
chromosome Y dans 8.2% des cas et les mutations du géne CFTR dans 2% des cas (Aittomaki
et al., 2004 ; Coutton et al., 2012). Cependant, Les causes génétiques de la stérilité féminine

peuvent atteindre soit le nombre de chromosomes comme dans les monosomies (syndrome de
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Turner 45,X0), ou les polysomies, soit la structure des chromosomes, comme dans les
translocations ou les délétions (Christin-Maitre, 2010). On estime que 10% des femmes
stériles présentent des gamétes génétiquement déséquilibrés (Layman et al., 2002) induisant
une mortalité précoce des embryons de plus de 8 semaines dans 50% des cas (Jacobs, 1999).
La connaissance de relation génotype-phénotype représente une étape importante dans la
prévention, le diagnostic et le traitement de cette pathologie.

Le but de ce travail est d’étudier des cas infertiles d’une population de I’Ouest algérien,
Tlemcen, en identifiant les anomalies gonosomiques impliqués dans la stérilité humaine. Ceci

a été fait en plusieurs étapes :

1- ldentifier et mesurer la fréquence des différentes anomalies spermatiques liées aux
infertilités masculines.

2- Déterminer I'impact des facteurs intrinseques telle une dysfonction de I’axe
hypothalamo-hypophysaire (la dérégulation hormonale).

3- Réaliser les analyses de la cytogénétique conventionnelle par le caryotypage standard
et en bandes R, chez des cas présentant un tableau clinique d’infertilité d’origine
sécrétoire (azoospermique), liées aux anomalies chromosomiques pour les hommes.
Tandis que la réalisation d’un caryotype chez les femmes était pour but de rechercher
un syndrome de Turner devant une anomalie de la reproduction (dysgénésie

gonadique).

Ce mémoire comprend une revue bibliographique qui contient 4 chapitres. Le premier sert
a décrire le chromosome et les anomalies chromosomiques d’une maniére générale. Le
deuxiéme et le troisiéme qui viennent ensuite présentent I’origine chromosomique de la
stérilité masculine et féminine respectivement. Enfin, le quatriéme chapitre décrit les
différents outils cytogénétiques qui permettent de détecter les anomalies chromosomiques

(gonosomiques) impliquées dans la stérilité humaine.

Une partie méthodologique détaillée a été préparée, en inclus une section de matériel et
méthodes utilisés, une section de résultats obtenus, une discussion générale et une conclusion
résumant ainsi I’apport de ce mémoire aux connaissances, de méme que les perspectives
d’avenir. Toutes les références bibliographiques citées dans ce travail sont décrites a la fin de

ce document.
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Chapitre! : Chromosome et anomalies chromosomiques

Chapitrel : Chromosome et anomalies
chromosomiques

L’étude des chromosomes humains se développe énormément durant les deux dernieres
décennies. De telles études ont d’importantes implications biologiques et médicales, sachant
que plusieurs syndromes et maladies congénitales sont reliés a des aberrations
chromosomiques.

C’est Tjio et Levan qui en 1956, firent le premier pas dans le domaine de cytogénétique
humaine en démontrant définitivement que le nombre diploide vrai des chromosomes
humains est de 46, dont 22 paires d’autosomes et une paire de chromosomes sexuels encore
appelée gonosomes, XX chez la femme et XY chez I’homme (Tjio et Levan,1956; Rives,
2006).

1.1 Notion de chromosome

Le terme de chromosome a é€té inventé par Waldeyer en 1888 pour nommer des éléments

nucléaires connus pour migrer de fagon longitudinale lors de la méiose (Waldeyer, 1888).

Les chromosomes sont le support du matériel génétique, support de I’hérédité et de
I’organisation de la vie cellulaire. Ils sont constitués d’ ADN associé a des protéines formant la

chromatine et sont localisés dans le noyau des cellules eucaryotes.

Leur aspect varie au cours du cycle cellulaire : ils sont moins condensés en interphase et
donc non visibles individuellement au microscope. Par contre, durant la division cellulaire, ils
se condensent et s’individualisent, leur identification est alors plus aisée en métaphase de la

mitose.

1.2 Structure du chromosome

Chaque chromosome comporte un centromere, région qui contient le kinétochore, centre
d’organisation des microtubules responsable de la fixation des chromosomes au fuseau
mitotique lors de la mitose. Les deux chromatides sceurs sont unies dans leur zone

hétérochromatique de chaque coté du centromeére.
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Les segments chromosomiques situés de part et d’autre du centromere constituent les deux
bras du chromosome. La position du centromére permet de distinguer un bras court ou

proximal (bras p) et un bras long ou distal (bras q) (Anthony et al., 2002).

Chaque bras se termine par un télomeére (en pter et qgter), séquence ADN répétitive
hautement conservée qui empéche les fusions avec d’autres chromosomes. Ces séquences
jouent également un réle dans I’attachement des télomeres a I’enveloppe nucléaire, en

particulier lors de la méiose (Figure 1).

o Télomére

Bras Colir
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Bras long l
q

/
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+— Télomire

Figure 1. Chromosome métaphasique (Dupont, 2008)

Les chromosomes se classifient en trois types suivant leur forme qui est déterminée par la

position du centromere (Figure 2).

e Chromosomes meétacentriques: Le centromere est en position centrale (position
médiane), ce qui lui donne des bras de longueurs a peu prés égales.

e Chromosomes sub-métacentriques : Le centromére est presque en position centrale ;
les chromatides de ce chromosome présentent des bras de longueur inégale (un petit
bras "p" et un long bras "g").

e Chromosomes acrocentriques: Le centromere est plus proche de I'un des deux

extrémités (les télomeres), le bras court est trés bref (Lemonde et Clement, 1983).
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Figure 2. Types de chromosomes (Benjamin, 2005)
1.3 Anomalies chromosomiques

Depuis 1959 date de la mise en évidence de la premiére anomalie chromosomique chez
I’lhomme, la trisomie 21, I’étude des chromosomes humains a permis de mettre en évidence de

tres nombreux remaniements chromosomiques.
Ces remaniements chromosomiques peuvent étre:

- Constitutionnels : sont présents dés la conception ou se forment lors des premiéres
divisions du zygote.
- Acquis : vont apparaitre au sein d’une cellule au cours de la vie. Dans la majorité des

cas, ces anomalies sont trouvées dans les cellules tumorales.

L’accident chromosomique survient le plus fréqguemment avant la fécondation au cours de
la méiose paternelle ou maternelle et I’anomalie chromosomique est alors présente dans I’un
des gametes. Toutes les cellules de I’individu seront porteuses de I’anomalie chromosomique

qui sera dite homogeéne.

Cependant, pour une faible part, I’accident chromosomique peut avoir lieu aprés la
fécondation au cours des divisions mitotiques des blastoméres. L’anomalie ne touchera
qu’une partie des cellules de I’embryon, et elle sera donc dite en mosaique (Hassold et al.,
1996 ; Rives, 2006).

On peut distinguer les anomalies de nombre et les anomalies de structure.



Chapitre! : Chromosome et anomalies chromosomiques

1.3.1 Anomalies de nombre

Ces anomalies peuvent toucher aussi bien les chromosomes sexuels que les autosomes.

Elles sont caractérisées par la perte ou le gain d’un seul ou plusieurs chromosomes.
» Aneuploidies

Les aneuploidies se traduisent par une modification du nombre total de chromosomes.
Elles se caractérisent par la perte d’un chromosome entier ou la présence d’un ou plusieurs

chromosomes surnumeéraires.

Elles résultent d’une mal ségrégation des chromosomes au cours de la division cellulaire,

les deux chromosomes d’une méme paire migrant tous les deux vers la méme cellule fille.

On obtient une cellule fille avec 3 copies du méme chromosome (soit 47 chromosomes) et

une deuxieme cellule fille avec une seule copie (soit 45 chromosomes).

Ces malségrégations peuvent s’observer aussi bien au cours de la mitose que de I’'une des

deux divisions de la méiose (Lamoril et al., 2008 ; Malan et Romana, 2012).
¢ Aneuploidie homogene

Accident de ségrégation par la non-disjonction en meiose | et Il, toutes ne sont pas
compatibles avec la vie (Figure 3).

- Une non-disjonction en premiére division produit 4 gamétes déséquilibrés.
- Une non-disjonction en deuxiéme division produit 2 gameétes déséquilibrés et 2

gametes normaux.
Apres la fécondation :

Les gamétes possédant un chromosome en excés produisent un zygote trisomique : de
nombreuses trisomies ne sont pas viables et s’éliminent trés précocement sous forme de
fausses couches spontanées (trisomie 16). D’autres sont plus au moins viables : trisomie 21,
13, 18 et 8.

Les gametes nullosomiques produisent des monosomies. Ces dernieres, bien que produites
en nombre théoriquement égal aux trisomies, subissent une élimination précoce encore plus

stricte surtout lorsqu’elles touchent les autosomes.
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Pour les gonosomes, la viabilité est plus grande, et le phénomene de non-disjonction

apparait alors, dans la grande variété de ses conséquences : trisomie X et Y, monosomie X,
tétra et pentasomie Y sont viables (Lamoril et al., 2008).

¢ Aneuploidie mosaique

Un individu en mosaique est constitué de deux (ou plus de deux) populations a contenu
chromosomique différent, mais provenant du méme zygote (une mosaique est notée par une
barre oblique entre les 2 clones décrits ; exemple : Syndrome de Klinefelter en mosaique 46,
XY/47, XXY).

L’intensité du phénotype dépend du dosage respectif de ces deux (ou plus) populations
cellulaires. Les aneuploidies en mosaique des gonosomes sont viables vu I’inactivation du

chromosome X et le faible contenu en génes du chromosome Y (Lespinasse et Nadeau, 2005).

En premiére divisionde méiose  Endeuziéme d rision de méiose
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Figure 3. Schéma de non disjonction chromosomique en premiere et en deuxieme
division méiotiaue (Dalloneau. 2010)
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» Polyploidies

Une cellule polyploide renferme un multiple lot haploide de chromosome. C’est une
anomalie qui survient a la suite de la fécondation d’un ovule par deux spermatozoides ou suite
a la non éjection d’un globule polaire de I’ovule. Ces accidents de la fécondation sont donc

banals et sont estimés de 2 a 3% des ceufs fecondés (Dupont, 2008).

- Triploidie 3N=69 chromosomes

- Tétraploidie 4N=92 chromosomes

» Marqueur chromosomique

Elément chromosomique surnuméraire non reconnaissable. Il dérive souvent des

chromosomes acrocentriques et en particulier le 15 et le 22.

Ses conséquences phénotypiques dépendent de son origine et de sa constitution génique
(Douet-Guilbert et al., 2008).

1.3.2 Anomalies de structure

Les aberrations chromosomiques structurales sont moins fréquentes que les anomalies de
nombre. Elles sont la conséquence des cassures chromosomiques suivies par un ou plusieurs

recollements anormaux.

Le remaniement est intra-chromosomique s’il intéresse un seul chromosome ou inter-

chromosomique lorsque deux chromosomes ou plus sont en cause.

Ces anomalies peuvent étre familiales, c’est-a-dire étre héritées des parents et présentes
chez d’autres membre de la fratrie. Elles peuvent aussi apparaitre "de novo™ (les parents ont
un caryotype normale et I’accident survient au cours de la gamétogénese paternelle et
maternelle) (Bourrouillou et al., 1992 ; Lespinasse et Nadeau , 2005).

Elles peuvent étre équilibrées, n’entrainant généralement pas d’effets phénotypiques ou
déséquilibrées accompagneées souvent d’un phénotype anormal.
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1.3.2.1 Remaniements chromosomiques déséquilibrés

> Délétion

Elle résulte d’une cassure chromosomique avec perte du segment distal (délétion terminal)
ou de deux cassures sur le méme bras avec perte du segment intercalaire (délétion

interstitielle ou intercalaire).

La perte de matériel est trés variable, pouvant aller de quelques dizaines a plusieurs
millions de paires de bases, d’ou I'importance d’avoir a disposition des techniques de
cytogénétique adaptées a la taille du déséquilibre recherché (Figure 4a, b).

» Duplication

Une duplication se définit comme la répétition une ou deux fois d’un segment de
chromosome. Le segment dupliqué peut étre dans la méme orientation que le segment
d’origine, c’est une duplication directe "en tandem", ou inversé par rapport au segment

d’origine, c’est une duplication indirecte "en miroir" (Figure 4c, d).

Ce type de remaniement est rare, mais pouvant aboutir a une trisomie partielle dont

I’expression phénotypique est dépend du segment dupliqué (Rives, 2006).

> Chromosome en anneau

Les anneaux résultent d’une cassure a chaque extrémité d’un chromosome suivie par un

recollement avec perte des segments distaux (Figure 4e).

Ils sont rarement transmis a la descendance car un anneau est particulierement instable et
surviennent donc le plus souvent de novo. lls se trouvent fréquemment en mosaique. Le plus

fréqguemment rencontré est I’anneau du chromosome 13.

> Isochromosome

Un isochromosome est un chromosome anormal formé de deux bras longs ou de deux bras
courts d’un méme chromosome avec perte de I’autre bras. Le plus fréquemment rencontré
chez I’étre humain est I’isochromosome du bras long du chromosome X (i(Xq)) qui constitue
une variante caryotypique du syndrome de Turner (Figure 4f).
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Figure 4. Principaux mécanismes d’apparition des remaniements chromosomiques

déséquilibrés (Turleau et Prieur, 2000)
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1.3.2.2 Remaniements chromosomiques équilibrés

> Inversion

Les inversions sont dues a deux cassures sur le méme chromosome, suivies de recollement
aprés retournement de 180° du segment intermédiaire. Elles sont dites péricentriques si le
centromere est inclus dans le segment intermédiaire, et paracentriques si les cassures se sont

produites dans le méme bras (Figure 5a, b).

Le changement dans I’ordre des genes ne provoque pas en générale d’anomalie
phénotypique mais il peut aboutir a la formation de gameétes déséquilibrés, d’ou un risque non
négligeable de descendance anormal.

> Translocation

C’est la transposition d’un fragment chromosomique sur un autre chromosome suite a une
cassure chromosomique. Il s’agit d’une anomalie le plus souvent équilibrée impliquant
souvent deux chromosomes mais parfois complexe avec un risque de déséquilibre chez la

descendance.

On distingue deux formes majeures de translocations : Les translocations réciproques et

les translocations robertsoniennes.

¢ Translocation réciproque

Les translocations réciproques résultent de cassures qui surviennent classiquement au
niveau des chromatides de deux chromosomes non homologues (point de cassure en dehors de
la région juxta-centromérique) suivies d’un échange segmentaire réciproque entre ces deux

chromosomes donnant naissance a deux dérivés (Figure 5c, d).

Elles sont responsables d’anomalie de la reproduction, de stérilité, de fausses couches
spontanées a répétition ou la naissance d’un enfant polymalformé car les translocations

empéchent le déroulement normal de la méiose.
¢ Translocation robertsonienne

Les translocations robertsoniennes se produisent entre deux chromosomes acrocentriques
(chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22) dont le bras court de trés petite taille ne code que pour des

genes repeétes.

11
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La translocation consiste en une fusion des chromosomes avec perte des bras court, sans

aucune conséquence clinique directe pour le sujet porteur.
Les deux chromosomes impliqués :

- Soit ils fusionnent par leurs centroméres (fusion centromérique) formant un
chromosome monocentrique.
- Soit par cassures dans les régions juxta-centriques des bras courts, puis fusion entre

ces deux bras courts formant ainsi un chromosome dicentrique (95% des cas).

Cette anomalie aboutit a des gamétes déséquilibrés avec des zygotes monosomiques ou
trisomiques (en effet ce type de translocation responsable des formes familiaux de trisomie 13
et 21) (Skinner et Fritz, 1985).

> Insertion

Il s’agit d’un cas particulier de translocation, avec transfert d’un segment chromosomique

intercalaire a I’intérieur d’un autre bras chromosomique.

Une insertion peut étre directe si le fragment garde son orientation par rapport au

centromére ou inversée. Cette derniére est trés instable en méiose (Figure 5¢).

12
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Figure 5. Principaux mécanismes d’apparition des remaniements chromosomiques équilibrés
(Turleau et Prieur, 2000)
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1.4 Chromosomes sexuels ou gonosomes

Les chromosomes sexuels, appelés encore gonosomes, sont des chromosomes a part. lls
sont le siege de nombreuses différences entre hommes et femmes via leur réle dans la

détermination et le dimorphisme sexuel.
1.4.1 Origine et évolution des chromosomes sexuels

Les chromosomes sexuels chez I’&tre humain, tels que nous les connaissons aujourd’hui,
dérivent d’une paire d’autosomes dont I’'un des deux chromosomes a subi initialement une
mutation au niveau du gene SOX3 (Foster et Graves, 1994 ; Lahn et Page, 1999 ; Lahn et al.,
2001). Cette mutation a probablement été préservée par force sélective, ce qui a fait en sorte
que les inversions, les mutations, les délétions et les additions qui ont forgé les chromosomes
X et Y ont été conservés (Lahn et al., 2001) (Figure 6). Ainsi, sur I’'un des deux autosomes
ancestraux, le proto-Y, le géne SOX3 est devenu SRY alors que le proto-X a conservé la
séquence originale de SOX3. Le moment de cet évenement est toutefois controversé : les
publications initiales le placaient il ya environ 290 a 350 millions d’année (Lahn et Page,
1999), alors que les données plus récentes indiquent que cela aurait plutét lieu il ya 165
millions d’années (Veyrunes et al., 2008). Le proto-X et le proto-Y ont progressivement
arrété de recombiner pour arriver a la situation actuelle chez I’homme ou le X et le Y ne

recombine plus qu’au niveau de deux petites régions pseudo-autosomales PAR1 et PAR2.

14
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1.4.2 Structure des chromosomes X et Y

Le chromosome Y est I'un des petits chromosomes humains (d’environ 60Mb), qui ne
représente que 2 a 3% du génome humain. Il est constitué d’une grande portion
d’hétérochromatine et ne comporte donc que peu de génes, environ cent géenes traduits en
protéine (Skaletsky et al., 2003 ; Ross et al., 2005), en plus de nombreux pseudogenes
(Dunham et al., 1999 ; Hattori et al., 2000 ; Deloukas et al., 2001).

Le chromosome X, quant a lui, compte 1098 genes et 700 pseudogenes (Ross et al., 2005).
A titre de comparaison, le chromosome 2 contient 1346 génes encodant des protéines et 1239
pseudogenes (Hillier et al., 2005) ; il faut cependant noter qu’il est le deuxieme plus grand

chromosome chez I’humain.

Les régions d’homologie les plus connues entre les gonosomes sont situées aux extrémités
de ceux-ci : ce sont les régions pseudoautosomiques (PAR) du bras court (PAR1) et du bras
long (PAR2) (Cooke et al., 1985 : Kvaloy et al., 1994) (Figure 7).
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Figure 7. Structure de chromosome X et Y (Karcanias et al., 2007)
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Les régions PAR jouent un rdle capital lors de la méiose. En effet, c’est normalement

uniquement par ces deux petites régions que les chromosomes X et Y peuvent s’apparier et se
recombiner. L’appariement des gonosomes au niveau de la région PARL1 est nécessaire au bon
fonctionnement de la méiose | chez I’homme puisque une délétion de cette région entraine
I’infertilité (Mohandas et al., 1992).

Le chromosome Y contient une région qui lui est propre (MSY : Male Specific Y

chromosome). Cette partie ne recombine jamais avec le chromosome X. Elle constitue prés de
95% de la longueur du Y (Skaletsky et al., 2003).
Elle est constituée d’une région euchromatique (transcriptionnellement active), d’environ
23Mb, et d’une grande région hétérochromatique (transcriptionnellement inactive), de taille
variable selon les individus (environ 30Mb) (Skaletsky et al., 2003 ; Ravel et al., 2006 ; Li et
al., 2008) (Figure 8).
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Figure 8. Schéma de la structure du chromosome Y (Krausz et McElreavey, 1999)
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La région euchromatique est constituée de 3 types de séquences :

- Les séquences X-transposées (3.4Mb), qui représente plus de 99% d’homologie avec

le chromosome X ;

- Les séquences X-dégénérées (8.5Mb), riches en genes présents en copie unique sur le

chromosome Y, et en pseudogénes qui possedent des homologues sur le chromosome

X,

- Les séquences ampliconiques (10.2Mb), qui sont des séquences répétées de grande

taille présentant plus de 99.9% d’identité intra-chromosomique (Skaletsky et al.,

2003 ; Ravel et Siffroi, 2009) (Figure 9).

Dans cette région, on trouve le géne SRY (Sex-determining region Y), localisé sur le bras

court du chromosome Y, au niveau de la bande pll1.3 (Sinclair et al., 1990), qui est

responsable de la différentiation testiculaire (Zenteno et al., 1997).

A I’heure actuelle, 27 génes ont été identifiés sur le chromosome Y, 9 sur le bras court et 18

sur le bras long. Parmi ces 18, 12 sont exprimés de fagcon spécifique dans les testicules et sont

nécessaires a la production de spermatozoides normaux (Cram et al., 2006).

La région euchromatique renferme également une région impliquée a la spermatogénese,

nommé AZF (Azoospermia factor). Elle est localisée dans la partie terminale euchromatique

du chromosome Y, en Y(q11.23 (Tiepolo et Zuffardi, 1976).
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Figure 9. Répartition des trois classes de séquence de I’euchromatine du chromosome Y

(Skaletsky et al., 2003)
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1.4.3 Inactivation du chromosome X chez la femme

En 1961, Mary Lyon émettra une hypothese qui révolutionnera la génétique :
I’inactivation, au hasard, de I’un des deux chromosomes X dans les cellules somatiques chez
la femme (Lyon, 1961). La nécessité d’inactiver un chromosome X chez la femme vient du
fait que les chromosomes X et Y n’ont pas le méme contenu génique suite a leur évolution
particuliere. Sans cette inactivation, les femmes se retrouveraient avec une dose plus élevée de
produits d’expression des genes spécifiques au chromosome X comparativement aux hommes
(Lyon, 1998).

L’inactivation du X (nommé corpuscule de Barr), s’effectue au hasard sur le chromosome
maternel ou paternel, de sorte que I’on trouve chez la femme une proportion a peu pres égale
de cellules avec le X maternel inactif et de cellules avec le X paternel inactif. Le X inactif le
restera pour toutes les divisions mitotiques subséquentes et ne sera réactivé que dans les
cellules germinales féminines (Sugimoto et Abe, 2007). Chez I’embryon féminin, un
chromosome X sera de nouveau inactivé autour du stade de 8 cellules (Van Den Berg et al.,
2009).

Le géne XIST, situé dans le centre d’inactivation en Xqgl3, est responsable de
I’inactivation du chromosome X. Ce gene non traduit en protéine reste sous forme d’ARN
dans les cellules afin d’initier le processus d’inactivation, qui se propage sur toute la longueur
du chromosome X a partir du centre d’inactivation (Lyon, 1998). Des modifications
épigénetiques seront par la suite instaurées afin de rendre I’inactivation permanente (Jeppesen
et Turner, 1993 ; Gilbert et Sharp, 1999 ; Boggs et al., 2002) (Figure 7).

Parmi les genes du chromosome X qui doivent échapper a I’inactivation, on trouve les
génes ayant des homologues sur le chromosome Y (les génes des régions PARL, puisque leur
dosage génique est identique chez les individus XX et XY et certains génes dans les régions
PAR2 par exemple, les génes WASHG6P et IL9R restent actifs tant sur le X inactif que sur le
Y) (Ciccodicola et al., 2000). On estime qu’environ 15% du contenu génique total du

chromosome X échappe a I’inactivation (Carrel et Willard, 2005).
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Chapitre2 : Stérilité masculine d’origine
chromosomique

La stérilité ou bien I’infertilité est un probleme de couple, cette situation concerne 25% des
couples souhaitant procréer et qui n’arrivent pas a concevoir un enfant au bout d’un an. 15%
des couples infertiles cherchent un traitement médical a leur infertilité et moins de 5% restent
sans enfant alors que les causes des infertilités masculines sont déterminées dans 30-50% des
couples infertiles (Dohle et al., 2007 ; Gunby et al., 2009 ; Bashamboo et al., 2010).

2.1 Définitions

L’infertilité est classiquement définit comme I’incapacité pour un couple d’obtenir une

grossesse apres au moins douze mois de rapports non protégés (Schlosser et al., 2007).

Quant a la notion de « stérilité », elle correspond a une fertilité nulle ou a une incapacité
totale et définitive a procréer (Levy et al., 2010). Cette notion a largement évolué ces
derniéres années. Par exemple, les hommes azoospermes étaient considérés comme stériles
jusqu’a I'apparition de méthodes de fécondation comme I’injection intracytoplasmique de
spermatozoides intratesticulaires (Silber et al., 1994). Le terme qui devrait étre employé
maintenant est celui « d’infertilité », qui recouvre donc la réalité de la pathologie des couples
(De Mouzon, 2011).

Parfois, on utilise le terme « d’hypofertilité » pour décrire un couple dont I’aptitude a
concevoir n’est pas optimale (De Mouzon, 2011).

La stérilité ou bien I’infertilité est dite "primaire” lorsque le couple n’a jamais congu et
"secondaire” lorsqu’il ya déja eu une ou plusieurs grossesses a terme (Hazard et Perlemuter,
2000).

2.2 Epidémiologie

La stérilité touche un nombre croissant de couples en age de se reproduire. On explique ce
phénoméne par une plus grande initiative des couples stériles a dévoiler leur stérilité et, de ce

fait, a consulter un médecin et/ou par une augmentation réelle de I’incidence de cette maladie.
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Dans le monde, plus de 70 millions de couples souffrent d’infertilité (Boivin et al., 2007),
soit une prévalence de 9% (Boivin et al., 2007 ; Coutton et al., 2012). Elle est due a des
facteurs féminins, masculins ou une combinaison des deux dans respectivement 30%, 20% et
40% des cas. Il reste 10% des cas de cause indéterminée ou dite « idiopathique » (Huyghe et
al., 2008 ; Marcelli et al., 2009 ; Coat et al., 2011).

Le taux de la stérilité masculine varie d’une région a une autre. Il est de I’ordre de 26-32%
en UK (Leke et al., 1993 ; Fisch et Goluboff, 1996 ; Auger et Jouannet, 1997), 27.7% en
Australie et NewZeland (Wang et al., 2009), 36% en Afrique du Sud, Indonésie et Filand
(Leke et al., 1993 ; Fisch et Goluboff, 1996 ; Auger et Jouannet, 1997 ; Mehta et al., 2006),
38.9% en Iran (Malekshah et al., 2011), 42.4% a Nigeria (Ikechebelu et al., 2003). En France
cette prévalence est augmentée jusqu’au 59% (Thonneau et al., 1991), alors qu’au Canada,
elle se situe entre 30-40% (Gungy et al., 2009).

Au Maghreb, les taux sont similaires. Les études maghrébines montrent que la stérilité est
d’origine masculine dans environ 30% des cas (Huyghe et al., 2008). Selon les enquétes
nationales menées par le ministére de la santé de la population et de la réforme hospitaliére
entre 1992 et 2002, I’Algérie compte plus de 300.000 couples souffrant de stérilité, soit une
proportion de 10% a 12% de la population ciblée (Hamdi, 2013).

2.3 Etiologie

La stérilité masculine est multifactorielle et les étiologies peuvent étre regroupées en
causes génétiques et non génétiques. Cependant, dans environ 40% des cas, la cause de la
stérilité reste inconnue ou idiopathique (Agata, 2010).

La stérilité masculine est diagnostiquée sur la base des parametres spermatiques.

¢ Paramétres spermatiques

L’organisation mondiale de la santé a établi des critéres pour I’évolution des parameétres du
sperme des hommes infertiles basés sur la concentration du sperme, la mobilité et la

morphologie des spermatides (Tableaul).
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Tableau 1. Paramétres spermatiques définis selon les criteres de I’OMS (WHO, 1999)

Type d’infertilité Paramétres spermatiques

Concentration Mobilité Morphologie

(10%/ml) (%) normale (%)

Oligospermie <20 Normal Normal
- Modérée > 5 mais > 20 Normal Normal
- Sévere <5 mais>1 Normal Normal
- Tres sévére <1 Normal Normal
Asthénozoospermie Normal <50 Normal
Tératozoospermie Normal Normal <30
OligoAsthénoTeratozoospermie <20 <50 <30
Azoospermie Pas de spermatozoides dans I’éjaculat
Aspermie Pas d’éjaculat
Leucospermie Présence de polynucléaires dans le sperme
Neécrozoospermie Altération de la vitalité des spermatozoides
Parameétres spermatiques
normales >20 >50 >30

- Oligospermie : Caractérisé par un nombre de spermatozoides inferieur a la normale
(£ 20millions/ml) (WHO, 1999). Elle constitue I’anomalie de spermatozoide la plus
fréquente. Elle est presque toujours associée a une asthénozoospermie et tératozoospermie :
on parle alors d’oligo-asthéno-tératozoospermie (OAT).

- Azoospermie : Absence de spermatozoides dans I’éjaculat
v’ Sécrétoire (ou non obstructive) : Pas de spermatogénese ou incompléte.

v' Excrétoire (ou obstructive) : Spermatogénese conservée mais spermatozoides non excrétés
dans le sperme a cause d’un obstacle dans les voies excrétoires (épididyme, canaux déférents,
canaux éjaculateurs).

- Asthénozoospermie : Défaut de mobilité des spermatozoides (moins de 50%).

- Nécrozoospermie : Caractérisée par un pourcentage élevé de spermatozoides morts
(>50%). Elle est souvent due a des infections (Hazard et Perlemuter, 2000 ; Zorn et Savale,
2005).

- Leucozoospermie : Plus de 1 million de leucocytes par millilitre de sperme. Il ya une
auto-immunisation contre les propres spermatozoides de I’individu.

- Tératozoospermie : Définit par un taux anormalement élevé de spermatozoides
anormaux. En dessous de 30% de formes typiques, on parle donc de tératospermie. Les
anomalies peuvent intéresser toutes les parties du spermatozoide (téte, flagelle) et sont
généralement dues & un dysfonctionnement de la spermatogénese.

- Aspermie : Absence d’éjaculat (éjaculation rétrograde).

22



Chapitre2: Stérilité masculine d'origine chromosomique

¢ Causes génétiques

L’infertilité masculine d’origine génétique pourrait concerner pres de 1 homme sur 40
(Tuttelman et al., 2011). Parmi les causes génétiques actuellement bien établies, on trouve les
anomalies chromosomiques (autosomiques ou gonosomiques) détectées dans 1.9 a 12% des
cas, les microdélétions du chromosomes Y dans 8.2% des cas et les mutations du gene CFTR
(Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) dans 2% des cas (Aittomaki et al.,
2004 ; Agata, 2010 ; Coutton et al., 2012).

¢ Facteurs influengant la spermatogénese

> Age paternel

Le déclin de la fertilité des hommes avec I’age est une question encore mal comprise.
Cependant, des nouvelles données laissent a penser qu’un age supérieur a 55ans diminuerait
nettement les chances d’avoir un enfant ou provoquerait un risque accru d’avoir un enfant
anormal (Lansac et Guérif, 2005). Il est établi que I’age est responsable d’une altération de la

spermatogénese (Brzakowskia et al., 2009).

» Facteurs urologiques

Des antécédents traumatiques, de torsion testiculaire uni-ou bilatérale, une cryptorchidie
opérée ou non constituent un facteur de risque d’azoospermie (x5). La présence d’une
varicocéle multiplie le risque d’oligoasthénozoospermie par 4. Les antécédents d’infection
sexuellement transmissible multiplient le risque d’infertilité par 2 (Thonneau et al., 1992 ;
Weber et al., 2005).

> Environnement

Des effets néfastes sur la fonction reproductrice masculine ont également été reliés a une
exposition professionnelle a des radiations, a des températures élevées ainsi qu’a des produits
chimiques comme le plomb, le chlordécone et le dibromochloropropane (DBCP) (Thomas,
1996). La concentration en spermatozoides tend a diminuer dans les régions les plus
industrialisées (Lopez-Teijon et al., 2008). L’équipe de Zheng et coll. observe une diminution
du nombre de spermatozoides par éjaculat dans la population danois nés 1950 par rapport a
ceux nés avant cette date, suggérant une plus grande exposition a des facteurs
environnementaux toxiques (Zheng et al., 1997).
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» Habitudes de vie

Plusieurs études ont démontré que le tabagisme peut altérer les parametres du
spermogramme et I’intégrité de I’acide désoxyribonucléique (ADN) des spermatozoides
(Kunzle et al., 2003 ; Ragheb et Sabanegh, 2009).

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

Le manque d’exercice et une mauvaise habitude alimentaire sont des facteurs de risque de
I’obésité. Les hommes souffrant d’embonpoint ou d’obésité présentent souvent un profil
altéré des hormones de la reproduction se caractérisant entre autres par un taux diminué de
testostérone. Ils sont également plus a risque d’éprouver des problémes érectiles (Chavarro et
al., 2010).

Certains médicaments ont une incidence directe ou indirecte sur la fertilité s’ils sont
utilisés transitoirement, la perturbation est réversible le plus souvent. Certains cytotoxiques ou
la radiothérapie utilisée dans les traitements des cancers ont une toxicité irréversible obligeant
la cryopréservation des gametes (Schmidt et al., 1999 ; De la calle, 2001).

2.4 Stérilité et spermatogénese

La spermatogénese est un processus complexe et hautement coordonné dans lequel les
spermatogonies diploides (2n) se différencient en spermatozoides haploides (1n) matures dans

I’épithélium séminifere (Hartl et Jones, 2003 ; Hermo et al., 2010).

Les spermatogonies subissent plusieurs divisions mitotiques et assurent ainsi la réserve de
cellules souches et la production de cellules pouvant entrer dans le cycle méiotique (Hess et
Renato de Franka, 2008). Donc, la spermatogénése se produit de maniere continu a la puberté
jusqu’a la mort. Cette ontogénése est fondamentale, puisqu’elle conditionne la fertilité de
I’individu adulte et la masculinisation des organes génitaux (Rouiller-Fabre et al., 2008).

Au moment de la puberté, des spermatogonies donnent chacune naissance a deux cellules
intermédiaires, les spermatocytes | (cellules diploides 2n). Ce sont ces dernieres qui, apres
réplication de leur ADN, entrent en méiose (Hess et Renato de Franka, 2008).
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Les spermatocytes | répliquent leur ADN peu aprés leur formation et subissent une longue
prophase, de 22 jours environ, pendant laquelle les modifications de la chromatine nucléaire
permet d’identifier les stades pré-leptoténe, leptoténe, zygotene, pachyténe et diploténe
(Figure 10).

La premiére division meiotique (division réductionnelle) survient aprés le stade diploténe,
avec formation de deux spermatocytes Il (cellules haploides n), c’est cette étape précise de la
méiose que se produit le crossing-over (Bourgeron et al., 1996).

Au cours de la deuxiéme division meiotique (division équationnelle), les deux
spermatocytes Il se divisent rapidement en quatre spermatides haploides (n) (Poncelet et Sifer,
2011).

Les spermatides débutent alors la spermiogénese (processus pour lequel les
spermatozoides matures sont formés). Elle se caractérise par la condensation du noyau, la
formation de I’acrosome, et le développement du flagelle et de la piéce intermédiaire
(Bourgeron et al., 1996 ; De Krester, 2007).

Chez I’homme, le temps nécessaire a la formation d’un spermatozoide a partir d’une
spermatogonie est environ 74 jours (Seifer et al., 1999 ; Franca et al., 2005).

Le mauvais fonctionnement d’une de ces étapes peut altérer la spermatogénese et causer la
stérilité chez I’lhomme (Bourgeron et al., 1996).
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Figure 10. Schéma des différentes étapes de la spermatogenése (Bourgeron et al., 1996)
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2.4.1 Controle neuro-endocrinien de la fonction testiculaire

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

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

stimuler la biosynthése de la testostérone (Liu et Handelsman, 2003).

La testostérone assure le maintien de la spermatogenése via son action sur les cellules de
Sertoli. La présence de récepteurs fonctionnels aux androgenes sur les cellules de la lignée
germinale est encore aujourd’hui controversée. Cependant, certaines études ont démontré que
I’expression de ces récepteurs est spécifique a I'état de développement des cellules
germinales. Des techniques comme I’'immunofluorescence ont permis de détecter la présence
de récepteurs aux androgenes sur les spermatozoides humains, ce qui porte a croire que ceux-
ci pourraient jouer un r6le tét dans la spermatogenése (de Krester 2007 ; Wang et al., 2009).
La testostérone exerce également un réle dans la boucle de rétrocontrdle en inhibant la
sécrétion de LH et de GnRH par I’hypophyse et I’hypothalamus respectivement. L’inhibine,
une protéine sécrétée par les cellules de Sertoli, exerce un rétrocontrle sur les cellules de

I’hypophyse antérieure pour diminuer la sécrétion de la FSH (Reznik, 2007) (Figure 11).
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Figure 11. Schéma des différentes composantes de I’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire
(Quang Nhuan, 2002)

2.5 Anomalies chromosomiques induisant la stérilité masculine

Depuis quelques décennies, I’essor de la cytogénétique a permis de montrer que les
anomalies chromosomiques constituent une cause majeure de la stérilité masculine (Martin,
2008). En effet, plusieurs équipes ont démontré que les hommes infertiles présentent 10 a 15
fois plus d’anomalies chromosomiques que la population générale (De Braekleer et Dao,
1991 ; Morel et al., 2004).

Il a été montré que 10% a 20% des hommes azoospermiques et 5% a 7% des hommes
oligozoospermiques ont une anomalie du caryotype (De Braekeleer et Dao, 1991 ; Van
Assche et al., 1996 ; Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine,
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2008). Sur I’ensemble de la population stérile masculine, 5.8% auraient une anomalie
chromosomique explicative : 80% concernant les gonosomes et 20% les autosomes (Bhasin,
2007).

2.5.1 Anomalies de nombre : Cas des gonosomes
2.5.1.1 Syndrome de Klinefelter

Le syndrome de Klinefelter appartient aux polygonosomies, anomalies par excés de
matériel genétique intéressant les chromosomes sexuels. Dans ce syndrome, décrit pour la
premiére fois en 1942 par Harry Klinefelter, il existe un ou plusieurs chromosome (s) X
supplémentaire (s) qui surajoute (nt) a la formule masculine (46,XY), aboutissant dans 80%
des cas a la formule (47,XXY) (Gasman et al., 2001). Dans les autres cas, il s’agit
d’apparentés au Klinefelter sous la forme en mosaiques ou d’autres combinaisons (par
exemple 48, XXXY ou 48, XXYY) (Morali et Bénézech, 2008).

Le syndrome de Klinefelter est I’aneuploidie des gonosomes la plus fréquente chez les
hommes, survenant chez environ 0.1%-0.2% des nouveaux nés de sexe masculin. La
prévalence de syndrome de Klinefelter chez les hommes infertiles est tres élevé, pouvant aller
jusqu’a 5% en oligozoospermie sévere et 10% en azoospermie (Vialard et al., 2009). La
fréquence augmente avec I’age maternel (Morali et Bénézech, 2008). Il est remarquable de
noter que le diagnostic est souvent fait tardivement, voire jamais. On estime que seuls 25%

des cas de syndrome de Klinefelter seraient de fait diagnostiqués (Bojesen et Gravholt, 2007).

2.5.1.1.1 Syndrome de Klinefelter libre et homogéne

Le syndrome de Klinefelter est dit "homogeéne" lorsque toutes les cellules diploides de
I’individu sont porteuses de I’'anomalie. Le caryotype de I’individu atteint est de formule

chromosomique (47,XXY) dans les cas les plus fréqguemment observés (Gasman et al., 2001).

L’anomalie chromosomique survient le plus souvent avant la fécondation au cours de la
méiose paternelle ou maternelle. Les études suggérent que I’erreur est survenue au cours de la
méiose | maternelle dans 25% des cas, de la méiose Il maternelle dans 15% des cas et de la
méiose | paternelle dans 51% des cas (Hall et al., 2006 ; Hassold et al., 2007).

Cette aneuploidie est causée par une non-disjonction d’un des deux chromosomes d’une
méme paire. Lors de la non-disjonction en méiose I, les deux chromosomes homologues
migrent vers le méme pOle et les gamétes formées possedent deux ou aucun des chromosomes

de cette paire. Ces gametes donneront naissance aprés fécondation, a des descendants
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trisomiques (le cas de syndrome de Klinefelter 47,XXY) ou monosomiques (Turleau et
Vekemans, 2010). L’ impact de cette non-disjonction est plus lourd puisque toutes les cellules
filles seront aneuploides (Stefanidis et al., 2011). Tandis qu’au niveau de la méiose 11, la non-
disjonction correspond & la non séparation des chromatides sceurs, aprés fécondation, les
cellules seront trisomiques, disomiques (normale) ou monosomiques (Turleau et Vekemans,
2010).

La non-disjonction méiotique est associée a une diminution de la recombinaison génétique
entre les chromosomes (Warren et al., 1987). Cela varie considérablement d’un chromosome
a l'autre. Par exemple, la réduction est trés prononcée dans le syndrome de Klinefelter
d’origine paternelle. En effet, dans ce cas, la carte génétique de la région pseudo-autosomique
est réduite de 50 cM a 10cM (centiMorgan) (Hassold et al., 1991).

Autre mécanisme peut expliquer la malségrégation méiotique est la séparation prématurée
des chromatides-sceurs de I’'un des chromosomes homologues. Ce mode de la non-disjonction
passe souvent de fagon inapercu dans le processus méiotique humain (anaphase de la méiose
I). Cette anomalie peut conduire a la formation de gametes avec une chromatide en plus ou en
moins a la fin de la méiose Il (Turleau et Vekemans, 2005 ;Vialard et Pellestor, 2008) (Figure
12).

Séparation prématurée
des chromatides en M1

Figure 12. Mécanisme de séparation prématurée des chromatides-sceurs de I’un des

chromosomes homologues en méiose | (Turleau et Vekemans, 2005)
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2.5.1.1.2 Syndrome de Klinefelter en mosaique

Le syndrome de Klinefelter est dit "en mosaique" lorsqu’une partie seulement des cellules
diploides sont porteuses de I’anomalie, les autres étant le plus souvent génétiquement
normales ou d’une autre formule génétique (46,XY/47,XXY ou 48,XXXY) (Levy et al.,
2010). Cette forme du syndrome de Klinefelter résultent le plus souvent d’une non-disjonction

mitotique post-zygotique dans moins de 10% des cas (Hall et al., 2006 ; Hassold et al., 2007).
2.5.1.1.3 Syndrome de Klinefelter et la stérilité

Les hommes avec syndrome de Klinefelter sont généralement stériles a cause d’une
insuffisance testiculaire primaire. A la puberté, les testicules sont encore infantiles, il peut y

avoir une gynecomastie et une obésité.

Dans 90% des cas de syndrome de Klinefelter homogeéne, il existe une azoospermie ou une
oligozoospermie trés sévere. Les sujets présentant un syndrome de Klinefelter en mosaique
(46,XY/47,XXY) peuvent produire des spermatozoides en quantité variable (Levy et al.,
2010).

Depuis le développement de I’injection intracytoplasmique d’un spermatozoide (ICSl), de
nombreux patients présentant un syndrome de Klinefelter ont pu concevoir des enfants avec
spermatozoides éjaculés ou testiculaires (Friedler et al., 2001 ; Komori et al., 2004 ; Akashi et
al., 2005; Kyono et al., 2007). Cependant, le risque de concevoir un enfant porteur
d’aneuploidie est significativement plus élevé, notamment un enfant (47,XXY) (Fiedler et al.,
2001 ; Ferlin et al., 2006), car le nombre de spermatozoides porteurs d’aneuploidie est

augmente.

2.5.1.2 Syndrome XYY

Le caryotype XYY est la deuxiéme aneuploidie la plus fréquente des chromosomes
sexuels. L’incidence est de 1 pour 1000 de I’ensemble des naissances vivantes de sexe
masculin (Torniero et al., 2011).

Les hommes porteurs sont phénotypiquement normaux, et ils sont généralement grands
(plus de 2 metres). L’origine de ce trouble est une non-disjonction paternelle a la méiose 11
dans 85% des cas (Robinson et Jacobs, 1999).

31



Chapitre2: Stérilité masculine d'origine chromosomique

Les hommes (47,XYY) sont pour la plupart féconds. La perte pré-méiotique du
chromosome Y surnuméraire permet la réalisation de la spermatogénese et la production de

spermatozoides normaux (Gabriel-Robez et al., 1996 ; Rives et al., 2003).

Cependant, le chromosome Y surnuméraire peut persister durant la méiose et son
élimination tardive perturberait le processus méiotique, qui serait donc responsable de la
déplétion en gametes matures et expliquerait directement I’infertilité de certains hommes
XYY (Rives, 2006).

2.5.1.3 Homme 46,XX

L’anomalie chromosomique (46,XX) est observée essentiellement chez les hommes
azoospermiques avec une fréquence de 0.9% (environ un individu sur 20.000) (Mau-
Holzmann, 2005). Le phénotype est semblable au syndrome de Klinefelter, mais avec une

taille normale et une intelligence intacte.

Dans la plupart des cas (90%), le géne SRY (Sex determining region Y chromosome) est
transloqué sur le chromosome X, mais ces hommes XX, SRY+ présentent systematiquement
une stérilité liée a une azoospermie et a une atrophie testiculaire (Levy et al., 2010).

2.5.2 Anomalies de structure du chromosome Y

Elles impliquent toutes, a des degrés divers, le chromosome Y. Malgré sa petite taille, ces
anomalies ont pu étre observées au caryotype et leur relation avec le phénotype d’infertilité a
permis d’assigner a certaines regions du chromosome Y un role majeur dans la

spermatogénese.
2.5.2.1 Translocations Y-autosome ou X-Y

Le chromosome Y peut étre impliqué dans des translocations avec le chromosome X, un
autosome, ou un autre chromosome Y surnuméraire. La frequence des translocations (Y-
autosomes) est estimée a 1/2000 hommes (Powell, 2005). Une Iégére prépondérance de ces
translocations a été observée dans la population des hommes oligozoospermiques (0.2%)
(Mau-Holzmann, 2005). Ces translocations affectent le bras court ou le bras long du
chromosome Y. Si la cassure chromosomique se produit dans la partie distale du bras long
dans la région hétérochromatinienne, les hommes restent fertiles ; en revanche, si la cassure se
produit dans I’euchromatine, les hommes deviendraient alors infertiles du fait de la perte ou
de I’altération de genes de la spermatogenése (Delobel et al., 1998 ; VVogt, 2005).
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2.5.2.2 Chromosome Y isodicentrique

Le chromosome Y isodicentrique (idic(Y)) est I'une des anomalies de structure du
chromosome Y les plus fréquemment retrouvées (Hsu, 1994). Il s’agit d’un isochromosome
qui contient deux copies du centromere, séparées par un fragment de la région proximale
adjacente au point de cassure. Quant au bras chromosomique, I’un des bras est dupliqué et
I’autre est absent. Ces chromosomes étant instables, ils sont souvent retrouvés en association
en mosaique avec une lignée cellulaire (45,X0) (Abdelmoula et Amouri, 2005 ; Bettio et al.,
2006).

Des phénotypes variés d’infertilité ont été décrits avec des chromosomes Yp ou Yq
isodicentriques. La prédiction des conséquences phénotypiques est souvent difficile du fait de
la diversité des séquences génomiques concernées par les duplications et les délétions, de
degrés variables de mosaicisme (Levy et al.,, 2010). Selon une étude de 78 cas de
chromosome Y isodicentriques, il n’a pas été possible d’établir la corrélation génotype-
phénotype (Abdelmoula et Amouri, 2005). Ces sujets sont en effet porteurs de délétions
variables du bras long du chromosome Y. Quand la zone AZF est perdue, une infertilité avec
azoospermie est observée (Vogt, 2005).

Les manifestations cliniques sont diverses, allant d’un phénotype féminin turnérien
(présence de deux bras longs et absence de SRY) a un phénotype masculin quasi normal avec
azoospermie, en puissant par une ambiguité sexuelle ou une réversion sexuelle (Abdelmoula
et Amouri, 2005 ; DesGroseilliers et al., 2006).

2.5.2.3 Chromosome Y en anneau

Il s’agit d’un chromosome auquel il manque au moins I’extrémité terminale des bras courts
et longs, et potentiellement une portion supplémentaire en Yp et/ou Yq. La taille de ce dernier
et la nature des genes qu’il contient conditionneront ensuite le phénotype (Ravel et Siffroi,
2009).

Les hommes stériles porteurs de cette anomalie caryotypique ont un phénotype normale,
car ils présentent le plus souvent une mosaique avec une lignée cellulaire (46,XY) (Vogt et
al., 1995).

2.5.2.4 Inversion du chromosome Y

Les inversions du chromosome Y sont le plus souvent considérées comme des variants

sans conséquence phénotypique. Il s’agit d’anomalies plus rarement retrouvées dans la
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population générale mais un peu plus fréquemment chez les hommes infertiles présentant une

oligozoospermie avec une prévalence de 0.3% (Mau-Holzmann, 2005).

Les inversions péricentriques du chromosome Y (inv(Y)(p11gll)) sont le plus souvent
héritées. On estime qu’elles sont présentes a I’état de variant normal dans 0.06% des cas
(Zeuthen et Nielsen, 1973). Elles entrainent une infertilit¢ masculine lorsqu’elles sont
associées a une délétion dans la région AZF.

2.5.2.5 Microdélétions du chromosome Y

Les microdélétions du chromosome Y représentent également une cause fréquente
d’anomalies génétiques chez les hommes infertiles. Elles concernent 1 homme sur 2500 dans
la population générale (Fellmann, 2006), soit une prévalence de 7.6%. Cela concernerait
environ 10% des patients avec une azoospermie non obstructive et 6% des patients avec une
oligozoospermie sévere (Reijo et al., 1995 ; Simoni et al., 1998 ; Stouffs et al., 2008). Aucune
microdélétion n’a été mise en évidence chez les normospermes (paramétres spermatiques
normaux) (Kent-First et al., 1996).

Les délétions impliquent les régions AZF (Azoospermia factor) du bras long de
chromosome Y, qui sont subdivisées en trois locus : AZF a, b et c. Ces régions regroupent de
nombreux génes nécessaires a la spermatogénése dont DAZ1 (Deleted in azoospermia) qui fut
le premier identifié. Seule la moitié de ces genes ont une fonction connue (Vogt, 2005). Les
délétions de la région AZFc sont les plus fréquentes et sont associées a des phénotypes dont la
sévérité est variable. Les délétions des autres regions sont plus rares mais généralement plus

séveres (Foresta et al., 2001).
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Chapitre3 : Stérilité feminine d’origine
chromosomique

Les aberrations chromosomiques sont a I’origine de troubles de la reproduction (infertilité,
avortement précoces) (Pinton et al., 2003). On estime que 10% des femmes stériles présentent
de gametes génétiquement déséquilibrés (Layman et al., 2002) induisant une mortalité
précoce des embryons de plus de 8 semaines dans 50% des cas. En effet, 5% des mort-nés ont
un caryotype anormal et 0.5% des nouveau-nes sont porteurs d’anomalies chromosomiques
(Jacobs, 1990).

3.1 Prévalence

Le nombre absolu de couples infertiles augmente avec I’accroissement de la population.
Une étude menée par Mascarenhas et coll. en 2012 estime la prévalence de I’infertilité
féminine dans différents pays du monde. Pour I’infertilité primaire, elle peut aller de 0.6% au
Pérou jusqu’au 3.4% au Maroc, tant a I’infertilité secondaire, les taux varient de 8.7% au
Zimbabwe jusqu’au 32.6% a I’ Armeénie. Les femmes inclus dans cette étude sont &gées de 20-
49 ans (Mascarenhas et al., 2012) (Tableau 2).
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Tableau 2. Estimation du taux de prévalence de I’infertilité primaire et secondaire chez les
femmes agées de 20-49ans (Mascarenhas et al., 2012)

Pays Année Primaire Secondaire iy Ta'”?
d’échantillon
Prévalence (%) Nbre Prévalence (%) Nbre
des cas des cas
Arménie 2005 1.3 (0.9, 1.9) 3424 32.6 (27.8, 37.8) 647 5430
Bangladesh 2004 1.7 (1.4, 2.0) 8114 20.5(18.4,22.8) 3610 9737
Brésil 1996 1.6(1.3,2.1) 5668 16.7 (14.3,19.4) 1825 10075
Colombie 2005 1.5(1.2,1.8) 14159 15.9 (14.1,17.9) 4591 31047
Egypte 2008 3.1(27,35) 11495 14.7 (13.2,16.4) 4851 15891
Ethiopie 2005 1.3(0.9,1.7) 6617 11.7 (10.3,13.1) 4883 10818
Guatemala 1995 1.0(0.7,1.4) 6384 16.6 (14.9,18.4) 4379 9454
Inde 2005 2.7 (2.5, 2.9) 71095 24.6 (23.3,26.0) 22740 100430
Indonésie 2007 2.1(1.8,2.5) 24616 17.7 (16.2,19.3) 10479 31981
Jordanie 1997 2.5(2.0,3.1) 4087 9.8(8.1,11.7) 2591 5342
Kazakhstan 1999 1.1(0.7,1.7) 2410 25.9 (20.5, 32.2) 609 4022
Kenya 2003 1.0 (0.7, 1.5) 3508 11.6 (9.7,13.8) 2241 6375
Maroc 1992 3.4(2.7,4.1) 4059 10.8 (9.3,12.5) 2568 7111
Pérou 1992 0.6 (0.4,0.8) 7052 10.8 (9.5,12.3) 3756 12398
Philippines 2003 2.7 (2.1, 3.3) 6778 17.7 (16.0,19.5) 3302 10987
Moldavie 2005 3.2 (2.4,4.3) 3894 29.5 (25.0, 34.4) 708 6037
Turquie 2003 2.3(1.7,3.1) 3322 159 (12.4,20.1) 1084 7835
Tanzanie 2004 1.8(1.4,2.3) 4714 16.5(14.8,18.3) 3511 8032
Viét-Nam 2002 0.8 (0.6, 1.2) 4504 13.8 (10.0,18.7) 1059 5598
Zimbabwe 2005 1.2 (0.8, 1.6) 3567 8.7 (7.0,10.7) 2050 6777

IC a 95% est indiqué entre parenthése

3.2 Causes de stérilité féminine

Chez la femme, les causes de stérilité se répartissent classiquement entre les causes

tubaires (environ 30% des cas), I’endométriose (20%), les anovulations (30%) et les fausses

couches a répétition (10%). Les autres causes (10%) sont dites idiopathiques. Les anomalies

génétiques peuvent se situer a différents niveaux (Christin-Maitre, 2010). Elles peuvent

atteindre soit le nombre de chromosomes comme dans les monosomies ou les polysomies, soit

la structure des chromosomes, comme dans les translocations ou des délétions (Rives, 2006 ;
Christin-Maitre, 2010).

> Anovulations : Ils se caractérisent par I’absence d’ovulation ou d’une dysovulation.

De nombreux cas d’infertilité portent ce type d’anomalies. Ils peuvent étre dus a un

dysfonctionnement des ovaires eux-mémes (origine ovarienne) ou de I’axe hypothalamo-

hypophysaire (Hull et Cahill, 1998).



Chapitre3: Stérilité féminine d'origine chromosomique

» Endométriose : Elle se traduit par des localisations anormales de la muqueuse utérine

(ovaires, trompes, cavité péritonéale). Elle entraine une inflammation locale et crée une
résistance a la progestérone (Koch et al., 2012). La muqueuse utérine est impropre a la
nidation.

> Obstacles mécaniques : Au niveau des trompes ou de I’utérus, ces obstacles peuvent
étre la conséquence d’infections génitales ou survenir a la suite de manceuvres
gynécologiques (aprés grossesse extra-utérine, interruption volontaire de grossesse).
L’obstacle utérin peut avoir aussi pour origine une malformation (Gruszka et al., 2012), des
polypes ou un fibrome. Ces obstacles vont empécher la fécondation, voire la nidation.

» Obstructions tubaires: Ils sont particulierement liés aux infections génitales
(Chlamydia trachomatis et Neisseria gonorrhoeae) (Paavonen et Eggert-Kruse, 1999). Le
risque multiplierait par 32.1% pour une infertilité primaire et par 22% pour une infertilité
secondaire (Lansac et Guerif, 2005).

> Fausse couche a répétition : Il est connu que plus de 50% des produits de fausse
couche présentent une anomalie génétique (ESHRE Capri workshop group, 2008). Parmi ces
50%, les analyses montrent une répétition suivante : 9% sont une monosomie (45,X0), 30%
une trisomie, 10% sont triploides ou tétraploides et 2% ont des réarrangements de structure.
Cette pathologie touche environ 1% des couples qui souhaitent concevoir (Christin-Maitre,
2010).

> Autres facteurs de risque :

> Facteurs hygiéno-diététiques : Tabac et I’exces d’alcool (Berthiller et Sasco, 2005),
poids extrémes (obésité, anorexie) (Stewart et al., 1990) et un régime alimentaire riche en
acide gras oméga-3 et des micronutriments, comme la vitamine D ont révélé un impact sur la
fertilité (Mmbaga et Luk, 2012).

> Effet de I’age maternel : L’age de la femme représente la cause la plus fréquente de
la stérilite (Evers, 2002). En effet, la fécondité est maximale a I’&ge de 25ans pour devenir
presque nulle & 45ans (Lansac et Guérif, 2005). Dans la plupart des études, une corrélation
positive trés nette entre le vieillissement maternel et le taux aneuploidies a été notée
(Pellestor, 2004 ; Pellestor et Hamamah, 2007). Pour d’autres, le plus jeune age est plus
incriminé surtout lorsqu’il s’agit d’une monosomie (45, X0) (Amiel et Kidrai, 1996).
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3.3 Stérilité et ovogéneése

Chez la femme, I’ovogénése est un processus discontinu qui débute in utero par la
multiplication mitotique des ovogonies (cellules primordiales & 2n) vers la 8 ™ semaine de
grossesse (Thiry et Poncin, 2005 ; Oktem et Oktay, 2008). A la 20 “™ semaine, le stock

d’ovogonies chez les feetus atteint environ 7 millions de cellules.

Les divisions mitotiques diminuent alors et s’arrétent complétement & la 28 *™ semaine de
grossesse. Durant cette période de temps, de trés nombreuse ovogonies sont éliminées
(atrésie), et les autres commencent leur entrée en méiose (Hirshfield, 1991) pour devenir des
ovocytes qui migrent dans la lumiére de I’ovaire (Grier, 2000). Le processus de
folliculogénese commence a I’initiation de la méiose (Grier, 2000).

Les ovocytes | (cellule diploide 2n) entrent en méiose (Ravaglia et Maggese, 2003) mais
restent bloqués au stade diploténe de prophase de la premiére division méiotique (Patifio et
Sullivan, 2002), et ne reprendront qu’au moment de la puberté. Durant cette phase, I’ovocyte
accumule des réserves nutritives et s’entoure d’une enveloppe folliculaire formant ainsi un

follicule ovarien.

A la naissance, le pool de cellules gamétiques d’une fillette est d’environ 1 million,
seulement 300.000 a 400.000 se trouvent a I’adolescence (Oktem et Oktay, 2008).

Quelques ovocytes | par cycles menstruels poursuivront ensuite leur méiose. En regle
générale, un seul d’entre eux terminera la méiose | et débutera la méiose Il, avant d’étre

bloqué une nouvelle fois au stade de métaphase Il (Patifio et Sullivan, 2002).

Contrairement au male, la division cellulaire en méiose | n’induit pas la formation de deux
cellules identiques, et cela est due par I’expulsion du premier globule polaire entrainant ainsi
la réduction de la moitié du matériel chromosomique (Patifio et Sullivan, 2002).

L’ovocyte Il (cellule haploide n) ne terminera sa seconde division méiotique que s’il est

fécondé par un spermatozoide.

Chez la femme, seuls 300 a 400 ovocytes seront effectivement libérés durant sa vie, soit
moins de 1% des millions de cellules germinales présentes au départ dans le feetus (Oktem et
Oktay, 2008) (Figure 13).
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Une absence ou une réduction du pool d’ovocytes se traduira par une insuffisance

ovarienne précoce qui dans la premiére situation, sera compléte et se manifestera par une
aménorrhée primaire sans signe de développement pubertaire et dans la deuxiéme situation, se
traduira par une infertilit¢ ou une aménorrhée secondaire faisant poser le diagnostic de

ménopause précoce (Rives, 2006).
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Figure 13. Représentation schématique de I’ovogénese (Hassold et Hunt, 2001)

3.3.1 Régulation hormonale de la fonction ovarienne

La fonction ovarienne chez la femme est double, d’une part assurer, aprés la puberté, par
cycles de 28 jours, la maturation des ovocytes et d’autre part permettre leur fécondation et
leur nidation une fois fécondés. Ces deux fonctions sont régulées par deux gonadotrophines
hypophysaires, la LH (hormone lutéinisante) et la FSH (hormone folliculo-stimulante) qui
contrdlent la synthese des hormones stéroides ovariennes, estrogéne et progestérone
notamment. Ces deux hormones hypophysaires sont elles-mémes sous le contrle d’une
hormone hypothalamique, libéré de maniere pulsatile, la GnRH (Beaudeux et Durand, 2008)
(Figure 14).
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Figure 14. Variations des gonadotrophines, des hormones stéroides sexuelles et des peptides
ovariens au cours du cycle menstruel chez la femme (Young et al., 1999)

Classiquement le cycle ovarien de 28 jours est divisé en quatre phases: la phase
folliculaire (J1-J13), la phase ovulatoire (J14), la phase lutéale (J14-J28) et la phase
menstruelle. Au cours de ces phases on observe une variation cyclique des hormones stéroides
et des peptides ovariens qui vont avoir un effet régulateur par rétrocontrle sur I’axe
gonadotrope (Young et al., 1999).

Chez la femme, la FSH est nécessaire pour la sélection, le développement et la maturation
folliculaire. Elle a un réle prépondérant sur la production d’cestradiol par les cellules de la
granulosa. Cette action est liée a une augmentation considérable de I’activité aromatase sous
controle de la FSH. L’aromatase est une enzyme responsable de la conversion des androgénes
en estrogenes par aromatisation. Par ailleurs, la progestérone induit également I’expression du
récepteur de la LH dans les follicules d’une certaine taille (>10mm) ce qui leur permettrait
d’achever leur maturation en fin de phase folliculaire (Beaudeux et Durand, 2008).

Le rble de LH est d’activer la synthése des androgenes dans les cellules thécales de
I’ovaire. L’élévation massive de la concentration de LH au milieu du cycle par les estrogenes,

va déclencher I’ovulation par stimulation d’une cascade d’enzymes protéolytiques entrainant la
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rupture de la lame basale du follicule. Elle va ensuite permettre le maintien du corps jaune du
cycle menstruel (Blanc et Boubli, 1993 ; Beaudeux et Durand, 2008) (Figure 15).

* * Hypothalamus [~ *
GnRH
¥
~ | Hypophyse |
=
I
o .
S FSH Follicule LH
3 & ovarien \
— I + +
o * ‘ = ’
% Granulosa Jzze
o : |
o
'
Estrogénes = -+ - Androgénes
L]
Inhibine
'
Progestérone

Figure 15. Régulation hormonale de I’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien (Beaudeux et
Durand, 2008)

3.4 Anomalies chromosomiques induisant la stérilité féminine

Il s’agit principalement d’anomalies du nombre ou de structure du chromosome X.
3.4.1 Anomalies de nombre
3.4.1.1 Monosomie 45, X0

L’anomalie chromosomique la plus fréqguemment retrouvée chez les femmes stériles est la
monosomie X associée au syndrome de Turner dont la prévalence a la naissance est de 1 pour
2500 filles (Lun et al., 2002 ; Rives, 2006). Cette faible incidence serait le résultat d’un
nombre de fausses couches élevé au premier trimestre : seulement 1% des embryons (45, X0)
survivraient (Van Hout et Meljac, 2001).

Dans ce syndrome, dont la formule chromosomique a été établie pour la premiere fois par
Ford en 1959, il y a I’absence totale ou partielle de I’un des deux chromosomes X
normalement présents chez la fille (Aboussair et al., 2007 ; Kammoun et al., 2008). Cette
perte chromosomique peut étre homogene dans toutes les cellules ou en mosaique (Abir et al.,
2001 ; Blaschke et Rappold, 2006 ; Bondy, 2007).
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3.4.1.1.1 Forme libre et homogéne

Le caryotype homogene (45, X0) est la formule chromosomique la plus fréquente. Elle est
retrouvée en cytogénétique classique chez environ 57% des patientes atteintes du syndrome
de Turner (Minelli et Mazzola, 2006).

Plusieurs études sur I’origine de la monosomie X ont montré que, dans 80% des cas, le
chromosome X conservé était d’origine maternelle (Jacobs et al., 1997). Par voie de
conséquence, le chromosome Y ou le chromosome X d’origine paternelle est perdu lors de la
non-disjonction méiotique (méiose 11) (Turleau et Vekemans, 2005).

En 1997, Jacobs et coll ont avancé I’hypothése que le patron de recombinaison des
chromosomes X et Y par leurs extrémités seulement pouvait étre un facteur de risque
conduisant a I’aneuploidie, notamment dans le syndrome de Turner. En effet, les chiasmas
générés suite a une recombinaison homologue lors de la méiose permettent de tenir ensemble
les deux homologues. Une mauvaise répartition des chiasmas pourrait ainsi affecter la
ségrégation des chromosomes (Lynn et al., 2004). Ainsi, des chiasmas trop pres des
centromeres pourraient causer une séparation prématurée des chromatides-sceurs de I’un des
homologues (Koehler et al., 1996 ; Lamb et al., 1997).

Par ailleurs, on sait depuis 1960 qu’avec I’dge, les individus montrent une aneuploidie
accrue de leurs gonosomes dans leurs lymphocytes sanguins, et cela est due en partie par la
perte d’un chromosome sous forme de micronoyau (Catalan et al., 1998).

Les micronoyaux sont, comme leur nom I’indique, de petits noyaux qui se forment autour
de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers qui n’ont pas ségrégué dans une
des cellules filles lors de la division cellulaire. Ainsi, n’importe quel chromosome humain
peut étre expulsé dans un micronoyau s’il ne migre pas avant la fin de I’anaphase. Toutefois,
les études ont démontré que les chromosomes sexuels sont surreprésentés dans les
micronoyaux et que cette fréquence varie en fonction du sexe et de I’4ge des individus
(Catalan et al., 1998). Chez les femmes de 24-29ans, 14% des micronoyaux, en moyenne,
contiennent un chromosome X, comparativement a une moyenne de 24% chez les femmes de
51-58 ans (Catalan et al., 1995).

La monosomie X se traduit par une dysgénésie gonadique responsable d’impubérisme et

d’aménorrhée primaire. Cette insuffisance ovarienne précoce s’associe également a des signes
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plus généraux (petite taille, dysmorphie créniofaciale, malformations somatiques

évocatrices...) (Rives, 2006).
3.4.1.1.2 Forme en mosaique

Les mosaiques, comportant 2 ou 3 populations différentes (45,X0/46,XX ou 45,X0/
47,XXX...), sont le résultat de la non-disjonction mitotique post-zygotique. Leur fréquence
est estimée a 16% par les techniques cytogénétiques habituelles (Minelli et Mazzola, 2006).
Cependant, ce chiffre dépend du nombre des cellules et de celui des types tissulaires étudiés,
ainsi que des techniques mises en ceuvre. Il est probablement largement sous-estimé.
Finalement, on retrouve également des cas de mosaicisme ou la seconde lignée contient un
chromosome Y normal ou remanié (Jacobs et al., 1997 ; Sybert et McCauley, 2004). En fait,
considérant que seulement 1% des grossesses avec une constitution (45,X0) survivent, une
hypothése répandue dans la littérature veut que seules les constitutions (45,X0) en mosaique
soient viables. Dans les cas ou une lignée homogene (45,X0) est trouvée, une mosaique serait
présente au niveau d’autres tissus, au moins pendant une partie de I’embryogenese (Hassold et
al., 1988 ; Held et al., 1992).

La sévérité du phénotype dépend de la complexité de la mosaique. Les patientes ayant un
caryotype (45,X0/46,XX) ont un meilleur pronostic que celles au caryotype (45,X0)
homogéne. Cela est particulierement important a considérer pour les cas découverts en
prénatal (Koeberl et al., 1995). Les cycles réguliers et les grossesses menées a terme chez 5%
des patientes s’expliquent probablement par I’existence de mosaiques (Vekemans et Turleau,
1998).

3.4.1.2 Trisomie X

La prévalence de la trisomie X dans la population générale est de 1 pour 1000 (Rives,
2006). On rapporte que le chromosome X en exces dérive d’une erreur de la méiose |
féminine dans 63% des cas, d’une erreur de la méiose Il féminine dans 17% des cas, et d’une
erreur mitotique post-zygotiques dans 20% des cas (Hall et al., 2006 ; Hassold et al., 2007). 1l
est généralement admis que le X surnuméraire n’a aucun effet sur le fonctionnement ovarien.
Néanmoins, quelques observations rapportent la survenue d’une insuffisance ovarienne

précoce chez les femmes de caryotype (47,XXX) (Rives, 2006).
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3.4.1.3 Femme 46, XY

Certaines femmes ont un caryotype (46,XY) dans toutes leurs cellules ou partie seulement.
Elles se caractérisent par une dysgénésie gonadique compléte a I’origine d’un phénotype
parfaitement féminin, avec dérivés mullériens présents (utérus et trompes), et absence de

développement pubertaire (Robinson et al., 1998).

La majorité des cas sont sporadiques, il n’y a pas d’antécédents familiaux, mais il existe
des formes familiales touchant au moins deux enfants dans la méme fratrie (Barbosa et al.,
1995). Une mutation du gene SRY est retrouvée dans 20% des cas (Spinola-Castro et al.,
2000). Pour la majorité des femmes (46, XY), aucune mutation de ce dernier n’est mise en
évidence suggérant I’implication possibles d’autres géenes situés en amont ou en aval de SRY
dans la cascade de la détermination testiculaire (Barbosa et al., 1995 ; Robinson et al., 1998 ;
Toublanc et Boucekkine, 2001).

3.4.2 Anomalies de structure du chromosome X

Les anomalies de structure sont trouvées chez environ 35% des patientes et s’associent le
plus souvent a une lignée (45,X0) qui pourrait résulter de I’instabilité mitotique du
remaniement. L’inactivation de I’X n’est pas aléatoire, mais touche préférentiellement I’X
remaniée (Viot et al., 1998).

3.4.2.1 Isochromosome X

L’isochromosome du bras long du chromosome X est le remaniement de structure le plus
fréquemment retrouvé dans le syndrome de Turner avec une prévalence de 15% (Wolff et al.,
1996). Il est en general dicentrique et résulte de la cassure d’un X au niveau proximal du bras
court et des chromatides sceurs. Les chromosomes X sont pour moitié d’origine paternelle,
pour moitié d’origine maternelle (Cormier-Daire et Bouvattier, 2009).

Les femmes (45, X,i(Xq)) presentent rarement des cycles menstruels (Simpson et Rajkovic,
1999) et ont un phénotype comparable a celui des femmes (45,X0). Les ovaires apparaissent
généralement sous la forme de bandelettes fibreuses. Mais, on peut observer de maniére

exceptionnelle une fonction ovarienne normale (Mau-Holzmann, 2005).
3.4.2.2 Déletion partielle du chromosome X
Les délétions sont rares, retrouvées chez environ 5% des femmes présentant un syndrome

de Turner (Viot et al., 1998). Elles peuvent emporter les extrémités du bras court ou du bras
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long, étre interstitielles ou résulter de translocation X/autosomes déséquilibrées. Le phénotype

des femmes qu’elles touchent est tres variable, dépendant de la taille du segment délété et de
sa localisation (Viot et al., 1998). Les délétions partielles du bras court (46,X,del(Xp))
surviennent le plus souvent au niveau de point de cassure Xp1l (Simpson et Rajkovie, 1999).
Les femmes présentant ces délétions se caractérisent par une aménorrhée primaire et une
dysgénésie gonadique dans 50% des cas (WOolff et al., 1996). Des points de cassures plus
distaux ont également été rapportés (Xp21.1-Xp22.1-Xp22.2) avec, chez ces patientes, des
cycles menstruels spontanés plus fréquents associés cependant dans la majorité des cas a une
infertilité ou a une aménorrhée secondaire (Rives, 2006).

En ce qui concerne le bras long, les délétions allant de la région Xq24 a la région Xqter
seraient responsables de dysgénésie gonadique sans signes turnériens (sous réserve qu’il
n’existe pas de clone 45,X0), alors que les délétions plus proximales s’accompagneraient d’un
phénotype turnérien complet (Maraschio et al., 1996 ; Viot et al., 1998).

3.4.2.3 Translocation X-autosome

Les données concernant les translocations (X-autosomes) démontrent que la région située
entre Xq13-Xqg26 est une région critique pour le maintien de la fonction ovarienne normale,
les points de cassure de ces remaniements de structure surviennent préférentiellement en
Xg26-qter défini comme étant le locus POF1 (Premature Ovarian Failurel) et Xql13.3-Xqg21.1
définit comme étant le locus POF2 (Goswami et Conway, 2005).

3.4.2.4 Chromosome X en anneau

Les anneaux sont observés dans 5% des cas. lls entrainent le plus souvent une mosaique
(45,X0/46,Xr(X)). La majorité des anneaux est d’origine paternelle (Cormier-Daire et
Bouvattier, 2009). Comme pour les délétions, le phénotype varie selon la taille de I’anneau et
I’emplacement des points de cassure (Viot et al., 1998).

3.5 Diagnostic prénatal et conseil génétique
Le diagnostic prénatal est de plus en plus utilisé dans les pays développés. En France prés

de 70.000 patientes ont un diagnostic prénatal, soit 10% environ des gestantes (Saura, 2001).

Les indications de diagnostic prénatal des aberrations chromosomiques sont: I’age
maternel, un antécédent d’un enfant porteur d’une aberration chromosomique, un parent
porteur d’un remaniement chromosomique équilibré, un risque augmenté d’avoir un enfant

trisomique par I’étude des facteurs sériques maternels, une anomalie échographique du
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premier trimestre, du deuxiéme ou troisieme trimestre de grossesse. Ces diagnostics

permettent le plus souvent de rassurer le couple en mettant en évidence une formule
chromosomique normale, mais dans 2 & 4% des cas une aberration chromosomique est

diagnostiquée (Saura, 2001).

Le diagnostic prénatal repose sur I’établissement du caryotype de cellules feetales. Les
techniques de prélevement de liquide amniotique sont multiples: amniocentese, choriocentése,
prélevement de sang feetal (Ayme, 1996). Ces techniques présentent certains dangers pour la
mere et le feetus. On estime que 0.7 a 1% des pertes feetales sont dues a des fausses couches

associées a I’amniocentése (Jouannic et al., 2010).

La découverte d’une anomalie autosomique déséquilibre ou certains remaniements de
structure des gonosomes conduit le corps médical a proposer une interruption médicale de
grossesse (Saura, 2001). Les anomalies gonosomiques sont d’une gestion bien plus difficile.
Dans le cas de syndrome de Turner, I’interruption médicale de la grossesse est habituellement
proposée quand une anomalie échographique (un hygroma) est associée a une monosomie
(45, X0).

Les éléments qui vont conduire le couple a prendre une décision sont variables et

multiples, ce sont :

- Ses convictions personnelles ;

- Le corps médical et sa propre sensibilité ;
- Lasociété et ses lois ;

- Laréligion.

La découverte d’un feetus (45, X0) est une anomalie gonosomique spécifique qui a ses
propres caractéristiques. Le conseil génétique doit absolument bien connaitre ce syndrome

avant de conseiller le couple pour prendre une décision de poursuivre ou non la grossesse.

Par définition, une consultation de conseil génétique a pour but de définir les causes
génétiques d’une pathologie, d’en préciser le caractére sporadique ou familial et le mode de
transmission d’une famille donnée et surtout, ce qui est primordial pour les patients, de

préciser le risque pour la descendance (Siffroi, 2001).

Le syndrome de Turner étant classiquement associé a une stérilité, le risque pour la
descendance n’existait pas jusqu’a ce que les nouvelles techniques d’aide médicale a la
procréation (Fécondation in vitro (FIV), Injection intra-cytoplasmique d’un spermatozoide
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(ICSI), Insemination artificielle (1A)) ne viennent bouleverser cette situation en offrant la

possibilité a certains sujets atteints d’avoir des enfants. Il est en effet important de noter qu’un
syndrome de Turner peut étre transmis d’une mere a sa fille en cas d’anomalie du

chromosome X, telle qu’une délétion ou un X en anneau (Lachlan et al., 2006).
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Chapitre4 : Apport de la cytogénétique dans la
détection des anomalies chromosomiques liées a la
sterilité humaine

Les techniques de cytogénetique ont mis en évidence le role essentiel des anomalies
chromosomiques constitutionnelles a I’origine des handicaps mentaux, des syndromes
malformatifs et d’échecs de la reproduction (Trask, 2002). Les anomalies chromosomiques
sont la premiére cause identifiée de stérilité humaine d’origine génétique.

Depuis les premieres observations de chromosomes en 1880 par Flemming, la
cytogénétique est longtemps restée une science marginale, c’est pourquoi ce n’est qu’en 1956
que le nombre diploide des chromosomes humains fut publié (Ford et Hamerton, 1956 ; Tjio
et Levan, 1956). Tres rapidement, les premiéres anomalies chromosomiques furent détectées :
trisomie 21 (Lejeune et al., 1959), syndrome de Klinefelter (Jacobs et Strong, 1959) et
syndrome de Turner (Ford et al., 1959).

A la fin des années 60, les premiéres techniques de marquage en bandes des chromosomes
voient le jour, permettant avec d’autres criteres (notamment la taille et la forme des
chromosomes) de mettre en place une classification internationale des chromosomes, c'est-a-

dire le caryotype standard humain (ISCN, 1985).

4.1 Caryotype : Technique de base
4.1.1 Caryotype standard

Le caryotype en bandes, qui consiste en I’étude du nombre et de la structure des
chromosomes, est le seul examen d’analyse globale du génome (Romana et al., 2001).
Cependant, du fait de sa résolution, cette technique ne détecte pas les déséquilibres inferieurs
a 5 voire 10 Mb (Mégabases) (le seuil de résolution est de 400 bandes distinctes par génome
haploide) (Béri-Dexheimer et al., 2007).

Il peut étre réalisé sur de nombreux types cellulaires et donc obtenu a partir de divers
prélévements biologiques comme le sang, le liquide amniotique ou les villosités choriales en

prénatal mais egalement des prélévements tissulaires comme la peau.
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Son obtention nécessite dans la majorité des cas une culture cellulaire dont la durée varie
de 72 h pour le sang a une a deux semaines pour les prélevements réalisés en prénatal et les
prélevements cutanés. Ensuite, la technique classique consiste a bloquer les cellules en
métaphase grace a la colchicine (poison du fuseau mitotique), réalisé par un choc hypotonique
pour disperser le cytoplasme puis fixer et étaler la préparation cellulaire sur une lame afin

d’obtenir une bonne répartition chromosomique.
Chaque lame est traitée differemment selon le type de marquage chromosomique souhaité.
- Technique de marquage en bandes G

Les bandes G, utilisées en routine au laboratoire, ont été décrites pour la premiere fois en
1971 (Seabright, 1971).

Elles correspondent a I’alternance, le long du chromosome, en bandes transversales claires

et sombres spécifique de chaque paire chromosomique.

Ces bandes sont obtenues par dénaturation enzymatique, avec la trypsine. Cette derniére
digére les protéines et permet I’apparition apres coloration au Giemsa d’une succession de
bandes permettant de classer et analyser les chromosomes. Les bandes G correspondent aux
bandes R négatives. Les bandes G marquent des régions d’ADN riches en liaison A-T (au
niveau de I’euchromatine) et représentent des centres de condensation précoces pauvres en
génes actifs (Egea, 2010) (Figure 16).

- Technique de marquage en bandes R

Les bandes R sont obtenues par dénaturation thermique des chromosomes. Elles marquent
des régions d’ADN riches en liaison G-C (I’euchromatine) (Egea, 2010), qui sont plus
résistantes a la dénaturation et restent donc plus sombre aprés coloration (Figurel7).

D’autres techniques de marquage complémentaires existent qui permettent d’analyser

certaines régions particulieres du génome :

- Les bandes C: Cette coloration au sulfate de Baryum met en évidence
I’hétérochromatine constitutive, qui correspond a des régions non codantes du génome
comme les régions centromériques (chromosome 1, 9, 16, Y) (Arrighi et Hsu, 1971).

- Les bandes Q : Obtenues aprés coloration par la moutarde de Quinacrine. Sous UV,
les chromosomes présentent des bandes fluorescentes, de méme que les bandes G.
elles colorent intensément la partie distale, hétérochromatique, des bras long de
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chromosome Y, certains centroméres et certains bras courts des chromosomes

acrocentriques (Caspersson et al., 1970).

- NOR : Cette technique consiste en un dépot de nitrate d’argent qui met en évidence
les organisateurs nucléolaires. Ces structures correspondent aux régions du génome
contenant les genes qui codent pour les ARN ribosomaux (Bloom et Goodpasture,

1976).
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Figure 17. Caryotype en bande R d’un sujet double Y (47,XYY) (Ravel et al., 2004)
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4.1.2 Caryotype a haute résolution

Un caryotype dit "Haut résolution” doit avoir une résolution d’au moins 550 bandes par lot
haploide de chromosomes. L’étude des cellules en prométaphase (fin de prophase ou début de
meétaphase) par synchronisation des cultures, et le prétraitement de la culture lymphocytaire
par du 5 bromodésoxyuridine, modifient les propriétés tinctoriales des bandes
chromosomiques et permettent d’améliorer la résolution du caryotype. On peut ainsi observer
jusqu’a 800 a 1000 bandes par lot haploide de chromosomes (Berger, 2007 ; Malan et
Romana, 2012). Il ne peut cependant pas détecter les réarrangements en dessous de 3 a 5 Mb

selon les régions chromosomiques concernées.

C’est un examen de deuxieme intention, réalisé apres un caryotype standard pour préciser
les points de cassure lorsqu’un remaniement a été dépisté ou pour rechercher un
microremaniement quand I’examen clinique évoque trés fortement [I’existence d’une

anomalie, alors que le caryotype standard est normal (Dupont, 2008).
4.2 Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Les techniques de biologie moléculaire ont été appliquées avec succes a la cytogénétique
dans les années 1990. L hybridation in situ révélée par fluorescence offre la possibilité d’aller
plus loin dans le degré de résolution et I’exploration des anomalies chromosomiques au-dela
des techniques classiques (Speicher et Carter, 2005).

L’ application de cette technique dans les bilans génétiques dans le cadre de I’infertilité
reste donc limitée soit a I’exploration fine d’un remaniement chromosomique visible au
caryotype soit a celle d’une région entiere du génome connu pour étre impliquée dans un
phénotype particulier d’infertilité comme le bras long du chromosome X dans I’insuffisance
ovarienne précoce (Siffroi et Christin-Maitre, 2006).

4.2.1 Principe

Le principe de base de cette technique repose sur la propriété de I’ADN, molécule
bicaténaire dont les séquences nucléotidiques sont complémentaires, de se dénaturer
(séparation des deux brins complémentaires) et de se renaturer (réassociation des deux brins),
dans des conditions précises de température, de salinité et de pH (Romana et al., 2001).

La FISH consiste a hybrider sur des préparations chromosomiques (métaphasiques ou
noyaux interphasiques) une sonde, qui est un fragment d’ADN cible que I’on veut étudier.

Cette technique permet de visualiser directement un gene ou une séquence nucléotidique
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spécifique d’un locus donné et de déterminer si telle séquence est délétée, dupliquée ou

transloquée.
4.2.2 Sondes utilisées

De nombreuses sondes sont commercialisées et prétes a I’emploi pour la détection de
syndromes cliniques connues. Les sondes existent dans le commerce ne couvrant qu’une
petite partie du génome, il est parfois nécessaire de fabriquer des sondes a partir de BAC
(Bacterial Artificial Chromosome). Ces BACs sont regus sous la forme de cultures de
bactéries recombinantes contenant la séquence ADN d’intérét qui sera extraite et marquée.

Différents types de sondes sont utilisés :

- Sondes de chromosomes spécifiques (centromériques ou de locus spécifiques):

Elles sont utilisées pour rechercher des anomalies de nombre. L’avantage de ces sondes est
qu’elles peuvent étre utilisées en directe, avant culture. La principale indication est le
diagnostic prénatal en urgence des trisomies 13, 18, 21 et des aneuploidies gonosomiques en
cas de signes d’appel échographiques évocateurs (Eiben et al., 1999 ; Tepperberg et al., 2001)
(Figures 18,19).

Figure 18. FISH d’une sonde de séquences haploides centromériques spécifique du
chromosome X sur métaphase montrant une trisomie X (Bouayed, 2004).
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Figure 19. Analyse en FISH avec des sondes fluorescentes codant pour les gonosomes a la
recherche d’une mosaique et montrant un noyau XY et une autre XXY. La possibilité
d’étudier par FISH directement les noyaux interphasiques et non plus obligatoirement les
mitoses permet d’augmenter considérablement le nombre de cellules analysées (Ravel et al.,
2004).

- Sondes subtélomeriques :

Elles sont utilisées pour rechercher des translocations équilibrées, dans le cadre de troubles
de la reproduction essentiellement, ou déséquilibrées, dans le cadre de I’exploration de trouble
du développement notamment, de petite taille, invisible au caryotype standard (Granzow et
al., 2000 ; Popp et al., 2002 ; Novelli et al., 2004). Elles sont alors regroupées en Kits

permettant en une seule analyse, I’exploration des 46 extrémités subtélomériques.

- Sondes panteélomériques :

Elles ciblent les séquences répétées télomériques communes a toutes les extrémités des 23
paires chromosomiques. Elles sont utilisées pour la mise en évidence des chromosomes en

anneaux.

- Multi-FISH :

Le caryotype multicouleur (M-FISH), contrairement a la FISH, permet une analyse globale
du génome. Cette technique nécessite I’obtention des métaphases. Elle consiste a peindre
spécifiguement chaque paire chromosomique d’une couleur différente a I’aide de sondes
réparties tout au long du génome. Elle permet I’identification de chromosomes dérives ou
marqueurs et des remaniements complexes (Schroch et al., 1997 ; Ning et al., 1999).
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4.3 Hybridation Génomique Comparative (CGH)

L’hybridation génomique comparative repose sur I’hybridation compétitive entre deux
ADN, celui du patient et celui d’un témoin. Ces ADN, marqués par 2 fluorochromes
différents (Cyanine 5=Rouge et Cyanine 3= Vert), vont étre hybridés en compétition soit sur
métaphases d’une sujet normal pour la CGH sur métaphases, soit sur des fragments d’ADN
génomique (BAC ou oligonucléotides) appelés clones pour la CGH-array (Figure 20A, B).

Pour la CGH sur métaphases, aprés la saisie et le classement d’une vingtaine de
métaphases, I’acquisition des images est faite pour chaque fluorochrome. Un logiciel
d’analyse d’images calcule le rapport des intensités de fluorescence pixel par pixel tout au
long des chromosomes. Un profil est ainsi obtenu pour chaque chromosome et mis en regard
dun idéogramme permettant la localisation cytogénétique d'un éventuel déséquilibre
(Figure 20 A).

Pour la CGH array, les lames sont lues par un scanner laser. Des logiciels permettent
I’acquisition des images et I’analyse des données. Le rapport de fluorescence est calculé au
niveau de chaque clone et les résultats sont rendus sous forme de graphes, ce qui facilite
I’interprétation (Figure 20 B) (Fiegler et al., 2003 ; Mantripragada et al., 2004).

Une différence dans le nombre de copies d’une séquence d’ADN entre le génome du

patient et celui de référence modifiera le rapport "fluorescence vert/fluorescence rouge".

Ces deux techniques (CGH sur métaphase et CGH array sur puce a ADN) permettent de
détecter et, simultanément, de localiser sur le génome des pertes ou des gains en ADN
génomique. Si une région chromosomique est délétée, elle apparaitra en moindre nombre chez
le patient par rapport au témoin. A I’inverse, si une région chromosomique est dupliquée, elle
apparaitra en plus grand nombre chez le patient par rapport au témoin (Keren et al., 2010).
L’avantage de ces techniques est qu’elles ne nécessitent pas I’obtention de métaphase et donc

de culture cellulaire.

54



Chapitre 4: Apport de la cytogénétique dans la détection des anomalies chromosomiques liées a la stérilité humaine

A CGH sur métaphase B CGH array
ADN de référence  ADN test (du patient) ADN de référence  ADN test (du patient)
Marquage des =
ADN '
Hybridation !I
oF
7z . -
Révélation o
L]
=
; H 3 | ol Sl .
Analyse des i
raj )(l)rts de m g it d/
pp giin L5
fluorescence PR = B, B S v
B F |"'|r_}._3.. e T T
Résolution oL ;"-“ L AHER e brast bong
5Mb 1 Mb

Figure 20. Présentation des techniques de CGH sur chromosomes (A) et CGH array (B)
(Sanlaville et al., 2005)

Actuellement, ces techniques ne sont pas encore utilisées dans I’exploration courante des
infertilités. En effet, les causes génétiques des troubles de la gamétogénese sont a rechercher
plut6t vers des anomalies de la mécanique chromosomique lors de la méiose ou des mutations
de genes fondamentaux que vers des déséquilibres génomiques qui, par leur taille,
s’accompagne souvent de syndromes malformatifs avec retard mental (Siffroi et Christin-
Maitre, 2006). Néanmoins, les progrés croissants des techniques de cytogénétique avec celle
de génétique moléculaire permettront surement la découverte de nouvelles causes génétiques

d’infertilité dans I’espece humaine.
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1.1 Mode d’échantillonnage

Il s’agit d’une étude prospective des patients (es) infertiles qui se présentent en
consultation par les médecins du service de maternité d’Etablissement Public Hospitalier
(EPH) de Maghnia et du service d’urologie de Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de

Tlemcen.

L’étude a porté sur un échantillon de 84 personnes, dont 57 cas présentant une infertilité et
27 cas témoins. Elle s’est étalée sur une péeriode de six mois et compris trois étapes principales:

- Etudier les paramétres sociodémographiques, ainsi que ceux de la santé ;

- Etudier les paramétres biologiques par la détermination des paramétres spermatiques
et hormonales ;

- Faire un examen cytogénétique par I’établissement d’un caryotype standard et R-
banding pour les hommes présentant un tableau clinique d’infertilité d’origine sécrétoire (non
obstructive) ou a la recherche d’un syndrome de Turner devant des troubles de la reproduction
chez les femmes agées de plus de 20 ans.

1.2 Collecte des données

La methodologie la plus fréquemment utilisée pour se documenter sur certaines données
sociodémographiques, ainsi que I’évolution et les circonstances de diagnostic de la maladie

est I’enquéte, par le biais d’un questionnaire et en se référant au dossier médicale.

- Dossier médical : Il sert de support a toutes les informations concernant I’histoire de la
maladie, les circonstances de diagnostiques ainsi que I’état biologique et clinique.

- Questionnaire : L enquéte a été réalisée auprés de chaque sujet au cours d’un entretien
privé pendant au moins 30 minutes. Le questionnaire portent sur les deux guides
d’entretient (annexe 1):

1. Certaines données sociodémographiques, en inclut I’identification du malade, son
statut matrimonial, le nombre d’enfants ainsi que I’age de mariage.

2. Les parametres de la santé, la connaissance du probleme d’infertilité ainsi que sa

durée, le nombre de fausses couches spontanées chez la femme ou la conjointe, I’atteinte
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d’une aménorrhée primaire ou secondaire et la présence ou non d’un retard statural ou

pubertaire.

v" Critéres d’inclusion
Tous les patients(es) consultant pour des problemes d’infertilité sont inclus(es) dans cette
étude (la durée d’infertilité est plus de deux ans). Nous avons considéré comme atteint
d’infertilité, tout sujet n’ayant jamais été I’auteur d’une grossesse (infertilité primaire) ou
étant un ou plusieurs grossesse(s) a terme (infertilité secondaire). Alors qu’aux témoins, leur

fertilité est prouvée avec un enfant déja né.

v" Critéres d’exclusion
Nous avons exclu de cette étude tous patients(es) pour lesquels les données hormonales,
spermatiques ou cliniques étaient insuffisamment renseignées. Ainsi que les femmes agées de

moins de 20 ans.

1.3 Principe et méthode
1.3.1 Examen biologique

Les examens biologiques inclus dans cette étude sont réalisés au niveau du laboratoire
d’analyse médicale de CHU de Tlemcen, ainsi que certains laboratoires privés. Ils comportent
les analyses hormonales (FSH, LH et testostérone), le spermogramme et le spermocyto-

gramme.
1.3.1.1 Analyse hormonale

Le dosage des parametres hormonaux: FSH (Hormone folliculo-stimulante), LH
(Hormone lutéinisante) et testostérone a été effectué sur un automate de type Cobas 6000
Roche DG, Elecsys 2010.

v" Prélevement

Le prélevement consiste en prise de sang veineux recueilli sur des tubes standards

héparines (héparine de Lithium). La quantité de sang minimale nécessaire est de 2 ml.

On précede avec précaution aprés chaque prélévement, un mélange du sang avec la
solution contenue dans le tube et ceux par retournement successifs du tube en évitant une

agitation brutale.

Ensuite, le sang a été immédiatement centrifugé a 4000 trs/min pendant 15 minutes.
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e Dosage de FSH

Principe

C’est un dosage immunologique microparticulaire par éléctro-chimiluminescence
"ECLIA". Il repose sur le principe de la technique "Sandwich™ sur phase solide. Deux types
d’anticorps monoclonaux ont été préparés contre deux sites antigéniques. Le premier
anticorps anti-FSH spécifique biotinylé et le deuxieme anticorps anti-FSH marqué au
ruthénium. L’antigene a doser (FSH) est pris en sandwich entre ces deux types d’anticoprs
d’ou [I’appellation de "METHODE SANDWICH". Les microparticules tapissées de
streptavidine sont ajoutées par la suite et le complexe immunologique est fixé a la phase
solide par une liaison streptavidine-biotine. Une différence de potentiel appliquée déclenche

la production de luminescence qui est mesurée par un photomutplicateur (Figure 21).
Valeurs de références :
Homme 1.5-12.4 (mU/ml)
Femme
Phase folliculaire : 3.5-12.5 (mU/ml)
Phase ovulatoire : 4.7-21.5 (mU/ml)

Phase lutéale : 1.7-7.7 (mU/ml)

Molécule FSH (Aqg) Microparticle tapissé
de streptavidine ’

[
< & )= il
AW ome, X von, L=t vesure
:

Ac anti-FSH Ac anti-FSH o
- 2
~biotine ~Ruthénium -@-{mx

Figure 21. Principe de dosage de FSH par la technique d’électro-chimiluminescence
(méthode de sandwich) (Weir, 2005)
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e Dosage de LH

Principe

Le principe de dosage de LH est comparable a celui de FSH, par une technique
immunologique éléctro-chimiluminescence (ECLIA) décrite ci-dessus. Les anticorps anti-
FSH sont remplacés par des anti-LH spécifiques. Les valeurs de références sont décrites ci-
dessous :

Homme 1.70-8.60 (mU/ml)

Femme
Phase folliculaire : 1.9-12.5 (mU/ml)
Phase ovulatoire : 8.7-76.3 (mU/ml)
Phase lutéale : 0.5-19.9 (mU/ml)

e Dosage de testostérone

Principe

Il s’agit d’un dosage immunologique par éléctro-chimiluminescence. La présente méthode
utilise un seul anticorps monoclonal anti-testostérone spécifique biotinylé. L’analyte
(antigéne) entre en compétition avec le traceur (analyte marqué=testostérone marqué au
ruthénium) vis-a-vis de I’anticorps. Le complexe formé est isolé par fixation sur une phase
solide. Le signal émis sous I’influence de différence de potentiel est mesuré, il décroit quand

la concentration de I’analyte augmente (Figure 22).
Valeurs de réferences

Homme 2.80-11.5 (ng/ml)
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Figure 22. Principe de dosage de testostérone par la technique d’électro-chimiluminescence
(méthode de compétition) (Weir, 2005)

1.3.1.2 Spermogramme

Le spermogramme est I’examen clé qui permet une appréciation quantitative et qualitative

du sperme. Il permet une double analyse :

- L’évaluation de I’activité sécrétoire a travers la mesure du volume, de pH et de la
Viscosité ;
- La production gamétique a travers la numération, mobilité et la vitalité du sperme.

v' Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé est le volume spermatique entier recueilli chez des sujets

soupcgonnés infertiles ou stériles, apres 3 jours d’abstinence sexuelle.
v' Matériel et réactifs
Voir annexe 2
e Examen macroscopique
L’examen macroscopique permet d’évaluer un certain nombre de paramétres :

- Liquéfaction : Des sa réception, I’échantillon de sperme est déposé dans une étuve a
37°C pendant 30 minutes pour assurer sa liquéfaction. Au terme de celle-ci, I’examen est
réalisé. Une liquéfaction prolongée doit étre notée si I’éjaculat ne se liquéfie pas aprés ce
délai.
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- Couleur : L’observation de la couleur est faite a I’eeil nu. Un sperme normal a un
aspect homogene gris opalescent, et peut prendre une couleur brune en cas hémospermie ou
jaunatre qui témoigne une probable infection.

- Odeur : On utilise notre propre odorat pour déterminer ce paramétre. A I’état normal
le sperme a une odeur caractéristique chlorée, alors qu’en cas d’infection I’odeur du sperme
peut devenir fétide.

- Viscosité : Elle est évaluée en plongeant une pipette Pasteur dans le sperme, en notant
la fagon dont le sperme s’écoule. Un sperme d’une viscosité normale, s’écoule sous forme de
gouttes bien séparées alors qu’un sperme de forte viscosité forme des filaments de plus de 2
cm entre chaque goultte.

- Volume : Il est estimé a I’aide d’une éprouvette graduée, la mesure est faite a 0.1 ml
prés. Un volume normal se situe entre 2 a 6 ml, au dessous de 2 ml on note une hypospermie
et en dessus de 6 ml on parle d’une hyperspermie. En cas d’absence d’éjaculat on note une
aspermie.

- pH : Une goutte de sperme est déposée sur une bandelette de papier pH, la couleur de
la zone imprégnée est comparée a une échelle de lecture. Le pH est mesuré dans I’heure qui

suit I’éjaculation, il est normalement compris entre 7.2 et 8.

e Examen microscopique

L’ analyse microscopique est realisée aprés préparation des échantillons en fonction du
paramétre a apprécier.

- Mobilité et qualité du mouvement : Une goutte de sperme (20ul) bien homogénéisée
est déposée entre une lame et une lamelle. Plusieurs champs sont observés au grossissement
(40X) et le mouvement de chaque spermatozoide rencontré est analysé puis classé selon 3
formes (Jouannet, 1977).

% Les spermatozoides traversant le champ microscopique suivant un trajet régulier,
rapide et progressif sont considérés comme forme a mobilité normale ;

+« Les spermatozoides ondulant sur place ou traversant lentement le champ ou présentant
un trajet irrégulier sont considérés comme formes a mobilité diminuée ;

¢+ Siaucun mouvement n’est observé, les spermatozoides sont considérés comme formes

immobiles.
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Quatre a six champs sont parcourus pour classer 100 spermatozoides consécutifs et

calculer leur pourcentage respectif dans chacune des formes. Selon les normes plus de 50% de
spermatozoides doivent présenter une progression rapide rectiligne. On dessous de cette

valeur, on parlera d’une asthénospermie.

- Appréciation de I’agglutination : Sur la lame précédemment préparée, plusieurs
champs microscopiques consécutifs sont parcours pour apprécier la présence ou non
d’agglutinats spontanés de spermatozoides entre eux par la téte, la piece intermédiaire ou bien
le flagelle. En fonction de I’appréciation, I’autoagglutination est notée a I’aide de crois, (+)
nombre réduit, (++) plus ou moins important, (+++) important. Un sperme normal ne contient

pas d’agglutinats spontanées de spermatozoides.

- Numération des spermatozoides : La numération des spermatozoides est évaluée en
nombre de spermatozoides par ml compté dans un hémocytometre aprés immobilisation. Dans
un tube a hémolyse, le liquide spermatique est dilué au 1/10 (0.1ml de liquide spermatique et
0.9ml de solution de Ringer formolé). La solution est par la suite homogénéisée puis
introduite par capillarité a I’aide d’une pipette Pasteur dans le compartiment de la cellule
(entre une lamelle calibrée et le support de la cellule de Thoma). Aprés 10 minutes de repos,
la lecture est réalisée par comptage des spermatozoides sur chaque grille, sous un microscope
optique au grossissement (40X). Le calcul de la concentration des spermatozoides, exprimée

en millions/ml est obtenu par la formule suivante :

Concentration=N""® de spermatozoide x Dilution x Volume x 1000

- Concentration des cellules rondes: Elle est mesurée a I’état frais a I’aide d’un
hémocytométre. La concentration en cellules rondes d’un éjaculat normal n’excéde pas 10°

cellules/ml (inférieure a 5% de la concentration totale des spermatozoides).

- Viabilité (coloration Eosine-Nigrosine) : Le test de viabilité est évalué par la
coloration Eosine-Nigrosine. Ce test permet d’estimer la nécrospermie par la recherche des
spermatozoides morts et vivants sur des frottis spermatiques.

Une goutte de sperme est mélangée a 2 gouttes d’Eosine & 1% dans un tube & hémolyse.
Apres 30 secondes, on ajoute 2 gouttes de Nigrosine a 10%. Le frottis est préparé a partir

d’une goutte de mélange déposée sur une lame, puis laissée sécher a I’air libre.
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La lecture est faite sous un microscope optique, au grossissement (40X). Ainsi, les

spermatozoides morts apparaissent colorés en rose, alors que les spermatozoides vivants sont
incolores. 100 spermatozoides sont comptés sur plusieurs champs consécutifs et le
pourcentage des spermatozoides morts ainsi le pourcentage des spermatozoides vivants sont
déterminés.

Un sperme normal contient plus de 75% de formes vivantes. Au dessous de 50% de

cellules vivantes, on parle d’une nécrospermie.

1.3.1.3 Spermocytogramme

Le spermocytogramme est une analyse morphologique des spermatozoides. Il est

déterminé par une coloration simple de Papanicolaou sur un frottis spermatique (Annexe 3).

Le pourcentage des formes typiques et atypiques est dénombré selon la classification de
David (1975). Un spermocytogramme est considéré normal quand il comporte plus de 50% de
spermatozoides normaux, en dessous de cette valeur on parle d’une tératozoospermie. La

préparation des frottis est décrite comme suit :

- On met 10 pl de sperme liquéfie et homogénéisé sur une lame propre ;

- On tire la goutte de sperme a I’aide d’une autre lame et laisser les frottis sécher dans
I’air ;

- On fixe les frottis dans I’alcool éther pendant 5 a 15 minutes et laisser sécher a I'air ;

- On colore les lames en utilisant la méthode de coloration de Papanicolaou ;

- On monte les lames.

La lecture de la morphologie est effectuée sur 100 spermatozoides au grossissement a
I’immersion (100X). Nous avons utilisé la classification de David établie en 1975 (annexe 4)

qui recense :

o,

¢ Sept anomalies de la téte :

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

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

e Téte microcéphale : le grand axe et le petit axe sont plus petits que la normale ;

e Téte macrocéphale : le grand axe et le petit axe sont plus grands que la normale ;

e Téte multiple : plus d’une téte par spermatozoides ;
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Téte a acrosome anormal ou absent : I’acrosome normal occupe 40-70% de la
surface de I’acrosome. L’acrosome normal joue un role important dans I’interaction
des spermatozoides avec I’ovocyte ;

Téte présentant une base (région post-acrosomique) anormale: cette anomalie
correspond a un défaut de la morphogenése de la téte et ou du noyau dans sa partie
distale.

Trois anomalies de la piéce intermédiaire :

Le reste cytoplasmique: est considéré comme anomalie s’il y a une surface
supeérieure au tiers de la surface d’une téte normale. 1l se situe a la jonction de téte
a la piece intermédiaire ;

Piece intermédiaire gréle: correspond a une gaine mitochondriale qui ne s’est pas
constituée ;

Piece intermédiaire enroulée: la piece intermédiaire et I’axe de la téte forment un

angle net ;

Cing anomalies du flagelle :

Flagelle absent : ou la piéce connective est rudimentaire ;

Flagelle court : flagelle inférieur a cing fois la longueur de la téte ;

Flagelle irrégulier : quand le diamétre du flagelle est variable, présentant des
rétrécissements ou élargissement ;

Flagelle enroulé : flagelle enroulé autour de la téte ou en dehors de la téte ;

Flagelle multiple : il y a plus d’un flagelle par spermatozoide, la piece

intermédiaire étant commune ou multiple.
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1.3.2 Examen cytogénétique

L’examen cytogénétique consiste a réaliser un caryotype standard sur un préléevement
sanguin, afin de mettre en évidence les anomalies chromosomiques responsables de la stérilité

chez les cas étudiés.
1.3.2.1 Technique de caryotype sur sang total

v' Matériel et réactifs

Voir I’annexe 5
1.3.2.1.1 Prélevement

Le prélevement consiste en une prise de sang veineux dans un tube contenant un

anticoagulant (I’héparine de lithium). La quantité de sang nécessaire est de 2 a 5ml.

Le laboratoire doit étre prévenu de I’envoi d’un échantillon, dans la mesure du possible

avant son prélevement, afin d’en optimiser les conditions de recueil.

Le sang peut étre conservé a 4°C jusqu’a la certitude d’avoir obtenu une culture permettant
la réalisation du caryotype (une durée maximale de 4 jours).

1.3.2.1.2 Mise en culture

Le principe est de cultiver les lymphocytes T du sang périphérique dans un milieu de
culture stérile en présence de Phytohématoagglutinine-C (PHA-C) pour induire leur

prolifération mitotique (agent mitogene).
v’ Préparation du milieu de culture

Le RPMI est un milieu de culture fourni prét a I’emploi (préparé avant utilisation). 1l est
appelé également milieu de Moore (Référence : RPMI-1640).

Sa préparation consiste a ajouter dans un flacon et sous la hotte 80ml de RPMI, 20ml de
SVF (Sérum de veau feetal), 200ul de streptomycine et pénicilline et 400ul de glutamine.

On préleve 8ml de ce milieu préparé et on le met dans un tube de type Falcon de 10ml. On
ajoute 50ul de PHA-C, 16pul d’héparine et 50ul de sang. Ensuite les tubes sont rebouchés
(deux tubes par patient) et les placer dans I’étuve a 37°C pendant 72h (cultures bréves plus
facile a réaliser).
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L’obtention des cultures sous microscope aprés 72h n’est pas nécessaire, les manipulations

pour I’obtention du caryotype seront entamées directement.
1.3.2.1.3 Obtention des préparations métaphasiques
v" Blocage des cellules en métaphase

Aprés 72h, on effectue un blocage des cellules en métaphase par I’ajout de 100ul de
colcémide a 10mg/l, puis on homogénéise les tubes en les retournant doucement plusieurs

fois.

On remet les tubes dans I’étuve a 37°C pendant 2h en position horizontale pour que la

colcémide puisse agir.

Classiquement, c’est la colchicine qui est utilisée ou son équivalent synthétique la
colcémide. C’est un poison du fuseau mitotique, qui inhibe la polymérisation des tubulines
dans les microtubules nécessaires a I’édification du fuseau mitotique, et empéche ainsi
I’évolution de la mitose vers I’anaphase. Les chromosomes vont rester bloqués au niveau de la

plaque équatoriale.
v Choc hypotonique

Au bout de 2h, on centrifuge les tubes pendant 5min a 2000trs/min. On élimine le
surnageant et on ajoute 1ml de Kcl & 0.075M pour réaliser le choc hypotonique, bien remettre
en suspension au vortex le culot dans ce volume puis ajouter le reste et homogénéiser en

complétant jusqu’a 10ml.
On remet ensuite les tubes a I’étuve a 37°C pendant 30min en position horizontale.

La solution hypotonique (Kcl a 0.075M) entraine un gonflement des cellules par effet
osmotique en éparpillant les chromosomes. Si on saute cette étape, les chromosomes ne seront

pas bien dispersés.
v" Fixation

On prépare la solution de fixation qui est un mélange d’éthanol et d’acide acétique
(Solution de Carnoy), avec des proportions de 3 volumes d’éthanol (CH3;CH,OH) de 100% et
1 volume d’acide acétique (CH3-COOH) de 99-100%.

Avant la fixation, on centrifuge les tubes 5min a 2000trs/min et on élimine incompletement

le surnageant, en s’arrétant juste au dessus des débris d’hématies.

66



Chapitre! : Matériel et méthodes

On remet le culot en suspension par I’ajout de 1ml de fixateur tout en agitant, et on

compléte ensuite le tube jusqu’a 4ml (ce premier lavage ne sert qu’a éliminer le reste du Kcl).
On centrifuge a 2000 trs/min pendant 5min et on verse le surnageant.

On répete I’étape de fixation, centrifugation et élimination du surnageant jusqu’a
I’éclaircissement du culot. Dans ce cas, on retire le surnageant avec une pipette Pasteur en
laissant comme méme 0.5 a 1ml: un volume proportionnel avec la quantité du culot
cellulaire. Ce parametre aura son importance par la suite sur la détermination de la densité des

lames en noyaux.

La suspension fixée peut étre soit étalée immeédiatement, soit conservée a 4°C, pour étre

étalée ultérieurement.

L’objectif de cette étape est donc, de préserver les structures internes des cellules pour

pouvoir appliquer les techniques de coloration et de marquage chromosomique.
v’ Etalement des lames

L’étalement a pour but d’obtenir des métaphases avec des chromosomes bien séparés et

non réfringents.

C’est une étape difficile a réaliser. Sa réussite dépend de plusieurs facteurs (propreté des

lames, conditions d’hygrométrie et de température du laboratoire).
Tout d’abord, on précede a la phase de préparation des lames qui est comme sulit :

- Les lames doivent étre parfaitement propres, et surtout non hydrophobes ;

- Onrange les lames dans un portoir en verre et on les plonge au moins 24h dans I’acide
sulfurique (H,SO,) a 35% ;

- On rince abondamment les lames a I’eau courante dans leurs portoirs au moins
pendant 30min ;

- On frotte rapidement les lames sur I’eau courante puis on les plonge verticalement
dans un bécher de 250ml d’eau distillée;

- On place les lames dans un porte lames a -20°C pendant 40min.

La préparation est alors étalée (3 lames pour chaque tube) en laissant tomber quelques
gouttes (une a deux gouttes) de suspension verticalement d’une hauteur de 10cm environ sur

la lame.

67



Chapitre! : Matériel et méthodes

A chaque étalement, on fait sortir uniquement une lame du congélateur de -20°C et la

placer horizontalement sur un papier filtre imbibée d’eau. Les lames étalées sont par la suite
séchées a I’air libre. Elles peuvent étre soit directement colorées au Giemsa ou traitées par des
techniques de bandes.

1.3.2.1.4 Dénaturation et coloration des chromosomes
v Technique directe : coloration au Giemsa

Cette coloration consiste a déposer le colorant Giemsa sur la lame étalée jusqu’a couvrir

toute sa surface. On le laisse agir pendant 10min et on rince ensuite les lames a I’eau courante.

Cette coloration basée sur le principe que le Giemsa est un mélange de molécules
principalement du groupe de thiazines, chargées positivement, qui interagissent avec les
groupements phosphate de I’ADN. La liaison thiazine-ADN provoque une diminution de la
longueur d’onde d’absorbance du colorant qui passe de bleu pale au bleu foncé (Hayes et al.,
1998).

v" Technique de dénaturation : banding-R

Cette technique est basée sur le principe de la dénaturation thermique de I’ADN
(séparation des 2 chaines).

Elle consiste a mettre les lames étalées dans une solution physiologique saline Earl (milieu
EBS) dilué a 1/10 avec de I’eau distillée pendant 75min a 87°C. Cette solution, qui peut étre
fourni prét a I’emploi ou étre préparée extemporanément au laboratoire, a un pH de 5.2 qui est
ajusté a 6.5 par I’addition des cristaux de Na,HPO, (Phosphate de sodium anhydre).

Les lames étalées le méme jour sont plongées directement dans la solution de dénaturation
(Earl a pH de 6.5) qui est préchauffé a 87°C au bain marie. Alors que les lames vielles seront
réhydratées dans I’eau distillée avant la dénaturation qui dure dans ce cas de 15 a 45min.

A la fin du traitement, les lames sont rincées rapidement avec de I’eau courante et colorées
au Giemsa pendant 10min. On laisse les lames séchées a I’air libre apres le ringage avec de
I’eau courante (Dutrillaux et Lejeune, 1971).
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1.3.2.1.5 Lecture des lames

La lecture des lames se fait au microscope optique équipé d'un systeme d'acquisition
d'image, relié & un ordinateur muni d'un systéme de traitement d'image (logiciel MOTIC
Images plus 2.0). On utilise dans un premir temps le grossissement (x10) pour localiser les
bonnes mitoses puis I’objectif (x100) a immersion. Ensuite, les chromosomes seront classés.
De 15 a 20 mitoses ont été analysées pour chaque patient. En cas de mosaisme le nombre de
mitoses peut atteindre jusqu’a 100.

1.3.3 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel Excel 2007™ et XL
STATA 2010 version 12,4,01 Addinosoft™.

Les résultats sont présentés en valeurs absolues et en pourcentage pour les variables

qualitatives et par les moyennes + écart-types pour les variables quantitatives.

La comparaison entre les valeurs qualitatives a €té realisée a I’aide du test de )~ de

Pearson ou Yates. Il est particulierement utilisé comme test d’adéquation d’une loi de
probabilité a un échantillon d’observations supposées indépendantes.

La formule est la suivante :

) Z (effectif observé- effectif théoriaue)?
X = :
effectif théorique
Si P <0.05, le test est dite significatif
P > 0.05, le test est en dehors de domaine de signification.

La comparaison des valeurs moyennes a été faite par le test T de Student dont la formule

est la suivante :

Xi- X
T= avec A= J N101°+N2c,°

AV NN, Ni+N,

X et X, : moyennes a comparer

1% et 6,° : variances
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N; et N, : nombre des cas étudiés (malades et témoins)

Le T calculé est comparé au T théorique, de la table de Student, par un ddI=N;+N; - 2.
Avec o = 0.05 (5% de risque d’erreur ; P < 0.05 statistiquement significative) (Amotte, 1971 ;
Schwartz, 1992).
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Sur une population de 84 individus, 57 présentant une infertilité ont été intégrés dans cette

étude, dont 27 hommes et 30 femmes, ainsi qu’une population témoins de 27 personnes.
2.1 Répartition des patients selon I’age et le sexe

L’age moyen de nos patients (es) est de 34.2 ans, celui-ci étant significativement non

différent entre les hommes et les femmes (34.6 ans chez les hommes versus 33.9 ans chez les

Chapitre2 : Résultats

femmes), P > 0.05 (Tableau 3).

Tableau 3. Distribution des cas infertiles selon I’age et le sexe

Totale Homme Femme P
(N=57) (N=27) (N=30)
Age moyen 34.245.93 34.6+5.68 33.946.22 0.31
Tranche d’age
20-29 ans 12 (21.05%) 06 (22.22%) 06 (20.00%) 0.83
30-39 ans 32 (56.14%) 14 (51.85%) 18 (60.00%) 0.53
40-49 ans 13 (22.80%) 07 (25.92%) 06 (20.00%) 0.59

La tranche d’age de 30-39 ans était la plus représentée avec une fréquence de 51.85% pour

les hommes et 60% pour les femmes. Ceci peut s’expliquer par I’age du mariage qui est de

plus en plus tardif (Figure 23).
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Figure 23. Répartition des cas infertiles selon la tranche d’age et le sexe

2.2 Répartition des patients selon le type d’infertilité

Selon le motif de consultation nous avons recensé 22 hommes présentant une infertilité

primaire et 05 hommes présentant une infertilité secondaire (Figure 24), soit des pourcentages

respectifs de 81.48% et 18.52%.

Chez les femmes, on note une fréquence de 66.66% (20 cas) pour I’infertilité primaire et

33.34% (10 cas) pour I’infertilité secondaire.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

Fréquence (%)

Homme Femme

m Infertilité secondaire

m Infertilité primaire

Figure 24. Répartition des cas infertiles selon le type d’infertilité et le sexe
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2.3 Résultats des analyses spermatiques et hormonales

2.3.1 Analyse spermatique

Les résultats obtenus consignés dans le tableau 4, ont montré que le pH d’éjaculats moyen
est normal, compris entre 7 et 8. Il est de 7.73 chez les hommes infertiles et 7.78 chez les
hommes fertiles. 1l n’y avait pas de différence significative, P >0.05.

Le volume séminal moyen est de (3.05+0.95) ml. Celui-ci étant significativement plus
élevé chez les hommes fertiles que chez les hommes infertiles (3.54 ml versus 2.84 ml),
P=0.008.

La moyenne de la numération spermatique de (12.27+8.47) millions/ml a été observée
dans le groupe de patients d’hommes infertiles. Alors que chez les hommes fertiles, la
moyenne est de (95.80+£20.3) millions/ml. La différence entre les deux groupes est hautement
significative, P< 0.001.

L’analyse de la mobilité des spermatozoides montre que les formes immobiles sont les
plus représentées chez les hommes infertiles avec une moyenne de (54.5+£35.9)%, suivie par
des formes de mobilité rapide et lente, soit des moyennes respectives de 26.3% et 8.13%.
Tandis que, le groupe d’hommes fertiles se caractérise par des spermatozoides de mobilité
rapide, suivie par des formes de mobilité lente et immobile. Les moyennes respectives sont
dans I’ordre de 71.25%, 15.83% et 12.08%. On note une différence hautement significative

entre les deux groupes d’hommes fertiles et infertiles, P< 0.001.

Les frequences des formes typiques et des formes atypiques des spermatozoides montrent
que dans le cas des normospermies fertiles, les moyennes sont de 78.75% de formes typiques
contre 21.25% de formes atypiques. Alors que dans le cas des spermocytogrammes anormaux
des hommes infertiles, les moyennes des formes typiques et atypiques présentent
respectivement 29.2% et 70.7%. Une différence significative a été notée entre les hommes
fertiles et infertiles pour les deux formes morphologiques des spermatozoides, P< 0.001.
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Tableau 4. Comparaison des différents paramétres spermatiques chez les hommes fertiles et

infertiles
Paramétre Totale Homme Homme P
spermatique (N=39) fertile (N=12) infertile (N=27)
pH 07.74+0.30 07.78+0.27 07.73+0.31 0.30
Volume
séminal (ml) 03.05+0.95 03.54+0.68 02.84+0.98 0.008
Concentration
spermatique 37.98+41.17  95.80+20.30 12.27+08.47 <0.001
(x10° SPZ/ml)
Mobilité
Rapide (%) 40.12+32.72 71.25+08.29 26.30+29.80 <0.001
Lente (%) 10.50+06.30 15.83+05.97 08.13+04.90 <0.001
Immobile (%) 41.43+35.84 12.08+06.20 54.50+35.90 <0.001
Morphologie
Typique (%) 54.22+32.40 78.75+7.91 29.20+26.90 <0.001
Atypique (%)  45.78+32.40 21.25+7.91 70.70+26.90 <0.001

SPZ : Spermatozoide
2.3.1.1 Fréquence des anomalies spermatiques

Tel que spécifié dans les recommandations de I’Organisation Mondiale de la Santé, la
concentration, la mobilité et la morphologie des spermatozoides sont des critéres les plus
communément utilisés pour déterminer le type d’anomalie. Les valeurs de références sont
décrites comme suit : numération > 20 millions/ml, mobilité > 50% et morphologie normale
> 30%.

Dans notre étude, I’anomalie spermatique la plus fréquente est celui d’oligo-asthéno-
tératozoospermie dans 25.92% (Figure 25), suivie respectivement par I’asthéno-
(14.81%),

asthénozoospermie dans 11.11%. Des anomalies a moindre fréquences sont aussi observées,

tératozoospermie  (14.81%), I’oligozoospermie I’azoospermie et I’oligo-
tels que I’asthénozoospermie et la tératozoospermie dans 7.4%. Par ailleurs, des proportions
identiques sont enregistrées dans le cas de I’oligo-tératozoospermie et la nécrozoospermie, ils

sont de I’ordre de 3.7% des cas étudiés.
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Figure 25. Distribution de la fréquence des anomalies spermatiques

2.3.1.2 Anomalies morphologiques des spermatozoides

L’étude détaillée de la morphologie des spermatozoides chez les hommes infertiles montre

que la forme irréguliére de la téte est la plus prédominante avec une valeur moyenne de

(7.074£8.02)%. Celle-ci étant significativement plus élevée par rapport a la valeur moyenne

des formes irréguliéres des hommes fertiles (2.08+2.81)%, P=0.003.

Les formes atypiques de la piece intermédiaire sont dominées par la forme angulée avec

une fréquence moyenne de (11.9+10.2)% chez les hommes infertiles, contre (5.92+5.81)%

chez les hommes fertiles. La différence est significative, P=0.014.

Pour les anomalies du flagelle, la forme courte et la forme enroulée sont les plus observées

chez les hommes infertiles avec des valeurs moyennes de 6.21% et 6.1% respectivement. La

différence est significative par rapport au groupe d’hommes fertiles (les moyennes de la forme

courte et de la forme enroulée sont 1.92% et 1.83% respectivement), P< 0.05 (Tableau 5).
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Tableau 5. Comparaison des valeurs moyennes des anomalies morphologiques des
spermatozoides chez les hommes fertiles et infertiles

Type d’anomalie Totale Homme Homme P
(N=39) fertile (N=12) infertile (N=27)

Téte
Allongée (%) 1.7243.31 0.16+0.38 2.42+3.79 0.005
Amincee (%) 2.23+4.24 1.00+0.54 2.78+4.89 0.05
Microcéphaléee (%) 1.9445.40 1.00£2.13 2.37+6.34 0.16
Macrocéphalée (%) 2.97+7.04 1.50+2.24 3.63+8.30 0.11
Dupliquée (%) 2.44+6.50 1.58+2.78 2.81+7.62 0.23
Irréguliere (%) 5.54+7.20 2.08+2.81 7.07+8.02 0.003
En lyse (%) 0 0 0 -

Piece intermediaire
Reste cytoplasmique (%) 5.95+8.22 2.00£2.41 7.70£9.27 0.002
Angulation (%) 10.03+9.45 5.92+5.81 11.9410.2 0.014
Piéce intermédiaire 2.02+4.82 0.25+0.86 2.81+5.62 0.014
gréle (%)

Flagelle
Absent (%) 2.05+3.47 0.41+0.99 2.78+3.93 0.003
Court (%) 4.89+6.72 1.9243.20 6.21+7.47 0.008
Enroulé (%) 4.79+8.67 1.83+2.08 6.10+10.1 0.022
Double (%) 2.76+5.98 1.1742.59 3.48+6.91 0.069
Isolé (%) 2.20+4.81 0.41+0.99 3.00+5.60 0.014

2.3.2 Analyse hormonale
2.3.2.1 Chez les hommes

Le tableau 6 énumeére les niveaux d’hormones de patients impliqués dans cette étude. Les
niveaux de FSH et de LH étaient significativement plus élevés pour les hommes infertiles
avec des valeurs moyennes de 13.14 (mU/ml) pour le FSH et 9.10 (mU/ml) pour le LH,
P< 0.001. Cependant, le taux moyen de la testostérone chez les hommes infertiles est moins
élevé par rapport au groupe d’hommes fertiles, 3.18 (mU/ml) et 6.15 (mU/ml) respectivement.
La différence est hautement significative, P< 0.001.
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Tableau 6. Valeurs hormonales moyennes des hommes fertiles et infertiles

Dosage Totale Homme Homme P
hormonale (N=39) fertile (N=12) infertile (N=27)

FSH (mU/ml) 10.72+4.15 5.28+1.22 13.14+2.19 <0.001
LH (mU/ml) 7.74+2.61 4.69+0.79 9.10+1.89 <0.001
Testostérone (ng/l)  4.08+2.11 6.15+1.30 3.18+1.73 <0.001

2.3.2.2 Chez les femmes

L’analyse hormonale chez les femmes montre que la valeur moyenne de FSH est

significativement plus élevée chez les femmes infertiles par rapport au groupe de femmes
témoins (fertiles), 15.67 (mU/ml) et 10.25 (mU/ml) respectivement, P=0.0001. Cependant,

pour le LH, il n’y avait pas de différence significative entre les moyennes des deux groupes,

P=0.23 (Tableau 7).

Tableau 7. Valeurs hormonales moyennes des femmes fertiles et infertiles

Dosage Totale Femme Femme P
hormonale (N=45) fertile (N=15) infertile (N=30)

FSH (mU/ml) 13.87+5.64 10.25+1.67 15.67+6.06 0.0001
LH (mU/ml) 09.92+2.87 09.51+2.32 10.13+£3.13 0.23

2.4 Résultats de I’analyse cytogénétique

o,

¢ Choix des cas infertiles

Nous avons choisi de présenter les résultats de I’analyse cytogénétique pour 6 cas infertiles

dont 4 hommes et 2 femmes. Ce choix s’effectue en fonction de :

- La présence de tous les signes cliniques et biologiques d’une atteinte testiculaire ou

ovarienne d’origine génétique ;

- L’existence d’anomalies cytogénétiques associées a la pathologie en question.
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2.4.1 Interprétation des caryotypes

L’étude des caryotypes se fait sur plusieurs mitoses de lames différentes. Un minimum de
20 mitoses sera observé et 5 classements réalisés pour chaque malade, les meilleurs résultats

pour chaque patient seront présenteés.

Les chromosomes colorés uniformément ne peuvent étre distingués que par leurs tailles et

la position de leurs centroméres. On peut distinguer 7 groupes de chromosomes (Figure 26):

- Legroupe A : Chromosomes 1, 2 et 3, chromosomes longs et métacentriques ;

- Le groupe B : Chromosomes 4 et 5, chromosomes longs et submétacentriques ;

- Legroupe C: Chromosomes 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 et X, chromosomes moyens et sub-
métacentriques ;

- Legroupe D : Chromosomes 13, 14 et 15, chromosomes longs et acrocentriques ;

- Le groupe E : Chromosomes 16, 17 et 18, chromosomes petits et submétacentriques ;

- Le groupe F : Chromosomes 19 et 20, chromosomes petits et métacentriques ;

- Legroupe G : Chromosomes 21, 22 et Y, chromosomes petits et acrocentriques.
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Figure 26. Classement du caryotype en fonction de la taille et la position de
centromere (Harper et al., 1999)
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La formule chromosomique est établie selon la nomenclature internationale en vigueur

(ISCN : International System for human Cytogenetic Nomenclature, 1985). Chez I’individu
normal, la formule chromosomique s’écrira 46, XY pour I’homme et 46, XX pour la femme
(Figures 27 et 28).
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Figure 27. Caryotype masculin normal en bande R. Formule chromosomique : 46,XY.
(X 100) (Hayes et al., 1998)
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Figure 28. Caryotype féminin normal en bande R. Formule chromosomique : 46,XX.
(X 100) (Hayes et al., 1998)
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2.4.2 Présentation des caryotypes des différents cas étudiés

2.4.2.1 Pour les hommes

o,

% Casn°1
Il s’agit d’un homme agé de 49 ans dont le spermogramme réveéle une azoospermie totale,
avec des taux de FSH et LH élevés tandis que, la testostérone est baisse.

Les résultats présentés ci-dessous (Figure 29) sont obtenus apres réalisation du caryotype
standard. Les lames étaient de richesse moyenne avec de bonnes mitoses. Apres I’étude de 25
mitoses, le caryotype était de type aneuploide, avec la présence d’un chromosome X
surnuméraire. Il s’agit donc d’un syndrome de Klinefelter typique homogéne de la formule

chromosomique (47, XXY).

Les résultats observés sur le spermogramme, les analyses hormonales et cytogénétique
confirment le type d’infertilité masculine a savoir le syndrome de Klinefelter, ce qui traduit

I’hypogonadisme hyper-gonadotrope avec FSH et LH éleveés.
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Figure 29. (A) Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé (X100).
(B) Caryotype standard par coloration simple d’un syndrome de Klinefelter homogéne
(47, XXY)
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& Casn°?2

L’homme est de 35 ans. Il présente une azoospermie totale avec un taux de testostérone

baisse et de FSH et LH élevé.

Les résultats présentés dans la figure 30 sont obtenus apres la dénaturation thermique des

préparations metaphasiques ou le R-banding. Les lames étaient de richesse moyenne avec des

mitoses de différentes qualités. Le marquage en bande montre une anomalie de nombre des

chromosomes sexuels pour lesquelles nous observons un chromosome X surnuméraire. Ce

résultat a été confirmé apres I’étude de 20 mitoses et la réalisation de 5 classements. 1l s’agit

d’un syndrome de Klinefelter homogéne (47,XXY).

Ces résultats nous ont amené a conclure le type d’infertilité masculine a savoir le syndrome de

Klinefelter, qui est associé a un hypogonadisme hyper-gonadotrope avec des taux de FSH et

LH élevés.
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Figure 30. (A) Chromosomes métaphasiques en bandes R d’un noyau cellulaire éclaté et

dispersé (X100). (B) Caryotype standard en bandes R d’un syndrome de Klinefelter

homogeéne (47,XXY)
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% Casn°3

L’homme &gé de 32 ans avec une azoospermie. L’examen clinique révéle une hypotrophie
testiculaire gauche. L’analyse hormonale montre une élévation du taux de FSH, LH et une

normalité du taux de la testostérone.

Les résultats ont été obtenus aprés la réalisation d’un caryotype standard par coloration
simple-Giemsa. Les métaphases sont présentées dans la figure 31. Apres I’étude de 30
mitoses, nous avons constaté I’existence de 2 sous-populations cellulaires hétérogenes avec

un équipement chromosomique différent :

- La premiére sous-population montre un caryotype aneuploide, présentant une
anomalie de nombre avec un chromosome X surnuméraire. Elle est de type 47,XXY.

- La deuxiéme sous-population se caractérise par un caryotype euploidie (normale), ne
présentant aucune anomalie de nombre. Elle est de type 46, XY.

Ce caryotype correspond a une mosaique, bien que le nombre de mitoses étudiées ait été
insuffisant pour confirmer I’existence de ce type d’anomalies (le mosaicisme étant

normalement confirmé aprés I’étude de 100 mitoses selon les recommandations de I’'ISCN).

Etant donné la répartition et le pourcentage relevé dans ce mosaicisme 47,XXY (10%)/46,XY
(90%), cela traduit I’hypogonadisme hyper-gonadotrope (FSH, LH élevés), résultats observés

dans les paramétres hormonaux.
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Figure 31. (A) Chromosomes métaphasiques de deux noyaux cellulaires éclatés et dispersés
(X 100). (B) Caryotype standard par coloration simple d’un syndrome de Klinefelter en

mosaique (47,XXY/46,XY)

% Casn°4

Il s’agit d’un homme infertile de 42 ans dont la biopsie testiculaire révéle des

spermatozoides bloqués au stade de spermatides, avec des taux d’hormones FSH et LH

élevés.

Les résultats ont été obtenus aprés la réalisation d’un caryotype standard simple-Giemsa. Le
caryotype est euploide, ne présentant aucune anomalie de nombre, malgré le diagnostic pose.

Ces résultats ont été confirmés apres I’étude de 30 mitoses et la réalisation de 5 classements.
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La présence des caryotypes normaux chez les patients avec une infertilité avérée pourrait étre

due a des mutations diverses qui serait intéressant de prospecter du point de vue moléculaire

en particulier au niveau des microdélétions du chromosome Y.
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Figure 32. (A) Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé (X 100).

(B) Caryotype standard normal par coloration simple d’un homme infertile (46,XY)

2.4.2.2 Pour les femmes

s Casn°l
Il s’agit d’une femme agée de 24 ans avec une dysgénésie gonadique. Cette femme est
phénotypiquement de petite taille (approximativement 1.50 métres) avec une surcharge

pondérale. Les taux de FSH et LH sont élevés.

Les résultats présentés dans la figure 32 sont obtenus aprés réalisation d’un caryotype
standard. Les lames étaient de richesse moyenne avec de bonnes mitoses. Apres I’étude de 30
mitoses, nous avons constaté la présence d’une anomalie numérique des chromosomes

sexuels, avec I’absence totale d’un chromosome X. Il s’agit d’un syndrome de Turner
homogeéne (45, XO0).

Ces résultats nous ont amené a conclure le type d’infertilité féminine a savoir le syndrome de
Turner, qui est associé a un hypogonadisme hyper-gonadotrope avec un taux FSH/LH élevé.
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Figure 33. (A) Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé (X100).

(B) Caryotype standard par coloration simple d’un syndrome de Turner homogeéne (45, XO)

% Casn°?2

Une femme agée de 28 ans. L’examen clinique révele une dysgénésie gonadique avec une

impubérisme et une aménorrhée primaire. Le taux FSH/LH élevé.

Les résultats présentés ci-dessous (Figure 33) sont obtenus aprés un marquage en bande R.
Les lames étaient de richesse moyenne avec des mitoses de différentes qualités. Apres

I’analyse de 30 mitoses et 5 classements, le caryotype obtenu était de type aneuploide, avec

I’absence d’un chromosome X. Il s’agit d’une monosomie homogéne (45, XO0).

Le bilan hormonal et I’analyse cytogénétique confirment le type d’infertilité féminine a savoir

le syndrome de Turner, ce qui traduit I’hypogonadisme hypergonadotrope avec FSH et LH

élevés.
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Figure 34. (A) Chromosomes métaphasiques en bandes R d’un noyau cellulaire éclaté et
dispersé (X100). (B) Caryotype standard en bandes R d’un syndrome de Turner homogéne

(45, XO)
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Discussion genérale

Au cours de ce travail, différents aspects génétiques de I’infertilité masculine et féminine
ont été étudiés. Ainsi, plusieurs facteurs de risque potentiels, pouvant contribuer a une

gamétogénese défectueuse analysés a plusieurs niveaux : biologique et cytogénétique.

o,

¢+ Aspect générale de la population étudiée

L’infertilité est une pathologie relativement fréquente. Dans notre étude 57 cas ont
consulté pour des probléemes d’infertilité, soit une proportion de 67.85% de I’ensemble de la
population étudiée. Cette fréquence élevée des consultations pour désir d’enfants démontre
I’importance accordée a la procréation des enfants dans notre société. En France, la
prévalence de I’infertilité est estimée a 15%, ce qui signifie qu’un couple sur six consulte au
moins une fois dans sa vie pour une difficulté a procréer (Belaisch-Allart, 2011). Quand au
I’Algérie, plus de 300.000 couples mariés ne parviennent pas a concevoir un enfant. Cette
statistique se traduit par, approximativement, entre 10% et 12% de la population ciblée
(Hamdi, 2013).

Le probléme d’infertilité touche autant de femmes que d’hommes. Dans notre étude
35.71% des cas sont des femmes et 32.14% sont des hommes, ces résultats rejoignent ce qui a
trouvé dans la littérature. Selon une étude menée par Knuth et coll. (1987), I’homme est
responsable de la stérilité du couple dans 30% des cas et la femme aussi dans 30% des cas.
Alors qu’au Maghreb, I’infertilité féminine touche 30% des cas et I'infertilit¢ masculine
touche seulement 20% des cas (Huyghe et al., 2008 ; Marcelli et al., 2009 ; Coat et al., 2011).
Ces différences peuvent s’expliqué par le fait que dans notre société la femme était le plus
souvent tenue pour responsable de la stérilité du couple, alors que la responsabilité masculine
existe et ne cesse de croitre (Cohen-Bacrie et al., 2007). Toutefois c’est souvent au cours d’un
bilan de stérilit¢ de couple que la responsabilité masculine sera découverte. Malgré la
découverte des spermatozoides par Anton Van Leeuwenhoek en 1679, et la reconnaissance en
1850 de I’azoospermie comme cause d’infécondité ; la participation masculine a la stérilité
conjugale reste niée, refusée ou difficilement accepté par I’hnomme et le reste de la société
(Seguy et Martin, 1977).
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L’age est connu pour avoir une influence sur la fertilité (Bah et al., 2007). Dans notre

étude 60% des femmes infertiles sont agées entre 30-39 ans, avec un dge moyen de 33.9ans.
Par ailleurs, pour les hommes infertiles, on note une fréquence de 51.85% dans la méme
tranche d’age 30-39ans. Ceci peut étre expliqué par I’age de mariage qui est de plus en plus
tardif et I’age des couples désirant un enfant. L’age moyen de la premiére naissance pour une
femme était de 26.7ans en 1977 et est passé a 29.5ans en 2000. Or on sait qu’apres 35ans, la
fertilité de la femme décline fortement. Le déclin de la fertilité de I’lhomme avec I’age est
question encore mal comprise. Cependant, de nouvelles données laissent a penser qu’age
supérieur a 35ans provoquerait une augmentation du nombre de fausses couches et qu’un age
supérieur a 45ans diminuerait nettement les chances d’avoir un enfant. 1l est établi que I’age

est responsable d’une altération de la spermatogénese (Brzakowskia et al., 2009).

Le taux élevé des cas consultants(es) pour une infertilité primaire (81.48% pour les
hommes et 66.66% pour les femmes) par rapport au taux des infertilités secondaires (18.52%
pour les hommes et 33.34% pour les femmes) 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.

o,

+« Analyse spermatique

Le diagnostic d’infertilité de I’homme repose avant tout sur I’analyse du sperme. Le
spermogramme est un examen apparemment trés simple a réaliser mais qui nécessite une
méthodologie d’autant plus standardisée, précise et rigoureuse que I’analyse est souvent
subjective comme pour I’évaluation de la mobilité et de la morphologie spermatique. En
outre, son interprétation doit étre prudente car les résultats peuvent beaucoup variés d’un
éjaculat a I'autre chez un méme homme et peuvent étre influencés par des facteurs de

confusion comme I’age et la durée d’abstinence sexuelle ayant précédé le recueil de sperme.

Les résultats liés aux anomalies macroscopiques des spermogrammes indiquent que le pH
d’éjaculats moyen de nos patients se situe dans I’intervalle de la normalité. Ces résultats sont
différents de ceux de Sakandé et al. (2012), qui ont trouvé que 65% de la population
d’homme infertile avaient un liquide séminal basique. Le pH basique reflet une atteinte
prostatique et le pH acide évoque une insuffisance des vésicules séminales (Oliver, 1974 ;
Jouannet, 1979).

Quant a la mesure de volume spermatique moyenne nous avons observé une différence

significative entre les deux groupes d’hommes fertiles et infertiles (3.54 vs 2.84 ml). Ces
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résultats se different de celui d’Aleisa (2013) qui a trouvé une différence non significative

entre le groupe d’hommes fertiles et infertiles, les valeurs moyennes sont respectivement 2.50
et 2.75 ml. Par contre, si on compare les valeurs moyennes de volume séminal d’hommes
infertiles de notre série et celui d’Aleisa (2013), on trouve qu’il y‘a une similarité. Le cas
n’est pas le méme pour Andolz et al. (1999), qui ont trouvé un volume spermatique moyen de
1.4+1.8 ml chez 20 411 hommes infertiles. La valeur moyenne de volume spermatique de
notre patients est normale compris entre 2-6 ml. En dessous de 2 ml, on parle d’une
hypospermie. Cette diminution peut s’expliquer par une perte d’une partie de I’éjaculat (Girod
et Gzyba, 1969), ou d’une éjaculat incompléte (Jouannet, 1979 ; Robin et al., 2008), ou bien a
I’insuffisance des sécrétions de I’'une ou I'autre des glandes annexes (situation pouvant
correspondre a une prostatite ou a une vésiculite), ou exclusion des veésicules séminales
(congénitale ou acquise) ou on sera en présence d’une azoospermie et le volume sera
généralement inférieur a 1 ml (Guérin, 1993). Tandis que, I’hyerspermie se définit par un
volume séminal supérieur a 6 ml. Elle évoque la présence de Iésions infectieuses des glandes
annexes et en particulier les vésicules séminales : elle peut étre due aussi a une abstinence

sexuelle trop longue (Marmor, 2007).

Dans le groupe d’hommes infertiles, une moyenne de la concentration spermatique de
12.27 x10° SPZ/ml a été observée. Pour le groupe témoin (hommes fertiles), elle était de
95.80 x10° SPZ/ml. La différence est hautement significative. Nos résultats sont en accord
avec ceux publiés par Aleisa (2013) qui a trouvé également une différence significative dans
les valeurs moyennes de la concentration des spermatozoides entre 49 hommes fertiles et 160
hommes infertiles saoudiens. Les valeurs moyennes sont respectivement 98.6 x10° SPZ/mll, et
14.5 x10° SPZ/ml, p<0.001.

L’analyse de la mobilité des spermatozoides montre que les formes immobiles sont les
plus représentées avec une moyenne de 54.5% chez les hommes infertiles. Alors que les
formes de spermatozoides de mobilité lente ou rapide sont les moins représentées, les
moyennes sont respectivement 8.13% et 26.30%. Les résultats rejoignent ce qui a été trouvé
dans la littérature. Selon Andolz et al. (1999), la mobilité moyenne des spermatozoides
n’atteint que 32.4%. Tant a Aleisa (2013), les formes mobiles des spermatozoides
représentent une moyenne de 40% chez les hommes infertiles et 58% chez les hommes
fertiles, une différence a été notée.
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La fréquence moyenne des formes typiques de spermatozoides chez les hommes infertiles

est de I’ordre de 29.2%. Ce chiffre reste avoisinant de celui trouvé par Saidi et al. (2008) lors
de sa comparaison des moyennes des parameétres spermatiques entre les groupes d’hommes
fertiles et infertiles, les moyennes des formes typiques sont respectivement 56.34% et
26.54%. D’autres chercheurs ont également étudiés la morphologie des spermatozoides chez
les hommes fertiles et infertiles dans différentes pays du monde. Guzick et al. (2001) ont
trouvé une valeur moyenne des formes normales de spermatozoide de 11% chez les hommes
infertiles. Ce résultat semble étre inférieur a la notre. Aleisa (2013) a montré que les formes
anormales de spermatozoides présentent une valeur moyenne de 75% chez les hommes

infertiles. Ce résultat semble étre comparable de ce que nous avons trouvé dans notre étude.

e Fréquence des anomalies spermatiques

L’analyse de la distribution des fréquences de différentes anomalies spermatiques montre
que I’oligo-asthéno-tératozoospermie est la plus rencontrée avec une fréquence de 25.92%. Ce
résultat se proche de celle de Thonneau et al. (1991) qui ont montré que I’oligo-asthéno-
tératospermie était I’anomalie spermatique prédominante chez les hommes consultants pour
une infertilité en France, la fréquence était de I’ordre de 21%. Par ailleurs, I’azoospermie
occupe également une part importante dans I’infertilité masculine avec 11.11% de fréquence
dans notre étude. Cette valeur est proche de celle de Sakande et al. (2012) a Ouagadougou
avec 10.5%, Locko et al. (1989), au Congo Brazzaville (8%), Nguema et al. (1986) au Gabon
(13.4%), alors que, Thonneau et al. (1991) en France ont rapporté une fréquence de 6%

d’azoospermie sécrétoire et 3% d’azoospermie excrétoire.

L’oligozoospermie presente une fréquence de 14.81%. Le faible nombre de
spermatozoides peut avoir plusieurs étiologies d’origine sécrétoire ou excrétoire (obstruction
unilatérale sur le tractus). Un probleme d’éjaculation (incompléte ou rétrograde), les
infections et les inflammations du tractus accompagnées ou non de leucospermie, la présence
d’auto-anticorps dans le plasma séminal ou sur la membrane plasmique des spermatozoides

(Barthélemy et Hammamah, 1997).

La nécrospermie présente un taux de 3.7%. Avec une incidence rapportée dans la
littérature de 0.2% a 0.4%, la nécrospermie est encore mal documenté comme cause
d’infertilité masculine (Chavez-Badiola et al., 2008). Elle est souvent liée a un probléeme
infectieux (Marmor, 2007) ou a la présence d’un facteur toxique, une abstinence prolongée ou
a la présence d’auto-anticorps anti-spermatozoides (Jouannet, 1979).
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L’asthénospermie dans notre étude présente un taux moins élevé que celui de certains

auteurs (Thonneau et al., 1991 ; Sakande et al., 2012) qui ont trouvé respectivement 17% et
25%. L’asthénospermie est due a un phénomeéne infectieux, une auto-immunisation par un
anticorps ou encore a une anomalie de plasma séminal, notamment une hyperviscosité due a
des troubles de la liquéfaction (Barthélemy et Hammamah, 1997). Pourtant, Cavallini et al.
(2008) ont trouvé une relation significative et positive entre la concentration et la mobilité.
Par ailleurs, ils n’ont pas trouvé une relation significative entre la morphologie et la mobilité.
Alors que Cranz et al. (1981) ont montré que la mobilité est fortement réduite dans les

spermes a forte tératospermie et a oligospermie sévere.

e Anomalies morphologiques des spermatozoides

La morphologie du spermatozoide constitue un paramétre important dans I’exploration de
la qualité du sperme d’un homme infertile (Saidi et al., 2008). Un éjaculat normal contient des
spermatozoides présentant des variations importantes de la taille et de la forme de la téte, de
I’acrosome, de la piéce intermédiaire et de flagelle.

La présence de spermatozoides morphologiquement anormaux rend compte de la
tératozoospermie, dont les causes de survenue sont multiples. Il a été démontré I’évidente
sensibilité des fonctions testiculaire et épididymaire a la chaleur (Thonneau et al., 1998), ainsi
qu’une association avec la varicocele (Templeton, 2003). Le tabac a été aussi associé aux
anomalies morphologiques et a la mobilité des spermatozoides (Zitzmann et al., 2003).

En faisant I’étude détaillée de la morphologie des spermatozoides, la forme irréguliére de
la téte est la plus fréquente avec une valeur moyenne de 7.07%. Cet résultat rejoint ce qui a
été trouvé dans la littérature (Roussel, 1983 ; Spira et Ducot, 1985 ; Ammar-Keskest et al.,
1998 ; Jouannet et al., 1998).

Les irrégularités de la téte des spermatozoides sont trés fréquents chez les hommes
infertiles, elles correspondent le plus souvent a des acrosomes malformés ou absents (Patrat et
al., 2000). L’absence de I’acrosome est due a une perturbation de la spermiogénese,
empéchant la fécondation, elle se caractérise par des spermatozoides microcéphales a tétes
rondes et denses (Eggert-Kruse et al., 1995). Il a été noté que I’acrosome posseéde une
substance protéolytique qui permet aux spermatozoides d’accéder a la zone pellucide de
I’ovocyte, c’est pourquoi il est un des facteurs déterminants dans I’expression du pouvoir
fécondant du sperme. Ceci a été déterminé a travers plusieurs études dans la littérature (Liu et
Baker, 1994 ; Barthélemy et Hammamah, 1997).
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Au niveau de la piece intermédiaire des spermatozoides, on note une prédominance de la

forme angulée avec une fréquence de 11.9% chez les hommes infertiles. Ce résultat se proche
de celle d’Ammar —Keskeset et al. (1998), qui ont trouvé une valeur de 11.8%. Ainsi que
Jouannet et al. (1988) ont montré que 12.9% des spermatozoides présentent des formes

angulées.

Les atypiques de la piece intermédiaire avec des restes cytoplasmiques représentent une
fréquence moyenne de 7.70% chez les hommes infertiles. Cette valeur se proche de celle
d’Ammar-Keskeset et al. (1998) et Roussel et al. (1983) qui ont trouvé respectivement 7.3%
et 8.7%. Les spermatozoides avec restes cytoplasmiques, souvent dénommés spermatozoides
immatures ont été associés a I’inefficacité de la spermiogénéses qui implique moins d’étapes
conduisant a un contrdle moins rigoureux de la qualité (Thonneau et al., 1991 ; Laudat et al.,
1998 ; Robin et al., 2010). L’exces de la présence de résidus cytoplasmiques dans les
spermatozoides des hommes stériles suggere que le controle de la spermiogénése est encore
moins efficace que celle observée dans des conditions normales (Jezek et al., 1998 ; Aziz et
al., 2004).

Une piece intermédiaire bien formée possede une forte concentration de mitochondries qui
constituent une Vvéritable petite usine d’énergie sous forme d’ATP. Cette énergie est

nécessaire au mouvement flagellaire.

Pour les anomalies du flagelle, on note une prédominance des deux formes courtes et
enroulées avec des valeurs moyens de 6.21% et 6.10% respectivement. Ces résultats se
concordent avec ceux rapportées dans la littérature (Spira et al., 1985 ; Roussel et al., 1993 ;
Ammar-Keskeset et al., 1998). Le flagelle normal a un mouvement oscillatoire qui permet
aux spermatozoides d’avoir une bonne mobilité. Il est nécessaire pour le parcourt de

spermatozoides vers I’ovocyte.

o,

+ Analyse hormonale

Les dosages hormonaux constituent en général un index suffisant pour affirmer ou infirmer
un déficit androgénique. Les gonadotrophines FSH et LH constituent un dosage de seconde
ligne, demandé par le clinicien devant un abaissement de la testostérone plasmatique dans le
but de distinguer son origine secondaire (déficit hypothalamo-hypophysaire ou
hypogonadotrope) ou primaire (déficit testiculaire ou hypergonadotrope), ou devant une
anomalie du sperme (Reznik, 2007). Tant chez les femmes, les dosages de FSH et LH jouent

un role prédominant dans les mécanismes d’ovulation (Straub, 2005). Le FSH est nécessaire
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pour la sélection, le développement et la maturation folliculaire, alors que le LH, son fonction

principale est d’activer la synthese des androgenes dans les cellules thécales de I’ovaire
(Beaudeux et Durand, 2008). Ces androgenes seront utilisés comme précurseurs par les
cellules de la granulosa pour synthétiser les cestrogenes (Straub, 2005 ; Beaudeux et Durand,
2008). Le LH stimule aussi la synthése de la progestérone.

Les niveaux de FSH, LH et de la testostérone chez les hommes infertiles étaient
significativement plus éleves que ceux chez les hommes fertiles (P<0.001). Ces résultats se
concordent avec ceux rapportés dans la littérature (Balkan et al., 2008 ; Kocar et al., 2010 ;
Wang et al., 2010). Les études réalisées a ce jour font état d’un réle important de la FSH
(Souza et al., 2003; Tsujimura et al., 2004). Sa concentration serait inversement
proportionnelle & la population de spermatogonies et associée a I’azoospermie non obstructive
(Kretser et al., 1974). Une diminution de la testostérone avec une augmentation des
gonadotrophines (FSH, LH) signent une résistance périphérique aux gonadotrophines (Guerin,
2001).

La concentration de base de I’hormone folliculostimulante (FSH) chez les femmes
infertiles est significativement plus élevé que celui des femmes fertiles (P=0.0001). Ce
résultat est comparable a celui de Moltz et al. (1991) qui ont trouvé que le taux de FSH est
anormal dans 11.5% des cas de stérilité féminine présentant un cycle menstruel normal. Sharif
et al. (1998) ont observé que le taux élevé de FSH est proportionnellement inversé au nombre
des ovocytes collectées chez les femmes infertiles suivies d’AMP (Assistance Médicale a la
Procréation).

Par ailleurs, la concentration moyenne de LH est significativement non différente entre les
deux groupes de femmes fertiles et infertiles (P=0.23). Ce résultat se concorde avec celui de
Lenton et al. (1982) qui ont montré qu’il n’ya pas de différence significative entre les taux
moyennes de LH des femmes infertiles et de groupe témoins.

Le bilan hormonal (gonadotrophine) réalisée au 3*™ jour du cycle présente un intérét a la
fois diagnostique quant a I’étiologie de I’infertilité et un intérét prédictif quant aux chances de
succes d’une éventuelle prise en charge du couple en AMP (Straub, 2005). Une élévation
franche des gonadotrophines plasmatiques peut étre a I’origine d’une insuffisance ovarienne.
Les marqueurs informatifs seront la concentration de FSH, qui sera augmentée, et les

concentrations d’inhibine B et d’AMH (hormone antimillérienne), qui seront diminuées, la
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LH pouvant étre normale ou augmenté et I’E2 normal, augmenté ou diminué (Beaudeux et
Durand, 2008).

« Analyse cytogénétique

Les facteurs génétiques les plus fréquemment liés a I’infertilité sont dues a des anomalies
dans les cellules somatiques. Ces anomalies peuvent étre numériques ou structurales et

peuvent impliquer les chromosomes sexuels ou les autosomes.

Bien que ces anomalies aient été reconnues comme étroitement associées a I’infertilité
masculine, peu d’étude dans la littérature ont accordé une attention particuliere a leur
prévalence. L’incidence de ces anomalies dans la population masculine infertile est d’environ
10% a 23.62% (Pina-Neto et al., 2006 ; Zhang et al., 2012), et cette fréquence augmente a
mesure que la concentration des spermatozoides dans I’éjaculat diminue (Rosenbush, 2010).
Dans la présente étude, nous avons trouvé une fréquence de 11.11% (3/27 patients) d’hommes
infertiles ayant une anomalie chromosomique somatique. Cette fréquence élevée peut

s’expliquer par le faible nombre de patients infertiles analysés.

En comparant avec les autres études, Mau-Holzman (2005) a rapporté un pourcentage de
caryotypes masculins anormaux allant de 2.1 a 8.0% (n=6595). De Braekeleer et al. (2006)
ont donné un taux moyen de caryotypes anormaux de 3.6%, en se basant sur un plus grand
nombre de patients (n=10 726). Par ailleurs, la fréquence des aberrations dans certaines études
récemment publiées varie de 2.2-5.2% (Kayed et al., 2006 ; Marchina et al., 2007 ; Riccaboni
et al., 2008).

Dans d’autre part, les patients caryotypés dans notre étude ne montrent que des anomalies
chromosomiques gonosomiques (47,XXY; 47,XXY/46,XY). Le syndrome de Klinefelter a été
trouvé chez trois patients azoospermiques, deux avec la formule chromosomique homogene et
un patient avec un caryotype en mosaique. De nombreuses études d’infertilité ont rapportés
que le syndrome de Klinefelter est I’anomalie chromosomique dont I’incidence est la plus
élevée chez les hommes infertiles souffrant d’une atteinte testiculaire d’origine
chromosomique et que ce type d’anomalie est associé a une azoospermie totale (Seshagiri,
2001 ; Alkhalef et al., 2002 ; Nagvenkar et al., 2005 ; Mohammed et al., 2007 ; Akgul et al.,
2009).
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La pertinence des anomalies chromosomiques chez les patients qui sont par ailleurs

phénotypiquement normaux, réside dans leurs possible effets néfastes sur la fécondité et/ou la

transmission des aberrations génétiques pour la descendance.

Cependant, bien que le caryotype 47,XXY est presque inévitablement associé a une
azoospermie, I’existence d’une spermatogénese testiculaire focale ne peut étre exclue avec
certitude (Tachdjian et al.,, 2003). Avant [I’introduction de I’ICSI (Injection intra-
cytoplasmique d’un spermatozoide), les perspectives de fécondité pour la grande majorité des
patients de syndrome de Klinefelter était sans espoir. A ce jour 54 enfants normaux sont nés a
partir de 122 hommes atteints de syndrome de Klinefelter par ICSI avec des spermatozoides
testiculaires (48 enfants de 118 patients) ou éjaculés (6 enfants de 4 patients). Bien que, la
grande majorité des enfants nés de péres avec syndrome de Klinefelter sont
chromosomiquement normaux, le risque de produire une descendance avec aneuploidies
chromosomiques est significatif, en particulier le risque d’engendrer un 47,XXY ou un enfant
47, XXX (Rosenbush, 2010).

De l'autre coté, il a été montré que les patients atteints de syndrome de Klinefelter en
mosaique 47,XXY/46,XY sont plus susceptibles de montrer une spermatogénése résiduelle
avec oligozoospermie, mais, le risque génétique chez la progéniture reste encore inconnu
(Rosenbush, 2012). En effet, la surexpression d’un chromosome X surnuméraire dans certains
lots cellulaires est responsable des modifications apoptotiques des cellules de sertoli, d’ou
azoospermie et infertilité. Ce lot coexiste avec des cellules normales qui pourraient préserver
partiellement la spermatogénése, mais des dégats se produisent au cours de la gamétogénese.
Ils seraient a I’origine des pertes feetales récurrentes (Frikha et al., 2012).

L’origine de ces aneuploidies (47,XXY ; 47,XXY/46,XY) est une non disjonction a la
premiére division de la méiose maternelle dans 25% des cas, a la deuxiéme division de la
meiose maternelle dans 15% des cas, a la premiere division de la meiose paternelle dans 51%
des cas et plus rarement a une erreur mitotique post-zygotique (Hall et al., 2006 ; Hassold et
al., 2007).

Par ailleurs, les patients de la présente étude porteurs d’anomalies chromosomiques

présentaient des taux plus elevés de FSH et/ou de LH, et des niveaux faibles de testostérone.

Plusieurs études ont montré que les taux sériques de FSH étaient significativement
supérieurs a la valeur moyenne chez les patients azoospermiques ayant une anomalie

chromosomique, ainsi que chez les patients ayant des microdélétions de la région AZF
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(Azoospermia Factor) du bras long du chromosome Y (Kransz et al., 2003 ; Lammarrone et
al., 2003 ; Luddi et al., 2009 ; Mirfakhraie et al., 2010 ; Wang et al., 2011).

Compte tenu de la présence d’un caryotype normal parmi les patients, il est fort probable
que ce patient porte des microdélétions concernant I’'une des régions AZF. Ce qui peut
traduire le phénotype normal de ces patients ainsi que la perturbation des taux d’hormones
FSH et LH et la présence d’azoospermie totale ou I’oligospermie sévére idiopathiques.

Touchant des régions différentes du chromosome Y, les délétions affectent de nombreux
génes et aboutissent & des atteintes testiculaires variables. En cas des délétions de la région
AZFa, il n’ya en regle générale aucune cellule germinale dans les tubes séminiféres. La
délétion d’AZFb est associée a un arrét de la spermatogénese au stade spermatocyte. Des
phénotypes tres variables peuvent étre observés en cas de délétion de la région AZFc qui
contient notamment plusieurs copies du géne DAZ (Deleted in Azoospermia) (Luddi et al.,
2009).

Il est bien établi qu’il peut y avoir une relation de cause a effet entre la présence d’une
anomalie chromosomique chez un patient et son infertilité. Notre étude a montré la présence
des anomalies chromosomiques chez la femme infertile et démontrent qu’elles participent a
I’infertilit¢ du couple. En effet, les anomalies chromosomiques féminines étaient

principalement retrouvées quand les conjoints n’avaient aucune cause d’infertilité.

Les anomalies chromosomiques responsables d’une altération de I’ovogénese font
intervenir essentiellement le chromosome X qu’il s’agisse d’une anomalie de nombre ou de
structure (Rives, 2006). Dans notre étude, les patientes caryotypées ne montrent que des
anomalies chromosomiques libres et homogénes (45,X0). De nombreuses études d’infertilité
ont rapporté que le syndrome de Turner est I’anomalie chromosomique la plus fréquente chez
les femmes infertiles souffrant d’une dysgénésie ovarienne (Kleczowska et al., 1990 ; Sybert
et al., 2004 ; Goswami et Conway, 2005 ; Aboussair et al., 2007 ; Borgstrom et al., 2009).

La monosomie du chromosome X (45,X0) ne résume pas la totalité des cas de syndrome
de Turner. Dans plus de la moitié des cas, il s’agit d’une mosaique (46,XX/45,X0) et/ou d’une

anomalie de I’X (délétion, isochromosome X, chromosome dicentrique) (Hallab et al., 2012).

En effet, la perte du chromosome X est responsable d’une agénésie précoce des cellules
germinales qui résultent dans I’insuffisance ovarienne précoce, d’ou infertilité primaire. En

revanche, la présence d’un lot de cellules normales préserve la capacité reproductive, mais
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partiellement seulement. Elle serait a I’origine d’aneuploidies feetales, causes potentielles

d’avortement spontané (Frikha et al., 2012).

L’origine de cette aneuploidie est paternelle dans 80% des cas selon plusieurs études
cytogénétiques et moléculaires. La non-disjonction méiotique survient le plus souvent en

méiose |1 (division équationnelle) (Jacobs et al., 1997 ; Turleau et Vekemans, 2005).

Dans la majorité des cas de Turner décrits dans la littérature, les gonadotrophines sont
élevées (Reyss et Christin-Maitre, 2006 ; Hallab et al., 2012 ; Nelson et al., 2012). Ces
résultats sont en accord avec les notre, les taux de FSH et LH sont aussi élevés, témoignant

I’insuffisance ovarienne périphérique.

Apreés I’émergence de I’injection intra-cytoplasmique du sperme (ICSI) et don d’ovocytes,
il est possible aux femmes infertiles avec des anomalies chromosomiques (monosomie
45,X0 ; mosaique 46,XX/45,X0) d’avoir des enfants (Foudila et al., 1999; Abir et al., 2001 ;
Birkebaek et al., 2002). Cependant, le risque d’avortement spontané est élevé ainsi que la
possibilité d’une syndrome de Turner transmis de la mere a la fille (Abir et al., 2001 ;
Waelken’s, 2004).

En conclusion, il est trés clair que divers anomalies chromosomiques structurales et
numeriques peuvent causer une déficience ovogénique a divers points, ayant pour résultat une
stérilit¢ d’origine chromosomique. Toutes ces conclusions soutiennent fortement Ila
recommandation d’un criblage des patientes stériles pendant I’évaluation et avant I’inscription

dans les programmes de procréation médicalement assistée.
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Conclusion et perspectives

La génetique de I’infertilité ou de la stérilité est un nouveau champ de recherche qui

prendra sans aucun doute de I’'importance dans un proche avenir.

Notre travail de recherche avait pour but d’étudier les cas infertiles dans la région de
Tlemcen. Il est basé sur la détermination de I’aspect cytologique du sperme a travers la
réalisation de spermogramme et spermocytogramme, I’aspect biochimique a travers le dosage
hormonale et I’exploration cytogénétique du génome somatique chez des patients atteints d’un
trouble sévere de la gamétogénése, en utilisant les techniques de caryotype simple et R-
banding.

Sur un totale de 57 patients, les hommes soupconnés d’infertilité (n=27) présentent un taux
élevé de cas pathologiques dus aux différentes anomalies dont la plus fréquente est oligo-
asthéno-tératozoospermie avec 25.92%. Les résultats relatifs aux spermo-cytogrammes
révélent une prédominance des atypies de la piéce intermédiaire avec la forme angulée, la
forme irréguliére pour les anomalies de la téte et les formes courtes et enroulées pour les

anomalies du flagelle.

Concernant I’exploration hormonale, une diminution de la testostérone avec une
augmentation des taux de FSH et LH chez les hommes infertiles a été notée. Ainsi que les
femmes infertiles présentent des taux élevés de gonadotrophines (Le LH peut étre élevé ou
normale). Selon ces données, une prospection des taux des hormones est recommandée pour

une évaluation du degré de sévérité de I’infertilité dans ces groupes de patients.

Pour les analyses cytogénétiques, les anomalies chromosomiques ont été trouvées chez les
patients caryotypés (03/27 hommes, 02/30 femmes). Une relation entre I’anomalie
chromosomique et I’infertilité a été démontrée. Cette anomalie peut altérer la fonction de la
reproduction de I’homme ou de la femme par une action spécifique sur la méiose ou sur la
différenciation des cellules germinales. Cependant, son retentissement sur la fonction de
reproduction présente une extréme variabilité dans son expression, de la subfertilité a la

stérilité primaire.
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Ainsi, la recherche des causes génétiques de la stérilité présente de multiples intéréts :

L’identification d’anomalie chromosomique responsable d’altération de la

gamétogénese et de la production des gamétes génétiquement déséquilibrées.

- Eviter de nombreux examens inutiles, voire des traitements illusoires.

- Fournir au couple et a leur famille un conseil génétique expliquant le risque de
transmission de I’anomalie a la descendance, et de les orienter vers la solution la plus
adaptée a leur probleme.

- Cette recherche débouche sur une meilleure connaissance fondamentale des

chromosomes et des génes impliqués et de leur mode d’action. Un tel travail

nécessitera des rapports étroits entre les biologistes et les cliniciens.

Il est donc fortement recommander d’examiner ces patients avant I’inscription dans les
programmes de procréation medicalement assisté. D’ailleurs, le diagnostic prénatal dans le
cas de ces anomalies est d’une tres grande importance. De telles investigations sont
nécessaires pour réduire au minimum le risque de propagation de ces anomalies

chromosomiques dans la génération suivante.

Les limites de la présente étude correspondent pour [I’essentiel aux modalités
d’échantillonnage et de prospection. Ainsi afin d’approfondir et compléter ce travail, il
faudrait étendre I’étude sur un nombre de patients plus conséquent permettant un traitement
statistique des données afin de dégager des corrélations entre les parametres mis en cause et
les différentes pathologies suspectées. L’utilisation des techniques de la cytogénétique
classique dans la recherche des causes génétiques responsables de I’infertilité reste limitée a la
résolution de banding. Par conséquent, plusieurs mutations non détectables par des techniques
de caryotype ne soient identifiables que s’il ya un assemblage entre ces techniques et celles de
la biologie moléculaire, dont essentiellement la technique de RT-PCR qui étudie le produit

méme de la cytogénétique et place donc la détection a un niveau moléculaire.
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Annexes

Annexe 1: Questionnaire (Fiche d’enquéte)

Code :

Date :

Nom et Prénom :
Adresse :

2.1 Données sociodémographiques

Age :

Sexe: 1. Masculin 2.Féminin
Statut matrimonial : 1. Célibataire 2.Mari(e)
Profession :

Nombre d’enfants :
Age de mariage :
Age de mariage du patient (e) et du conjoint :

2.2 Parametres de la santé

Durée de I’infertilité :

Age de conception de premier enfant :

Nombre de fausses couches :

Utilisation des contraceptifs pour les femmes : 1.0ui 2.Non
Stress:  1.0ui 2.Non

Examen clinique :

Autres maladies :
2.3 Analyse spermatique

Volume (ml) :

NB de SPZ (millions/ml) :
Vitalité (%) :

Mobilité (%) :
Morphologie (%) :
Classification :
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2.4 Analyse hormonale

FSH (Hormone folliculo-stimulante) (mU/ml):
LH (Hormone lutéinisante) (mU/ml) :
Testosterone (ng/ml) :

2.5 Examen cytogénétique

- Caryotype :

1. Anomalie numérique
2. Anomalie structurale

Consentement du Patient(e)

'] Je déclare avoir été informé(e), oralement et par écrit, des objectifs et du déroulement de
I’étude sur la stérilité, et j'autorise I’utilisation de ces informations dans cette fiche d’enquéte
au profil de cette étude.

Lieu, date Signature du patient(e)
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Annexe 2 : Spermogramme

2.1 Matériel

Réceptacle a sperme a usage unique

Etuve 37°C

Microscope photonique

Papier Johnson

Eprouvette graduée de 10 ml

Tubes a hémolyse de 5 ml

Micropipette 100ul

Pipette graduée 1ml

Pipettes Pasteur

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

Lamelles couvre objets en verre (22X32 mm)
Papier pH réactif colorimétrique

Cellule de THOMA

2.2 Réactifs

Solution de Ringer formolé (solution de travail) :
Liquide de Ringer 1L
Formol a 40% 10 ml

Solution & Eosine 1% :
Eosine “yellowish”” 19
NaCl 9 %o 100 ml

Solution de Nigrosine a 10% :

Nigrosine 109
NaCl 9 %o 100 ml
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Annexe 3 : Spermocytogramme

3.1 Materiel et réactifs :
- Microscope photonique (G100X)
- Etuve 37°C
- Lames en verre
- Lamelles couvre objets en verre (24X40 mm)
- Graveur pour lames
- Porte lames
- Huile a immersion
- Mélange alcool éther
- Baume de Canada pour montage des lamelles de recouvrement

- Bacs a coloration de Papanicolaou (réactifs RAL.France )
3.2 Coloration de Papanicolaou

- Apreés préparation des frottis, les lames sont directement plongées dans deux bains
d’alcool a 70° et 80°, 15 seconde pour chacun, puis dans plusieurs bains d’eau
distillée ;

- Colorer avec Hématoxyline de Harris (30sec) ;

- Ringer a I’eau distillée pendant 1 min ;

- Plonger les lames dans la solution d’eau amoniacale (1min) ;

- Ringer couramment a I’eau distillée ;

- Passer rapidement dans deux bains d’alcool a 70°, un bain d’alcool a 80° et un bain
d’alcool a 95° (10 fois pour chacun) ;

- Colorer les lames par la solution d’Orange G6 (5min) ;

- Passer rapidement (10 fois) dans deux bains d’alcool a 95° ;

- Colorer les lames par la solution polychrome EA50 (5min) ;

- Passer rapidement (10 fois) dans deux bains d’alcool a 95°, puis dans un bain d’alcool
absolu ;

- Passer les lames (10 fois) dans un bain de xylene ;

- Monter les lames.
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Annexe 4 : Classification des anomalies morphologiques des spermatozoides

Tableau 8. Classification de David 1975 des anomalies morphologiques des spermatozoides
(Mansat et Bennet, 1986)

e Les anomalies de la téte

Formes allongées

Simple 5 —
Base amincie e
Battant de cloche @2
Effile < e
Formes amincies CEEpe——
Microcephales e & ——

Macrocéphales %
Dupliquées %

Formes irréguliers

Contour irrégulier @__ <B=
Acrosome mal formé ®= h

Sans acrosome
Forme en lyse Eﬁ,: o o -
y gl \3‘5 =

e Les anomalies de la piéce intermédiaire
Restes cytoplasmiques %%-__.ﬁﬁ____

Angulation m

e Les anomalies du flagelle

Flagelle absents &
Flagelles courts (wrmon, (RS ———

Flagelles enroulés & & T —
Flagelles doubles (3o
— e
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Annexe 5 : Technique de caryotype sur sang totale
5.1 Matériel

- Incubateur pour culture cellulaire (étuve) avec une pression de CO, modulable
- Hotte a flux laminaire vertical

- Centrifugeuse a grande vitesse

- Bain marie thermostaté a 100°C

- Réfrigérateurs a 4°C, un congélateur a -20°C

- Agitateur magnétique

- Balance électrique

- Vortex

- Microscope optique

- Ordinateur

5.2 Réactifs

v Réactifs de milieu de culture

- RPMI 1640 sans bicarbonate, sans L-Glutamine
- Streptomycine (antifungique)

- Pénicilline (antibiotique)

- L-Glutamine (acide aminé) a 200mM

- SVF: Sérum de veau feetal

v Réactifs d’établissement de caryotype
- PHA-C (Phytohémagglutinine-C)

- Heéparine de lithium

- Colcémide a 10mg/I

- Kcl (Chlorure de potassium) a 0.075M

- Ethanol (CH3CH,OH) a 100%

- Acide acétique (CH3-COOH) a 99-100%
- Acide sulfurique (H,SO,) a 35%

- Eau distillée

- Solution de Giemsa

128



- Phosphate de sodium anhydre (Na;HPQO,)
- Milieu EBS (Earl Balanced Salt)

- Huile a immersion
5.3 Préparation des solutions

- Pour préparer une solution de 30ml de Kcl a 0.075M, il faut :
1.5ml de Kcl 0.75M

28.5ml de I’eau distillée

- Pour préparer une solution de Carnoy, il faut :
3 volumes d’éthanol a 100%

1 volume d’acide acétique a 99-100%
- Pour diluer la solution Earl a 1/10, il faut :

1ml de solution Earl
9ml de I’eau distillée
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Glossaire

Alleles: Versions alternatives d’un méme géne différent par leur séquence nucléotidique. Par
extension désignent les variantes du DNA non codant en un locus.

Ambiguité sexuelle : C’est I'état d'un étre humain dont les organes génitaux sont difficiles ou
impossibles a définir comme males ou comme femelles selon les standards habituels.

Amniocentése : C’est une procédure médicale invasive utilisée pour un diagnostic prénatal,
dans laquelle 20 ml de liquide amniotique sont extraits de la cavité amniotique (I’amnios est
une des trois enveloppes de I'ceuf) dans laquelle se trouve le feetus.

Anticorps : Une protéine fabriquée par un organisme en réponse a la présence d’un antigene
qui peut s’unir spécifiquement a celui-ci.

Antigéne : Substance étrangere qui, introduite dans un organisme, déclenche la formation
d’anticorps.

Atrophie testiculaire : L'atrophie testiculaire est une pathologie qui se traduit par une taille
diminuée des testicules par rapport a la normale. L'atrophie des testicules peut réduire voire
stopper leur fonctionnement normal et entrainer des troubles de la fertilité, parfois la stérilité
du patient.

Biopsie : Prélevement de tissu pour analyse.

Carte génétique : Représentation graphique de la position des génes les uns par rapport aux
autres dans le génome.

Carte génique : C’est un alignement linéaire des genes sur un chromosome, basé sur les
fréquences de recombinaison. Son unité de distance est le centiMorgan (cM).

Caryotype : Etude de lI'ensemble des chromosomes d'une cellule, selon leur nombre et leur
aspect morphologique.

CentiMorgan (cM) : L'unité de mesure de distance entre deux génes liés. Il représente la
fréquence de recombinaison lors de la meiose, entre deux genes dont les locus sont sur un
méme chromosome et dont les alleles présents sur chaque chromosome définissent pour
chacun d'eux, un haplotype. 1cM =1 % de recombinaison.

Centromeére : Région du chromosome par laquelle le chromosome s’attache au fuseau
achromatique.

Chiasmas : Zones d'échange entre chromatides appariées, observees en prophase méiotique I,
conséquence de la survenue de crossing-over.
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Chlordécone : C’est un produit phytosanitaire, pesticide organochloré de la famille des
bishomocubanes comme le mirex et le Kelevan.

Choriocentese : Ou "biopsie du trophoblaste”, consiste a prélever par aspiration du tissu
trophoblastique du feetus. On préleve des cellules chorioniques (cellules du futur placenta), on
parle également de prélevement des villosités choriales.

Cryptorchidie : C’est I’arrét de la migration du testicule en un point quelconque de son
trajet normal entre la région lombaire ou il se forme et le scrotum ou il doit se trouver a la
naissance. C’est une cause majeure d'altération de la spermatogenése. Elle peut étre
unilatérale ou bilatérale.

Dysgénésie gonadique : C’est une anomalie du développement sexuel associée a un
développement anormal des gonades, qui se traduit par la présence d'organes génitaux
féminins ou masculins malgré le caryotypes masculin 46,XY ou féminin 46,XX
respectivement.

Euchromatine : Matériel chromosomique faiblement coloré par certains colorants. On croit
qu'elle représente les domaines chromosomiques qui sont riches en genes, puisque I'ADN de
ces régions est moins condensé que celui des régions riches en ADN répétitif - c'est-a-dire
I'hétérochromatine.

Fluorochromes : Une substance chimique capable d'émettre de la lumiére de fluorescence
apres excitation.

Fratrie : Ensemble des germains.

Géne : Unité de transmission héréditaire de I'information génétique. Un géne est un segment
d’ADN (ou d'ARN chez virus), situé a un locus précis sur un chromosome, qui comprend la
séquence codant pour une protéine, et les séquences qui en permettent et régulent I'expression.

Génome : Ensemble des informations génétiques constituant le patrimoine génétique de
I’espéce. Inclut la totalité des séquences nucléotidiques codantes et non codantes, géniques et
inter géniques, uniques ou répétée.

Gynécomastie : La gynécomastie désigne I’augmentation unilatérale (d’un seul c6té) ou

bilatérale (des deux cétés) du volume des glandes mammaires chez I’homme.

Hétérochromatine : Régions des chromosomes qui restent contractées durant l'interphase et
par conséquent sont intensément colorées dans les préparations cytologiques. Ces régions sont
constituées en grande partie d'’ADN répétitif et contiennent un petit nombre de génes. Elles
sont ainsi pour la plus grande partie génétiquement inactives.

Hygroma : C’est l'augmentation pathologique d’une bourse séreuse (espace de glissement
normalement « virtuel », se remplit d'un liquide et la tuméfaction apparait).
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Locus : Terme exclusivement topographique. Emplacement d’un segment de DNA sur un
chromosome défini par son contenu informationnel (géne) ou sa séquence qu’elle soit
polymorphe ou non.

Microsatellites (ou STR, Short Tandem Repeat): Segments de DNA contenant des répétitions
en tandem de courts motifs dinucléotidigues CA/GT (VNDR, Variable Number of
Dinucleotide Repeats), tri ou tétranucléotidiques. Le polymorphisme, qui dépend du nombre
de répétitions des motifs, est un polymorphisme de taille. Les microsatellites sont tres
nombreux et dispersés sur tout le génome.

Mutation : Toute modification du génotype par altération de la séquence d'un fragment
d’ADN allant de la modification d'une seule paire de nucléotides au réarrangement ou a la
perte d'un morceau de chromosome détectable a l'observation cytologique. Si elle n'est pas
létale, elle est héréditaire.

Non-disjonction : Migration accidentelle des deux chromosomes homologues vers le méme
pble du fuseau de division au lieu de migration vers les deux pbles opposeés.

Phénotype : Manifestation apparente de la constitution du génome sous la forme d’un trait
morphologique, d’un syndrome clinique, d’une variation qualitative ou quantitative du produit
final d’expression d’un gene.

Phytohémagglutinine (PHA) : Substance polysaccharidique extraite des haricots capable
d’agglutiner les hématies et les séparer des leucocytes. Elle a la capacité de stimuler la
prolifération et la transformation blastique des lymphocytes. Cette propriété est utile dans les
études cytogénétiques réalisées sur les lymphocytes en culture, leur division étant stimulée par
la phytohémagglutinine.

Pseudogene : Gene apparenté a un géne normal mais non fonctionnel, issu probablement de
duplication puis de dérive par rapport au géne fonctionnel.

Recombinaison génétique : Tout processus permettant d'obtenir un assemblage nouveau
d'informations génétiques a partir d’ensembles différents. La répartition aléatoire des
chromosomes homologues dans les cellules filles lors de la premiére division méiotique est
une recombinaison (interchromosomique). Le crossing-over provoque une recombinaison
(intrachromosomique).

Varicocéle : Elle est caractérisée par une dilatation des veines spermatiques, qui
s'accompagne souvent, mais pas toujours, d'une altération de la spermatogenese. Les
varicoceles sont généralement asymptomatiques.

132



Résumé

La stérilité ou I’infertilité est un probléme de santé majeur qui affecte beaucoup de couples en age de se reproduire. Dans
le bilan d’infertilité du couple, le caryotype s’impose quand I’étiologie reste indéterminée. Le but de cette étude est donc,
d’identifier et déterminer les mécanismes des aberrations chromosomiques des gonosomes conduisant a la stérilité humaine.
L’association entre I’anomalie chromosomique et les paramétres cliniques et biologiques (spermatiques et hormonales) a été
également évaluée.

Sur les 27 hommes infertiles, 2 cas azoospermiques présentent des caryotypes avec anomalies portant essentiellement sur
les gonosomes, il s’agit de syndrome de Klinefelter dans sa forme homogéne (47,XXY). La forme mosaique a été trouvé dans
un seul cas avec la formule chromosomique (47,XXY/46,XY). Chez les 30 femmes infertiles étudiées, I’aneuploidie la plus
fréquente est représentée par le syndrome de Turner de formule chromosomique 45,X0, homogéne dans les 2 cas caryotypés.
Quant a I’exploration hormonale, on marque une élévation des gonadotrophines (FSH et LH) chez les deux sexes et une
diminution du taux de testostérone chez les hommes azoospermiques de caryotypes anormales.

La présence d’anomalies chromosomiques chez les hommes et les femmes infertiles suggerent fortement la généralisation
des tests génétiques et cytogénétiques afin de rendre plus efficiente leurs prise en charge.

Mots clés: Stérilité, caryotype, anomalies gonosomiques, diagnostic, conseil génétique.

Abstract

Sterility or infertility is a major health problem that affects many couples in reproductive age. To evaluate the infertility of
couple, the karyotype analysis will be needed especially, when we can not know the cause of this infertility. The aim of this
study was to identify and determine the mechanisms of sex chromosomal aberrations in infertile patients. The association
between chromosomal abnormalities and clinical, biological parameters (semen and hormonal data) was also evaluated.

Of the twenty-seven men, two azoospermic cases had sex chromosomal abnormalities. These were described as (47,XXY)
homogeneous forms. Klinefelter syndrome with mosaic karyotype (47,XXY/46,XY) was found among one case included in
this study. For the infertile women (N=30), the most common chromosome aneuploidy was represented by Turner syndrome
with homogeneous (45,X0) karyotype. This abnormality was found in two women. In the other hand, a higher level of FSH
and LH was noted in both sexes while the lower concentrations of testosterone were observed in azoospermic men with
abnormal karyotype.

The occurrence of chromosomal abnormalities among infertile men and women strongly suggest widespread genetic and
cytogenetic testing to make them more efficient care.

Key words: Sterility, karyotype, sex chromosomal abnormality, diagnosis, genetic counseling.
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