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Prévalence des microdélétions sur le chromosome y chez des hommes avec azoospermie non obstructive et un olioligosperme sévére au mali

INTRODUCTION
Plusieurs milliers soit 15% des couples a travers le monde ne peuvent concevoir

aprés des rapports sexuels réguliers, cependant dans plus de 30% des cas,
I’étiologie de cette infertilité est inconnue(99). Aussi, malgré des traitements, la
situation reste inchangee, ce qui fait penser a un désordre d’ordre genétique au
niveau du chromosome sur lequel se situent les génes qui gouvernent la
spermatogenese. La présence d’un gene ou groupe de genes, liés a une normale
spermatogenése a permis d’établir la base de I’analyse cytogenétique qui montra
des délétions microscopiques sur la partie distale du chromosome Y (Yqll) chez
I’hnomme avec azoospermie (AZF) (1). Le récent développement de la technique de
Polymérase Chain Reéaction (PCR) a permis d’identifier plusieurs régions de

microdeletion couvrant tout le chromosome Y (30).

“Lorsque I’enfant parait, le cercle de famille
Applaudit a grands cris.
Victor HUGO - Les feuilles d’automne

“I11 est si beau, I’enfant avec son doux sourire
Sa douce bonne foi, sa voix qui veut tout dire,
Ses pleurs vite apaisés. “
Victor HUGO - Les feuilles d’automne

“Nous n’existons vraiment que par ces petits étres

Qui dans tout notre cceur s’établissent en maitre
Qui prennent notre vie et ne s’en doutent pas,
Et n’ont qu’a vivre heureux pour n’étre point ingrats.
Emile AUGIER - Gabrielle
Ceux qui sont inhabiles a la génération doivent étre méprisées et étre tenus comme
monstres imparfaits et défectueux. Cette assertion de LOUIS SERRES en 1625

reste encore d’actualité. En effet la stérilité du couple n’est acceptée par aucune
1
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sociéte (28).La stérilité  est un probleme multifactoriel touchant selon les
statistiques 15% des couples dans le monde.

Au MALLI, ou « I’instinct » de reproduction reste encore profondément ancre, la
stérilitt  du couple revét les caracteres d’un veritable fléau social. Objet de
déshonneur, voir une punition la stérilité a été de tous les temps considéré comme
une tare spécifiquement féminine (23), ceci afin de ne pas remettre en question
I’hnomme et sa virilité. La vertu féminine se réesume alors a la dualité production-
procréation. Conséquemment la « valeur » et le rang social de la femme n’y
reposent que sur le nombre de ses enfants donc de sa faculté de procréer. Un adage
Bambara ne dit-il pas que : le but du mariage est de procréer.

La cosmogonie Africaine interprete la procréation comme le retour des
ancétres par les enfants contrairement a la religion pour laquelle ; elle est un devoir
supérieur. Dans de nombreuses cultures, I’enfant constitue un bien précieux, sacré
dont sa conception donne un sens a la vie du couple. Au MALLI, dans tous les
groupes ethniques, il fait inéluctablement la fierté du couple et de la famille.

« La responsabilité de I’homme a été longtemps niée ; en effet depuis
I’aube des temps I’hypofertilitt masculine, longtemps confondue avec
I’impuissance sexuelle et aussi a la croyance populaire selon laquelle tout homme
capable de coit suivi d’éjaculation renferment des spermatozoides féconds,
persistent encore de nos jours (7, 19, 56). L’ignorance de la physiologie de la
reproduction a longtemps entretenu le mythe de la seule responsabilité féminine
puisque ce que I’on connaissait de la grossesse est qu’elle se déroulait chez la
femme. Il s’y ajoute que depuis toujours dans I’opinion commune on a assimilé
stérilité et impuissance ». Des études montrant la responsabilité de I’homme dans la
sterilité du couple ont été faites et la plus récente en 2001(a Bamako au service
d’Urologie de I’Hépital National du Point G sur 22 cas de stérilite du couple) a
montré que I’homme y est responsable dans 44,50% (55). L’homme stérile vit

impunément cette situation dans nos contrées contrairement a la femme.
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La découverte de I’infertilité est toujours un traumatisme psychologique pour
I’hnomme et les conséquences peuvent étre multiples : état dépressif, culpabilite,
abandon, troubles sexuels, sexualité extraconjugale(28), ...bref une crise d’identité.
Le désir d’enfant chez I’homme «traverse » celui de la paternité en tant
qu’habituellement selon BEETSHEN désir de transmettre plus que de donner une
vie, ce qui est différent pour une femme. Est-il encore pere s’il n’a pas d’enfant ?
C’est toute la question de son identité sexuée, qui se trouve posée la, au travers
d’un enfant qui ne vient pas, qui ne s’inscrit pas dans la généalogie.

L’esprit de I’africain confond souvent virilité et impuissance, ainsi I’homme sterile
béneficie tres souvent du soutien de sa famille. Polygame, divorcé ou remarié, sa
préférence est du coté des enfants de sexe masculin héritiers potentiels dans la
logique de la succession au MALLI.

La privatisation des secteurs médical pharmaceutique et para médical a amelioré
certes la prise en charge des stérilités au MALI. Cependant le paupérisme engendré
par la dévaluation du franc CFA a aggravé davantage la douleur des couples
stériles. Oui la douleur puisque la stérilité est le plus souvent synonyme de douleur
en Afrique. C’est dur a vivre la stérilité et tous ces examens complémentaires. Notre

étude est la premiere du genre au MALL.
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1 OBJECTIFS:

Notre etude a pour but:

1.1 Objectif général
Mise en évidence du rdle de la microbiologie dans I’exploration de la microdélétion

du chromosome y.

1.2 Objectifs spécifigues

Déterminer la fréquence de I’azoospermie et de I’oligospermie sévere chez les
hommes recus dans le service cytogénétique et de biologie de la reproduction durant
la période d’étude.

Déterminer la fréquence de la microdélétion du chromosome y chez des hommes
recus a I’INRSP pour spermogramme

Orienter le personnel sanitaire afin d’envisager une analyse biomoléculaire chez
I”’homme infécond.

Rechercher une similarité de la microdélétion retrouvée au MALI avec celle

d’ailleurs.
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GENERALITES
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2 GENERALITES

2.1 Définition :

La stérilité est difficile a démontrer autrement qu’en référence a un couple et non a
un individu. La complexité du probleme rend difficile cette définition. Il est habituel
de différencier I’infécondité de la stérilité bien que ces deux états conduisent a la
méme situation : I’absence de progéniture.

Pour un groupe d’expert de I’OMS, I’infécondité comprend aussi bien I’incapacite
de concevoir que celle d’amener le produit de conception jusqu’a la naissance
vivante.

PALMER et MEDELENAT parlent d’infécondité confirmée aprés un délai de
deux ans.

Se reproduire ; fonder une famille sont des besoins naturels qui canalisent une
grande part de I’énergie vitale. L’impossibilité d’y parvenir peut provoguer une
veritable crise existentielle.

“Pour les epidemiologistes un couple fécond est un couple qui a congu et un couple
infécond un couple qui n’a pas (encore) concu. Un couple fertile est un couple apte
a concevoir et infertile (ou encore stérile) un couple qui ne peut concevoir.

Pour le démographe, un couple stérile est un couple qui se trouve dans I’incapacité
de procréer (c'est-a-dire d’obtenir une naissance vivante), incapacité qui resterait
définitive en I’absence d’intervention medicale efficace .Un couple est réputé stérile
s’il n’est pas parvenu a concevoir aprés un certain nombre de mois (6 a 36) avec des
rapports sexuels non protégés... ; dans ce cas les démographes parlent d’infécondite
(absence involontaire d’enfant)

Le délai d’appréciation de la stérilité est plus court pour les anglo-saxons. NOVAK
I’admet pour un (1) an. WHITELAW pour six (6) mois.

Sans rentrer dans les details des faits qui sous-tendent I’une ou I’autre conception

nous retiendrons que : « la stérilité du couple est I’incapacité pour le couple de
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procréer apres un délai de deux (2) ans de rapports réguliers normaux sans

contraception »

-L’infécondité :
C’est I’incapacité de concevoir une grossesse.

- L’infertilité :
Elle est synonyme d’infecondité. C’est I’impossibilité de se reproduire.
- L’hypofertilité :

C’est la difficulté a concevoir, se traduisant par un allongement du délai de
conception.

- La stérilité :
La stérilité est I’absence de survenue d’une grossesse apres deux ans de rapports
sexuels réguliers sans contraception.

2.2 Rappel anatomique sur le systéeme reproducteur male

2.2.1 Embryologie du systéme reproducteur male:
La différenciation anatomique du testicule démarre des la

7™ semaine de la vie
intra-utérine et exige pour cela la présence d’un gonosome Y portant le géne
déterminant le testicule. Le testicule dérive de trois tissus embryonnaires :

+ L’épithélium ccelomique qui donne les cellules de SERTOLI ;

+ Le mésenchyme intra-embryonnaire qui donne les cellules interstitielles de
LEYDG, particuliérement abondantes entre le 4°™ et le 6°™ mois ;

+ Les cellules germinales primordiales (gonocytes primordiaux) apparaissent a
un stade précoce du développement et sont situées primitivement dans la
paroi de la vésicule vitelline au voisinage de I’allantoide. Elles migrent de
facon active le long du mésentére dorsal de I’intestin postérieur en direction
de I’ébauche gonadique.

A la 6°™ semaine, elles pénétrent dans les crétes génitales ou elles stimulent
I’histogeneése testiculaire avant de donner les cellules souches de la lignée germinale

male.
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Le testicule feetale secréte une substance non stéroide (I’inducteur) qui stimule la
différenciation et la croissance du canal de Wolf (canal mesonephrotique) et inhibe
le développement du canal de Muller (canal paramesoneprhotique). Du fait de cette
propriété inhibitrice, I’inducteur a été appelé << suppressor>>.De plus le testicule
sécrete des androgénes qui stimulent la fermeture de I’urétre pénien, le raphé des
bourrelets scrotaux ainsi que le développement de la prostate et vésicules seminales.
Des anomalies embryologiques peuvent entrainer des malformations épididymo-
deférentielles, cause de stérilité excrétoire.
La différenciation des organes génitaux externes est déterminée par la présence des
androgénes. Le sinus uro-génital définitif ou ébauches des organes externes se
constitue autour de la membrane cloacale. A la fin de la 3°™ semaine intra
embryonnaire, le mésenchyme forme avec la membrane cloacale les bourrelets
cloacaux qui s’unissent en avant du tubercule génital. Au 2°™ mois, le
cloisonnement du cloaque divise la membrane cloacale en membrane anale (en
arriére) et en membrane uro-génitale (en avant).
Les bourrelets cloacaux deviennent les bourrelets genitaux. Les organes génitaux
externes masculins indifférenciés comportent :

+ Un tubercule génital qui donnera le gland de la verge ;

+ Les replis génitaux donneront le corps de la verge ou peénis ;

+ Les bourrelets génitaux vont se souder et donneront les bourses.
Enfin sous I’action de dihydrotestostérone hormone (DHT) :
- le tubercule génital s’allonge pour former le pénis ;
- les replis génitaux se fusionnent sur la ligne médiane (raphé médian) en formant
I’urétre membraneux et pénien ;
- les bourrelets se soudent également sur la ligne médiane et donnent le scrotum ;

- le gland qui se terminera par un prépuce.
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2.2.2 Anatomie du systéme reproducteur male :
L ’appareil reproducteur male comprend :

+ les gonades masculins ou testicules
+ les gonophores masculins ou voies spermatiques
+ les glandes annexes

+ les organes génitaux externes.

> Les testicules:
Les testicules sont situés dans les bourses, aux nombres de deux et constituent les

organes producteurs de spermatozoides et sécrétoires d’hormones sexuels males.
Chaque testicule a la forme d’un petit ceuf aplati transversalement et dont le grand
axe est oblique de haut en bas et d’avant en arriére. Le testicule pése en moyenne
20g, mesure 4cm de long, 2,5cm d’épaisseur et 3cm de hauteur. La consistance est
tres ferme, compareée a celle du globe oculaire. Ils sont placés au dessous de la verge
dans les bourses. Le testicule gauche descend généralement plus bas que le testicule
droit.

Une coupe verticale du testicule menée suivant le grand axe montre que I’organe est
entouré d’une membrane fibreuse appelée << albuginée >>. Cette membrane est
résistante, inextensible et donne au testicule sa coloration blanche nacrée.

Les testicules comportent deux faces (face interne et face externe), deux bords (I’un
postéro-supérieur et I’autre postéro -inférieur). L albuginée s’épaissit vers la partie
postéro-supeérieure pour former le corps d’Highmore qui envoie les cloisons qui a
leur tour divisent le testicule en lobules. Chaque lobule contient des tubes
séminiferes pelotonnés et des cellules interstitielles. Les enveloppes du testicule sont

aux nombres de cing superposees de la périphérie vers la profondeur :

la peau ou scrotum

le dartos

la tunique celluleuse sous cutanée

la tunique fibreuse profonde
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- la tunique vaginale testiculaire appelée la séreuse.
Le testicule est vascularisé par :

- I’artére spermatique qui est une branche de I’aorte

- les veines testiculaires antérieures qui drainent le testicule et la téte de
I’épididyme ; les veines testiculaires postérieures drainent le corps et la queue
de I’épididyme

- les lymphatiques suivent les vaisseaux spermatiques et se rendent dans les
ganglions juxta-aortiques.

Les nerfs testiculaires suivent le plexus nerveux qui entoure I’artére spermatique.

COIFFE EPIDIDYMAIRE

rete testis

canal
gpididymaire

tubes |
séminiféres canal

déférent

|

tube dront

lobule
testiculai

TESTICULE
Figure 1 : Coupe sagittale du testicule (34)

[http:// polycop santé. Univ-lyonl.fr]
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» Les voies spermatiques:
On distingue deux catégories de voies spermatiques :

v' Les voies spermatiques intra-testiculaires :

Ce sont les tubes droits et le rete-testis.

e Les tubes droits:
Ce sont des conduits de 1cm de long, tapissés histologiquement d’un épithélium

simple cubique ou aplati. Ce sont des canaux excréeteurs de lobules. Les canalicules
séminiféeres contenus dans chaque lobule du testicule se réunissent et forment un

tube droit. Les tubes droits sont beaucoup plus nombreux que les lobules.

e Lerete-testis:
C’est un réseau de canalicules creusés dans le corps d’Highmore ou se jettent les

tubes droits. Il est recouvert d’un épithélium cubique simple.

Ces deux voies spermatiques apparaissent comme des voies excrétrices du sperme.
Les spermatozoides observés a ces niveaux ne sont pas doués de mouvement propre.
D’un point de vue médical, il peut exister de fagcon congénitale ou se produire de
facon secondaire une oblitération de ces voies et il s’ensuit une azoospermie
excrétrice qui peut étre localisée seulement a un territoire du testicule.

v' Les voies spermatiques extra-testiculaires :

e Les cones efférents :
Ils appartiennent a I’épididyme dont ils constituent le globus major, tapissés

histologiquement d’un épithélium festonné reposant sur une membrane basale. Ils

relient le rete-testis au canal épididymaire.

e L’épididyme:
Est un organe allongé sur le bord postérieur du testicule dont il constitue le début de
la voie excreétrice. Il comporte une téte antérieure renflée, un corps qui est médian et

la queue postérieure qui se termine par le canal deférent. Long de 4 a 6 mm, il
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commence au premier cone efférent et recoit successivement tous les autres cénes
de I’épididyme.
Le canal épididymaire se pelotonne en une épaisse masse correspondant au corps de
I’épididyme. Au dela, il reste flexueux et se termine par le canal déférent. Il est
tapissé d’un épithélium régulier fait de cellules a stéreociles et de cellules basales
qui reposent sur une membrane basale. Le canal épididymaire n’est pas seulement
une voie excrétrice du sperme ; c’est aussi une voie de sécrétion des cellules qui ont
un triple réle :
= Elles assurent le maintient de la vitalité des spermatozoides arrivés
dans les voies excrétrices ;
= Elles conférent la mobilité propre aux spermatozoides quand ils
atteignent ce segment des voies excrétrices c’est a dire I’épididyme ;
= Elles rendent les spermatozoides inaptes a la fécondation par le
phénomene dit << de capacitation >>,
La musculature propre de ce canal est le siege de concentration péristaltique
contribuant a la progression des spermatozoides.
Les atteintes infectieuses ou inflammatoires chroniques de I’épididyme sont une

cause importante d’infertilité.

e Le canal déférent:
Il fait suite a la queue de I’épididyme et se termine au point de jonction de la

vésicule séminale et canal éjaculateur. C’est un élément du cordon spermatique du
et mesure environ 40cm de long pour un diametre de 2mm. Partant de I’épididyme,
il traverse le canal inguinal et la fosse iliaque, il se recourbe vers le bas du fond
vésical ou il se continue par le canal éjaculateur. Il représente une dilatation
allongée. L’ampoule du canal déférent ou ampoule defferentielle est située au
dessus du point d’abouchement des vésicules séminales dans le canal déférent. Ce
canal n’est pas une simple voie excretrice du sperme ; la presence de cellules de

types glandulaires le rapproche du canal épididymaire. Il est parcouru d’ondes
12
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péristaltiques qui assurent la progression des secrétions testiculo-épididymaire.
Quand a I’ampoule du canal déférent, elle apparait comme un réservoir a I’intérieur

duquel s’accumule le sperme dans I’intervalle des €jaculations.

e Le canal éjaculateur:
Il est long de 2cm sur 1cm de diametre, il s’étend du point d’abouchement de la

vesicule séminale dans le canal déférent a I’urétre prostatique ; son calibre diminue

progressivement de son origine a sa terminaison. C’est un simple conduit vecteur.

> Les glandes annexes:
Ils déversent leurs produits de sécrétion dans les voies excreétrices spermatiques. Ce

sont les vésicules séminales, la prostate, et les glandes bulbo urétrales de Cowper.

v' Les vésicules séminales :
Ce sont des organes a paroi bosselées, trés irréguliéres, de dimensions tres variable
suivant les individus (de 12 a 77mm de long sur 15 a 30mm de large). Elles sont
constituées d’un ou plusieurs «tubes» fortement pelotonnés. Les vésicules
séminales secrétent un liquide clair, alcalin et visqueux riche en lipides, protides,
sels minéraux, acide citrique, fructose : c’est le plasma seminal qui contribue au
développement de la mobilité propre des spermatozoides.

v La prostate :
Elle apparait comme un organe musculo-glandulaire, impair et médian adhérant a la
face inférieure de la vessie et entourant le carrefour uro-geénital a I’abouchement des
vésicules séminales dans les canaux deférents.

v' Les glandes de Cowper :
Elles sont encore appelées glandes de Mery-Cowper. Elles sont constituées de deux
petites masses glandulaires de la taille de petites noisettes situées a la jonction de
I’urétre spongieux dans I’épaisseur de I’aponévrose pénienne moyenne. Elles

possedent un canal excréteur relativement long chez I’hnomme adulte, qui atteint 30 a
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40mm de long et il s’ouvre sur la paroi postérieure de I’uretre pénien au niveau de la

partie antérieure du cul de sac du bulbe.

> Les organes génitaux externes :
v' Le pénis :

Est I’organe de la copulation et de la miction chez I’homme. Cette double fonction
est assurée grace au tissu érectile et a I’uretre. 1l comprend trois parties : la racine, le
corps et le gland. Il est constitué de deux corps caverneux et d’un corps spongieux.
La vascularisation artérielle est assurée par I’artere honteuse interne (qui est la
branche de I’artére hypogastrique). Le drainage veineux est relativement complexe
et se fait grace a trois systemes: le systeme veineux superficiel (correspond au
territoire de I’artére dorsale de la verge), le réseau profond (intéresse seulement le
drainage du sang des corps caverneux), le systeme vasculaire postérieur assuré par
des veines caverneuses.

v' Lescrotum :
Encore appelé la bourse, est I’enveloppe qui recouvre le testicule. Il a
principalement deux rdles: le rble de protection testiculaire et le role de

maintenance d’une température ambiante au niveau des testicules.
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ORGANES GENITAUX MASCULINS
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rectum
urétre prostatique
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Figure 2 : Appareil génital masculin [25]
[http:// polycop santé. Univ-lyonl.fr]
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2.2.3 Histologie du testicule adulte :
Le testicule est formé de deux tissus tres différents :

> Le testicule exocrine:
Est représenté par les tubes séminiferes qui sont le support de la production des

spermatozoides. Ces tubes sont enveloppés par une membrane propre qui entoure
I’épithélium séminal. Cet épithélium est hétérogene et comprend :

v la lignée germinale : correspondant a I’ensemble des éléments qui
aboutissent aux spermatozoides par le processus de la spermatogenése.

v' les cellules de SERTOLLI : sont situées entre les cellules de la lignée
germinale et présentant en microscope optique :

¢ un noyau ovulaire différent des noyaux des cellules germinales ;

e un cytoplasme qui émet des prolongements entre les cellules de
I’épithélium séminal et qui présente diverses inclusions dont les plus
communes sont dites cristalloides de Charcot- Bottchner.

En microscopie électronique, la membrane cellulaire limite chaque cellule de
SERTOLLI. Les cellules de Sertoli permettent aux cellules germinales de migrer au
fur et @ mesure au cours de leur maturation, en direction de la lumiére du tube
séminifere.
» Le testicule endocrine :

Il est représente par les cellules interstitielles de Leydig dont I’ensemble constitue la
<<glande interstitielle >> du testicule. Sur le plan histo-physiologique et biologique
la glande interstitielle apparait comme une glande endocrine. Ses élaborations
hormonales multiples notamment sont sous la dépendance de la morphologie et le
fonctionnement d’un certain nombre d’organe ou tissus.

Plusieurs de ces organes sensibles a I’action des hormones males (androgenes)
apparaissent comme des << caractéres sexuels secondaires >>. Les androgénes
déterminent a un certain moment de la vie une transformation morphologique de
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I’individu le faisant passer de I’impuberté a I’aspect du sujet adulte. La glande

interstitielle élabore aussi des cestrogenes et d’autres facteurs dits << inhibine >>.

» La spermatogenese :
La spermatogenése est I’ensemble des phénomenes de division et de différenciation

cellulaire, qui a partir des cellules germinales souches donnent naissances aux
spermatozoides.

Elle a lieu dans le tube séminifere des testicules ou gonades males. Elle débute a la
puberté et se poursuit jusqu'a I’age avancé, mais peut diminuer a cet age.

Le début de la spermatogenese commence par une division hétéronyme, suite a
laquelle les deux cellules filles (deuxieme groupes des cellules de type A) restent
lices les unes aux autres par un mince pont cytoplasmique. C’est a travers ce
processus qu’une spermatogonie est engagée dans le processus de la
spermatogenese.

Les spermatogonies qui constituent les cellules germinales souches se différencient
dés les premieres semaines de la vie embryonnaire a partir des cellules germinales
primordiales. Ces spermatogonies proliferent a I’intérieur des cordons sexuels pour
donner des M-pro spermatogonie, présent a soixante trois jours de vie. Les M-pro
spermatogonies sont remplacés par des pro-spermatogonies transitoires primaires
puis secondaires qui donneront naissance a des spermatogonies adultes par division
mitotique dés la fin du troisiemes mois de la vie intra-utérine.

Apres une peériode de quiescence qui dure jusqu'a la puberté, les spermatogonies
commencent a se multiplier et sont disposés a la périphérie des tubes séminiféres
entre les cellules de SERTOLI. Les étapes qui conduisent d’une spermatogonie a
plusieurs spermatozoides durent soixante quatorze jours.

La spermatogenéese comprend trois phases distinctes :
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4 La phase de multiplication ou multiplication spermatogoniale :
C’est la premiere phase de la spermatogenése. Au cours de cette phase les
spermatogonies se multiplient par des mitoses somatiques normales. Elle dure vingt
sept jours. Elle a une grande importance physiologique et répond a des objectifs
multiples :

e d’une part, elle assure les phénomeénes de différenciations progressives qui
permettront de passer des spermatogonies souches aux spermatocytes de
1% ordre, cellule spécialisée ou va s’opérer la prophase méiotique ;

e d’autre part, elle accroit le potentiel d’efficacité des spermatogonies
souches en augmentant le nombre de spermatocytes | formes a partir d’une
cellule souche ;

e enfin elle permet le renouvellement des cellules souches elle-méme.

Les spermatogonies sont les premiéres cellules de la ligne germinale. Elles sont

situées a la périphérie de I’épithélium seminifére. Sur le plan morphologique, on

reconnait deux types de spermatogonies qui sont :

- les spermatogonies A ou <poussiéreuses> a noyau homogeéne et finement
granuleux, sont deux sortes : les spermatogonies Ap (pale) a noyau clair et les
spermatogonies Ad (dark) a noyau plus dense.

- les spermatogonies B ou <croutelleuses> a noyau pourvu de chromocentres.

v' La méiose ou phase de maturation :
C’est la phase ou s’effectue la réduction du nombre de chromosome de moitié. Elle

commence apres la division des spermatogonies B (c’est a dire les spermatogonies
de deuxiéme division) qui donnera les spermatocytes de 1*" ordre. Elle va permettre
la transformation des spermatocytes | en spermatides (cellules haploides). Elle

débute apres la synthése de I’ADN. La méiose se divise en deux étapes :
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e La mitose réductionnelle ou méiose I :
Elle correspond a la réduction du matériel génétique de moitié et donne a partir d’un

spermatocyte | (46 chromosomes et 2 chromatides) deux spermatocytes Il (23
chromosomes et 2 chromatides). Les spermatocytes | nouvellement formés entament
immediatement la phase S (qui est la phase preleptotene de la méiose) ou ils
doublent leur contenu en ADN, quittent la zone basale et atteignent le milieu spécial
de la zone adluminale en rompant transitoirement des complexes jonctionnels (High
Junction) des cellules de Sertoli. Apres cette phase, des spermatocytes | entament
encore la prophase méiotique et sont nettement visible au microscope optique. Cette
prophase | peut étre repartie en cing stades :

- leptotene

- zygotene

- pachytene

- diplotene

- diacinése
La métaphase I, anaphase I, télophase | suivent directement la prophase qui est une

étape tres longue.

¢ La mitose équationnelle ou méiose II :
C’est la phase ou les spermatocytes Il donnent les spermatides (23 chromosomes et

un chromatide). Dans cette phase il n’y a ni duplication de I’ADN, ni recombinaison
du mateériel héréditaire. C’est pourquoi elle ne dure que cing heures. Ainsi il est
donc rare de trouver les spermatocytes Il sur les coupes histologiques. Les
chromatides des spermatides ne possedent que la moitié du contenu en ADN.

Les anomalies de la répartition des chromosomes telles que leurs non disjonctions
peuvent survenir au cours de la méiose.

La meiose présente de nombreuses anomalies ; c’est ainsi que 25% des cellules
germinales dégénéerent entre le stade de spermatocyte | et stade de spermatide. Cette

dégénérescence augmente avec I’age. (33)
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La méiose est chez I’lhomme le siege d’une importante activité de synthese de
I’ARN qui est essentielle a I’élaboration et a la transformation des constituants

cellulaires indispensable a la formation des spermatozoides.

v La spermiogenése ou phase de différenciation :
C’est la transformation sans mitose d’une spermatide en spermatozoide. C’est une

longue étape de la maturation marquée par une réorganisation de I’ADN (vecteur
chimique des caracteres héréditaires) d’une part et d’autre part d’une réorganisation
du complexe cytoplasmique.
Au cours de ce processus, les spermatides subissent plusieurs changements comme :
- la formation du flagelle qui permet au spermatozoide de se déplacer ;
- développement de I’acrosome qui contient des enzymes protéolytiques
(nécessaire aux spermatozoides lors de I’interaction avec I’ovocyte) ;
- la condensation des chromosomes et des protéines du noyau pour former la
téte du spermatozoide.
Aprés ces changements morphologiques des spermatides, ils quittent I’épithélium
séminifére pour achever leur maturation et acquérir leur pouvoir fécondant dans
I’épididyme. La spermiogenése dure 23 jours.
L’ensemble des phases de multiplications, de maturation et de différenciation
s’appelle le cycle spermato génétique, qui dure 74 jours. C’est pourquoi il est
recommandé de faire un espacement de trois mois entre deux spermogrammes chez

le méme sujet.
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Figure 3 : la paroi de la lumiere du tube seminiféere
[http:// polycop santé. Univ-lyonl.fr]
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v' Description des cellules de la spermatogeneése :

o Les cellules germinales:
Ce sont des cellules disposées a la périphérie des tubes séminiferes migrant au fur et
a mesure de leur maturation du pole basal vers le pdle apical de I’épithélium
séminifere.

e Les spermatogonies ou cellules souches :
Sont des cellules diploides qui se multiplient par mitose. Elles ont une forme
polygonale volumineuse (10 a 15 microns), un noyau petit riche en chromatine, un

cytoplasme tres acidophile.

e Les spermatocytes de 1¢r ordre :
Résultent de la division des spermatogonies B. Ce sont des cellules plus

volumineuses (18 & 20 microns) et arrondie avec un cytoplasme finement

granuleux, et un noyau tres volumineux.

e Les spermatocytes de 2¢me ordre :
Ce sont des cellules petites (8 a 11 microns). Ils sont regroupés par paires. Leur

noyau est plus petit, vésiculeux et arrondi. lls apparaissent peu nombreux et se

divisent rapidement.

e Lesspermatides:
Cellules rondes, plus petites (6 a 7 microns) avec un noyau volumineux qui occupe

la plus grande partie de la cellule.

e Le spermatozoide:
C’est une cellule issue de la transformation des spermatides dont la complexité n’a

pas été bien relevée que par le microscope électronique.
Le microscope optique distingue trois parties qui sont :
+ La téte : elle a un contour trés régulier ovalaire mesurant 4 a 5 microns

de long sur 2 microns d’épaisseur avec un grand axe mesurant 5
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micrometre (um) et un petit axe de 3 um (avec un rapport de grand axe
sur petit axe égale 1,66).

+ La piece intermédiaire : peu visible en microscopie conventionnelle,
mesure 1,5 a 2 fois la longueur de la téte. Elle a un diametre de 0,6 a
0,8 um. Son axe est dans le prolongement du grand axe de la téte.

+ Flagelle : mesure environ 45 pm avec un dianetre de 0,4 a0,5um. Il a
un contour régulier et un aspect homogéne. Le mouvement oscillatoire
du flagelle est nécessaire pour le parcourt du spermatozoide vers
I’ovocyte. Toute anomalie de ce mouvement entraine un mouvement
désordonné du spermatozoide. Il faut noter que I’ensemble du flagelle

jusgu'a la piece terminale ne se situe pas toujours dans le méme champ.
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Figure 5: Complete diagram of a human spermatozoa fr.svg
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Figure 6 : un spermatozoide en microscopie optique. (Vue de face). [25]
[http:// polycop sante. Univ-lyonl.fr]
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Le microscope électronique permet de détailler la complexité du spermatozoide. Il
distingue :
o Latéte:

Une coupe sagittale de la téte montre un aspect en “’flamme de bougie’’. Elle est

constituée d’un noyau, un acrosome et le tout est enveloppé par une mince couche

hyaloplasmique et une membrane plasmique.
- le noyau : il occupe la majeure partie de la téte, avec dans sa partie
postérieure une légéere dépression appelée ‘’fossette d’implantation’. Il est
caractérisé par un aspect trés dense et homogeéne. 1l n’y a pas de nucléoles. Le
noyau est entouré par enveloppe nucléaire de structure classique.
- I’acrosome : est une vesicule aplatie, recouvrant les 2/3 supérieurs du
noyau. On y distingue deux segments : un segment principal coiffant le 1/3
supeérieur et un segment equatorial entourant le 1/3 moyen. L’extrémité
postérieure du segment équatorial correspond a une legére dépression appelée
“’I’anneau nucléaire’” visible a la surface du spermatozoide. La texture de
I’acrosome est finement granuleuse et uniforme. Il contient de nombreuses
enzymes hydrolytiques qui sont : glycuronidase, hyaluronidase, phosphatase
acide, N-acétyl glycosaminidase. Ces enzymes interviendront dans la
traversée des enveloppes de I’ovocyte.
- le hyaloplasme : est représenté par un espace sous acrosomial et un espace
péri-acrosomial. 1l ne contient aucun organite. La membrane plasmique est
classique et sans particularité morphologique.

e Lecol:

Il est la zone de jonction entre la téte et le flagelle. Dans le col on distingue :
- I’appareil centriolaire : il est représenté par le seul centriole qui est

disposé parallelement a I’enveloppe nucléaire dans la fossette d’implantation. Sa

structure est classique avec neuf triplets de microtubules.
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- la piéce connective : comporte une formation en entonnoir dont la base est
du coté du noyau et dont la paroi est composée par I’association de neuf colonnes
segmentées, formées chacune par I’empilement d’une douzaine de disques sombres.
Elle se prolonge par des fibres denses du flagelle.

o Leflagelle:
A partir du col, on distingue sur sa longueur trois parties de diamétre décroissant : la
piéce intermédiaire (5um), la piece principale (45um) et la piece terminale (5um).
Elles ont toutes en commun une structure axiale, I’axoneme. Elles différent par les
structures concentriques.

- I’axonéme : a une structure classique rencontrée dans les cils vibratiles avec
neuf doublets de microtubules périphériques et un doublet central.

- les structures concentriques : elles différent selon le segment consideré.

+ En arriére de chaque doublet une série de neuf fibres denses prolonge
les colonnes segmentées du col. Elles sont présentes dans la piece
intermédiaire et dans la piece principale. Elles sont absentes de la
piéce terminale.

+ Le manchon mitochondrial formé d’une spirale d’une vingtaine de
mitochondries mises bout & bout, entoure I’ensemble de I’axonéme,
de fibres denses dans la piece intermédiaire.

+ Une gaine fibreuse formée par I’association d’anneaux semi-
circulaires, entoure I’ensemble axoneme-fibres denses dans la piece
principale seulement ; elle posséde deux épaississements adherents
aux fibres denses 3 et 8, constituant ainsi des colonnes

longitudinales, ce qui accentue la symétrie du flagelle.
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acrosome

Figure 7 : un spermatozoide en microscopie électronique [16]
[http:// polycop sante. Univ-lyonl.fr]
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2.2.4 La physiologie du systéeme reproducteur male :

» Larégulation hormonale de la
spermatogenese :

L’installation de la spermatogenése a la puberté et son maintien dépend d’un

contréle hormonal hypothalamus-hypophysaire.

v' Action des gonadotrophines :
La FSH est I’hormone hypophysaire essentielle. Elle est responsable du

déclanchement et du maintient de la spermatogenese. Elle agit sur les tubes
séminiféres par I’intermédiaire des cellules de SERTOLI pour assurer le bon
déroulement de la spermatogenése. Elle agit aussi directement sur les
multiplications goniales.

La LH joue aussi un role indirect. Elle agit sur les cellules de LEYDIG qui
produisent la testostérone. Celle-ci, en synergie avec la FSH, entraine la production
par les cellules de SERTOLI d’une protéine de liaison appelées ABP (Androgen
Binding Protein). La liaison de I’ABP aux androgénes permet le maintient d’une
concentration élevée d’androgenes dans le tube séminifere, nécessaire a la poursuite

de la méiose et de la spermiogenése.

v" Controle de la sécrétion des gonadotrophines :
Ce contr6le résulte de mécanismes complexes encore mal élucidés. Le contrdle

principal est assuré par une neuro-hormone, la LH-RH ou Gn-RH (Realising-
Hormone) d’origine hypothalamique de la sécrétion pulsatile et de demi-vie courte
(4 minutes). La sécrétion de LH est contr6lée par le taux de testostérones et de
dihydrotestostérone. La testostérone agit au niveau central en diminuant la
fréquence des pulsations sécrétoires de LH-RH (feed back négatif). Elle exerce
également un effet inhibiteur au niveau hypophysaire. En ce qui concerne la FSH,
c’est une hormone d’origine tubulaire appelée <inhibine> qui est responsable de

feed back négatif entre FSH et activité spermato genétique.
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» Maturation des spermatozoides :
A leur sortie des testicules, les spermatozoides ne sont pas féconds. Ils doivent subir

un nombre de transformations qui les rendront aptes a pénétrer I’ovocyte et a
contribuer au début du deéveloppement embryonnaire. Ce processus de maturation
intervient a tous les niveaux de la voie séminale mais plus particulierement dans le
canal épididymaire ou ils acquiérent leur mobilité et leur aptitude a se fixer sur la

zone pellucide.

» Mouvement des spermatozoides:
L’ excrétion des spermatozoides n’est pas liée a leur mobilité. Dans les voies intra-

testiculaire et les cones efférents, la progression des spermatozoides encore
immobiles a ce niveau est assurée par les cils de I’épithélium et le courant de
pression intra-liminale. Le cheminement des spermatozoides se poursuit au niveau
de I’épididyme grace a un péristaltisme continu sur commande cholinergique. Le
canal déférent a son tour, intervient mécaniquement par une activité contractile sous
la commande adrénergique qui s’exerce a la fois de fagcon permanente pendant le
repos sexuel, entrainant le remplissage des vésicules séminales et quelques passages
des spermatozoides vers l'urétre et de fagon plus puissante au moment de

I’éjaculation.

» Influence de certains facteurs sur la spermatogenese
v'Facteurs physiologiques :
e Nutrition :
Le deroulement de la spermatogenése humaine nécessite un rapport quantitatif et
qualitatif convenable de protéines notamment certains acides aminées dont:
I’arginine, les acides gras et les vitamines (A ; C ; E).
e Vascularisation testiculaire :

Le testicule est vascularisé par I’artere testiculaire ; il est sensible a I’ischémie.
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o | ’age:
Apres 35 - 40ans, la qualité des spermatozoides baisse.
La baisse du nombre des spermatozoides est due au phénomeéne de I’apoptose qui
s’accentue avec I’age avancé. La production des spermatozoides augmente jusqu'a
I’dge de 20 ans et diminue ensuite progressivement. Elle est estimée a 250
millions/jour a 20 ans ; a 120 millions a 50 ans et a 50 millions a 70ans. Ces chiffres
varient entre les individus. A 80 ans, on observe en méme temps une baisse de la

mobilité et du nombre des formes typiques.

v'Facteurs physiques :
e Température :

Le testicule est trés sensible aux variations de température. L’exposition de
I’individu a des fortes chaleurs entraine une oligospermie obtenue par des
hyperthermies thérapeutiques. La température scrotale varie avec la température
ambiante. Une augmentation de de la température ambiante entraine une
élévation de 0,2C de la température scrotale. L’augmentation de la température
scrotale varie de 1,7 a 2,2C lorsque la personne conduit une voiture pendant plus
de deux heures.
e Radiations :

On connait trés bien le r6le néfaste qu’entraine I’irradiation testiculaire par certaines
doses de rayons X ou de rayonnements gamma. Les lésions possibles peuvent aller
depuis la destruction des spermatogonies jusqu'a I’apparition d’aberrations

chromosomiques.

v'Facteurs exogenes :
Il s’agit de stress et des conflits socioprofessionnels. Le stress peut altérer tous les

parametres du sperme.
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v'Facteurs pharmacologiques :
e Certains antibactériens (nitrofurantoine, gentamicine) entrainent en genéral

des depressions spermatiques transitoires de types oligospermies et
azoospermies.

e Les gonadotrophines mal utilisés inhibent la spermatogenese en entrainant
une oligospermies séveres ou une azoospermie.

e Les tranquillisants, les anti-androgénes, les cestrogénes, les
antihypertenseurs interférent la fertilité soit en entrainant une castration
physiologique ou soit en provoquant des troubles sexuels.

e les antiulcéreux tels la Cimétidine pourrait entrainer I’hyper-prolactinemie
qui a des interférences sur la spermatogenése.

e Alcool, tabac, drogue peuvent entrainer des troubles sexuels et une altération
de la fertilité. Le tabac peut entrainer une tératospermie plus précisement une

microcéphalie des spermatozoides.

> Le sperme:

v’ Définition :
Le sperme est un liquide opaque, blanchatre produit par I’éjaculation des différentes
sécretions du testicule, du tractus genital et des glandes annexes (Cowper, prostate,

vésicule séminale). Il est composé de spermatozoides et du plasma séminal.

v’ Les différentes fractions du sperme :
Lors de I’éjaculation, le sperme est projeté par cascade et il a été ainsi démontré

qu’il existe un fractionnement de I’éjaculét. Celui-ci comprendrait :

- Une fraction pré - spermatique : (5 a 20% du volume total) le liquide est tres
fluide et comprend les sécrétions mélangées de glandes de Cowper et des
glandes urétrales. Elle peut contenir jusqu'a 5% des spermatozoides.

- Une fraction spermatique : (30% a 50% du volume total) c’est la fraction

principale de I’éjaculat contenant la grande majorité des spermatozoides (46 a
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80 %). Les sécrétions proviennent de I’ampoule du canal déferent, de la
prostate, des testicules et en partie des vésicules seminales.

- Une fraction post-spermatique: (13 a 32 % du volume total) elle
renfermerait les secrétions des vésicules séminales. Elle peut aussi contenir les
spermatozoides dont un fort pourcentage serait mort ou altéree.

Toute fois, il est nécessaire de recueillir I’éjaculat total pour un bon examen du

sperme.

v'Le plasma séminal :
Est obtenu aprés centrifugation du sperme. Il contient de nombreux constituants

organiques, inorganique et de multiples enzymes. Ces différents éléments
proviennent des secrétions des cellules glandulaires du tractus génital male (a savoir
la prostate, vésicules seminales, glandes de Cowper). Le plasma séminal a un role
de dilution et de vecteur des spermatozoides, un effet stimulateur ou activateur de
leur mobilité propre.

Il a aussi un important réle nutritif : en I’absence d’oxygéne, les spermatozoides
utilisent le meétabolisme glucidique comme principale source d’énergie. Le Zinc,
I’acide citrique, phosphatases acides sont secrétés par la prostate. Le fructose est
secretée par la vésicule séminale. La l-carnitine et I’alpha 1-4 glucosidase sont
secretes par I’épididyme.

v Méthodes de recueil du sperme :
On peut diviser I’étape pré analytique en trois parties qui sont :

e La condition physique du patient:
L’'interrogatoire préalable permet de retrouver I’existence des facteurs externes

et comportementaux qui peuvent étre responsable de modifications transitoires de
parametres du sperme. Ces facteurs pourraient étre :
- I’exposition aigue a la chaleur (fiévre, insolation ou sauna) peut entrainer les

modifications de la mobilité.
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- le stress peut modifier tous les parameétres du sperme.

- la consommation des substances toxiques peuvent avoir des effets sur le sperme.
Le délai d’abstinence sexuelle joue un r6le important sur les paramétres du
sperme. Ce délai est de 3 a 5 jours selon I’OMS. Un allongement du délai
d’abstinence a des conséquences sur le volume, la concentration, le nombre total des
spermatozoides et sur la mobilité. Par contre le délai n’intervient pas pour la

tératospermie.

e La condition du prélevement :
Les échecs du prélevement sont rares si certaines précautions sont respectées. Ces

précautions sont :
L’accueil du patient est déterminant. Un bon accueil permet de réduire certains
facteurs de variations, réduire I’anxiété et de répondre des éventuelles questions.
Les locaux n’ont pas besoin d’étre spacieux mais il faut de quoi s’allonger et un
lavabo pour le lavage des mains. Ces locaux sont contaminant et doivent étre
désinfectés entre deux patients.
Les mesures d’hygiene qui sont :

- faire uriner au préalable ;

- laver les mains avec un savon chirurgical ;

- laver la verge en rabattant le prépuce pour bien nettoyer le sillon balano-

prépucial.

Le mode du prélevement est en genéral la masturbation. A defaut de la
masturbation, le coit interrompu est indiqué mais le sperme peut étre pollué par des
secrétions vaginales.
Le réceptacle doit étre stérile et adapté aux conditions du prélévement.
Le transport du prélevement au laboratoire doit se faire rapidement.
La perte d’une partie d’éjaculat est possible au moment du prélévement donc il

faudra interroger le patient sur le déroulement du prélévement.
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¢ Les conditions d’évaluation des parametres physico-
chimiques du sperme :

- L’homogénéisation de I’éjaculat est indispensable avant de débuter toute
étude. Le sperme est hétérogene car les éjaculats sont expulsés les unes apres
les autres.

- La liquéfaction sera dépendante de la température. L’échantillon doit étre mis

a I’étuve a une température de 37-c.

v' Autres méthodes de recueil du sperme :
Le sperme peut étre recueil par prélevement au sain des organes qui le produisent.

Cette méthode se fait chez les patients atteins d’une azoospermie et nécessite
I’intervention du médecin. La méthode comporte :

- le prélevement au niveau des canaux déférents ;

- le prélevement au niveau de [I’épididyme se fait soit par  ponction
transcutanée ; soit par microchirurgie connue sous le de MESA
(Microchirurgical Epidymal Sperme Aspiration)

- soit par prélevement chirurgical au niveau des testicules ou en effectuant une
ou plusieurs micro incisions du testicule ou TESA (Testicular Sperm

Aspiration),

2.2.5 Les anomalies du sperme :

» Anomalies du nombre des spermatozoides

v' Azoospermie :
C’est I’absence de spermatozoides a I’éjaculation. Elle peut étre sécrétoire ou

excrétoire.

e Azoospermie sécrétoire :
Si I’anomalie est due a une absence totale de la spermatogenese. L’absence de

spermatogenése peut étre due soit a une affection testiculaire congénitale ou

acquise ; soit a une insuffisance hypothalamo-hypophysaire acquise ou congénitale.
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e Azoospermie excrétoire :
Si la spermatogenése conservée mais les spermatozoides ne sont pas excrétés dans

le sperme en raison de la présence d’un obstacle au niveau des voies excrétoires

(épididyme, canaux déeférents, canaux €jaculateurs).

v' Oligospermie :
Quand la numération de spermatozoides est inférieure a 20 millions par millilitre

(ml) ou 40 millions par éjaculat. Si la numération est inférieure & 5 millions par

millilitre, on parle d’oligospermie séveére.

v" Polyzoospermie :
Quand le nombre de spermatozoides est supérieur a 200 millions par millilitre, on

parle de polyzoospermie.

v' Cryptozoospermie :
C’est I’absence de spermatozoides observés a I’examen microscopique direct d’une

godte de sperme mais a I’opposée de I’azoospermie, une recherche approfondie
permet d’en trouver quelques uns (moins de cent milles spermatozoides dans
I’éjaculat).

v" Nécrozoospermie :
Si le nombre de spermatozoides morts est supérieur 40% aprés une heure du

prélevement, on dit que c’est une nécrozoospermie.

» Anomalie du volume du sperme :

v'  Aspermie:
C’est I’absence d’éjaculation aprés un rapport sexuel ou une masturbation ou le
volume du sperme est inférieur a 0,5ml. Elle peut se traduire soit par une éjaculation

rétrograde, soit par une anéjaculation.
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v' Hypospermie :
Le volume total du sperme est inférieur a 2ml. Elle peut évoquer un probleme de

recueil du sperme ou un déficit de sécrétion au niveau de glandes annexes.

v' Hyperspermie :
Le volume total de I’éjaculat est supérieure a 6 ml. Elle évoque la présence des

Iésions infectieuse des glandes annexes ou a une abstinence sexuelle trop longue.

» Anomalie du pH:
Il doit étre mesuré dans I’heure qui suit I’éjaculation. Il est mesuré a I’aide d’un

papier indicateur sur lequel on dépose une goutte de sperme.

v" PH acide:
Inférieur a 7,2 ; il est d0 a un défaut de fonctionnement des vésicules séminales.

v" PH basique:
Supérieur a 8; évoque le diagnostic d’une insuffisance prostatique ou d’une

infection.

> Anomalie de la mobilité :
Elle est représentée par I’asthénospermie qui se caractérise par une chute de la

mobilité des spermatozoides de 50% a la premiére heure selon I’OMS (48).
L asthénospermie pourrait étre I’expression des anomalies du flagelle ou la
conséquence d’une baisse de la vitalit¢ des spermatozoides. Ces anomalies

flagellaires pourraient étre bien détectées en microscopie électronique.

> Anomalie de la morphologie :
La tératozoospermie est I’anomalie morphologique. On parle de la

tératozoospermie : quand le nombre des spermatozoides typiques est inferieure a
14% selon KRUGER (41), a 30% selon DAVID (23) et a 50% selon I’OMS (48).
Dans la littérature sur les études de la morphologie des spermatozoides on ne parler

pas de tératozoospermie au singulier car il existe :
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- La tératospermie monomorphe: une ou plusieurs anomalie est/sont
présente(s) sur la totalité des spermatozoides observes (globozoospermies,
syndrome des spermatozoides macrocéphales, syndrome des spermatozoides
décapités ;

- La tératospermie polymorphe : les anomalies sont reparties sur les différentes
régions des spermatozoides a savoir la téte, le collet, la piece intermédiaire, le

flagelle.

» Infection du sperme :
C’est la leucospermie. On parle de leucospermie quand le nombre de leucocytes est

supérieur a un million par millilitre.

> L’auto-immunisation anti-spermatozoides :
Les spermatozoides peuvent provoquer dans certaines circonstances la production

d’anticorps. Cette auto-immunisation peut étre déclenchée par des processus
traumatiques ou infectieux des organes génitaux ayant entrainé une réabsorption de
cet antigéne habituellement isolé de la circulation générale.

Les auto-anticorps dirigés contre les antigenes de surface des spermatozoides
empéchent leur mobilité et réduisent leur capacité de pénétrer dans le mucus
cervical. Ces auto-anticorps peuvent étre recherchés directement sur les
spermatozoides éjaculés et indirectement dans le plasma séminal ou dans le sérum

du sujet.

» Les anomalies chromosomiques :
Les spermatozoides possédent 23 chromosomes (23X), (23Y) mais il arrive que les

spermatozoides aient un nombre anormal de chromosomes.
Les anomalies les plus souvent rencontrées sont :

v'Le syndrome de KLINEFELTER : il réalise un caryotype de type
(47XXY) et a été décrit en 1942 par HARRY KLINEFELTER d’ou son
appellation. 1l reste la cause fréquente d’hypogonadisme chez I’homme. Les
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hommes victimes du syndrome de KLINEFELTER ont tendance a avoir une taille
superieure a la moyenne avec des bras et jambes allongés de maniére
disproportionnée. L’examen clinique des patients post puberes révele des testicules
de petite taille et la plus part de ces hommes sont stériles a la suite d’une atrophie
des tubes séminiféres avec des concentrations de testostérones faibles. Une
gynécomastie est observée chez un tiers des hommes atteints.

v'La microdeletion du chromosome Y : les microdélétions du
chromosome Y représentent une des causes génétiques les plus fréquentes de
I’infertilité masculine. Cette cause concerne plus précisément les azoospermies ou
oligozoospermies séveres d’origine sécrétoire. Ces microdélétions portent sur une
partie du bras long du chromosome Y (Yq), appelée locus AZF (Azoospermia
Factor).
Les travaux de Vogt et al. portant sur 370 hommes stériles, ont permis de
dénombrer 3 régions différentes au sein du locus AZF, on distingue les sous régions
AZFa, AZFb et AZFc sur lesquelles portent les microdélétions par ordre de
fréquence croissant. Les délétions peuvent étre situées sur une ou sur plusieurs
régions.
L étiologie de I’infertilité peut étre identifiée dans 50-60 % des cas a la suite d’une
série d’examens (examen clinique, spermogramme, examens chimiques et

hormonaux). Quand I’origine du défaut de la spermatogenese ne peut pas étre

reconnue, on parle d’infertilité " idiopathique . Dans chaque région des genes
candidats ont été identifiés. C’est principalement sur le bras long du chromosome Y
(YQ) que se trouvent les genes nécessaires a la spermatogeneése, candidats pour étre
impliqués dans I’infertilité masculine d’origine génétique. En effet, dans les années
70, des réarrangements importants du chromosome Y ont été observés dans le
caryotype d’hommes atteints d’azoospermie non obstructive.

Les délétions moléculaires de la région Yql1l (figure 1) sont constamment associées
a un défaut de la spermatogenése. Méme si des cas de délétions de Yq ont été décrits
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chez des patients fertiles, les délétions n’ont jamais €été retrouvées chez des patients
normo spermiques. 1l faut considérer que " fertilité d’un couple " n’est pas un
synonyme de normo spermie et que I’on peut concevoir un enfant méme si le
nombre des spermatozoides est faible. Il a pu étre montré que les délétions dans les

sous régions AZFa, b ou ¢ s’accompagnent de profils histologiques différents :

a) la délétion de AZFa : absence totale des cellules de la lignée germinale
(Sertoli cell only syndrome, de type ).

b) la délétion de AZFb : arrét de maturation de la spermatogenése au niveau
spermatocytaire (Spermatogenic Arrest).

c) la délétion de AZFc : plusieurs tableaux sont possibles, allant de
I’azoospermie avec présence de quelques cellules germinales a la biopsie testiculaire

(Sertoli cell only syndrome, de type I1) a une oligozoospermie.

Les chances de retrouver des spermatozoides a la biopsie testiculaire dans ce cas est
d’environ 50%. Les délétions complétes des régions AZFa, AZFb, AZFb+c sont
toujours associéees a une azoospermie.En cas de délétions partielles, il est possible
de retrouver une oligozoospermie sévere.Plusieurs autres facteurs étiologiques
peuvent déterminer un défaut sévere de la spermatogenése (tableau 1). La
découverte d’une microdeletion de I’Y peut étre alors considérée comme étant la
cause de leur infertilité et permet aux cliniciens et aux patients d’éviter des bilans et

des traitements médicaux ou chirurgicaux inutiles.
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2.3 Etiologies

Tableau 1 : Etiologies du défaut de la spermatogenése.
Normozoospermie: spermatozoides > 20 millions/ml ; Azoospermie :
absence de spermatozoides dans |'éjaculat ; Oligozoospermie : sper-
matozoides < 20 millions/ml ; Oligozoospermie sévére : spermato-
zoides < 5 millions/ml ; Cryptozoospermie : spermatozoides < 1 mil-

lion/ml ; Aspermie : absence de sperme.

Etiologie Pheénotype
Pre-testiculaire
Endocrine (insufisance gonadotrope) Aroospermio

- congénitale (syndrome de Kallman)

- acquise (tumewr, post-traumatique, selle tr-
cique vide, iatrogéne)

Troubles du coit

- dysfonction érectile

- dysfonction ¢jaculatoire

Post-testiculaire

Obstructive

- Epidiclymale (congénitale ou post-infectieuse)
- Déferentielle (géndtique ou post-vasectomie)
Infection des glandes accessoires
Immunologigue (idiopathigue ou secondaire)

Azoo { Oligozoospermio

Aspermie
Aspermie

Azoo / Cryptozoospermie

Azoo !/ Cryptozoospermie
Dligozoospermie

Mormospermie / Oligozoospermie

Testiculaire

Congénitale

- Anarchie - Azoospermie

5 CWP‘?TCH'U'SmE Azoo ! Oligozoospermie
Génétique

Anomalies chromosomigues

- Klinefelter et ses varianmes

- Translocations, inversions

- Deélétions du chromosome Y

- Anomalies monoegéniques

Varicocile

Agents anti-spermatogéniques
(emvironnementauy, médicaments)
Chimiothérapie, radiations ionisantes
Torsion vasculaire, traumatismes, orchite

IDIOPATHIQUE

Azoo / Oligozoospermie sévere
Azoo ! Oligozoospermie

Aron [ Dligozoospermie sévers
Azoo / Oligozoospermie
Oligozoospermie

Oligozoo / Azoospermie

Aron / Dligozoospermie séveres
Azoo / Oligozoospermie

Azon [ Dligozoospermie
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Figure 8 : Les différentes régions du chromosome Y et leurs marqueurs

43

Theése de Doctorat en médecine (Diplome d’état)
Cheick Hamala DOUMBIA



Prévalence des microdélétions sur le chromosome y chez des hommes avec azoospermie non obstructive et un olioligosperme sévére au mali

2.4 Les movens d’exploration de la stérilité masculine :

2.4.1- Le test post coital
C’est I’examen de premiere intention dans I’exploration de la stérilité du couple. Ce

test n’est pas réaliseé systématiquement et n’a de signification qu’en cas de
spermogramme normal.
C’est I’examen de la glaire cervicale aprés un rapport sexuel. Il apprécie le nombre
de spermatozoides et leur mobilité dans la glaire cervicale optimale pre- ovulatoire.
Il permet d’apporter des informations sur le sperme de I’homme et la glaire de la
femme enfin de limiter des investigations chez les deux partenaires.
Le test doit étre réalise :

- en période péri-ovulatoire (c’est a dire 1 a 2 jours avant I’ovulation) ou la glaire
en ce moment est abondante, transparente, filante, a un pH neutre.

- apres une abstinence sexuelle de 2 a 3 jours.

-apres un rapport sexuel dans un délai compris entre 4 a 24 heures ou de 8 a
12heures selon les laboratoires.
Les prélevements sont endocervical et exo-cervical.
Le mucus du canal endocervical sera aspiré par une seringue a I’insuline puis
examine entre lame et lamelle au microscope. L’examen au microscope du mucus
détermine les différents types de mobilité des spermatozoides (progression linéaire
rapide, progression linéaire lente ou non progressive, immobile), le nombre de
spermatozoides, la survie des spermatozoides plusieurs heures apres un rapport
sexuel.
Le test est positif si la glaire est normale et s’il montre au moins 10 spermatozoides
par champs a mobilité linéaire rapide et a morphologie normale. Ce résultat positif

permet de limiter les investigations chez I’nomme.
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2.4.2 Le spermogramme
Le spermogramme est I’étude des caractéres physico- chimiques et quantitatif du

sperme. C’est I’examen de base permettant d’apprécier les caractéristiques
spermatiques, examen indispensable de premiere intention dans la stérilité
masculine. Le spermogramme doit étre fait avant tout traitement de la sterilite. Il
doit étre fait au moins quatre a cing mois a distance de toute période infectieuse,
fébrile, de toute maladie virale ou de toutes interventions chirurgicales méme extra
génital. Les méthodes de recueil et d’analyses doivent étre réalisées conforméement a
la recommandation de I’OMS (48). L’examen comprend deux parties :
A I’examen macroscopique du sperme, on retrouve :
> Le volume de I’¢jaculat :
C’est un parametre tres important pour S. HAMAMAH et C. BARTHELEMY
(35) et ’OMS (49) qui I’estiment entre 2 et 6 ml.
Le volume peut connaitre certaines anomalies telles que :
Aspermie ;
Hypospermie ;
Hyperspermie.
» L’odeur :
L’ ¢éjaculat a une odeur bien définie dite <<sui generis >> due a I’oxydation de la
spermine. En cas d’infection ou pyospermie, I’odeur peut étre fétide.
» L’aspect:
Le sperme est opaque, blanchatre ou jaune paille, lactescent, d’aspect floconneux.
Un sperme brunatre doit faire rechercher une hemospermie (la présence du sang
dans le sperme).
» La viscosité ou temps de liquéfaction :
Elle s’évalue aprés une aspiration du sperme dans une pipette, en notant la facon
dont il s’écoule par simple gravité. Elle peut étre :

e Normale : si la goutte s’étire a I’extrémité de la pipette.
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e Hyper visqueuse : si la goutte reste suspendue a I’extrémité de la pipette.

e Hypo visqueuse : si la goutte se détache immédiatement de la pipette.
Le sperme de viscosité normale se coagule dés son émission et se liquéfie dans les
dix a vingt minutes par mucolyse (a I’étuve a 37°C). Une viscosité trop forte du
plasma séminal peut étre un facteur de stérilité.

> LepH:
Il doit étre mesuré dans I’heure qui suit I’éjaculation. Il est mesuré a I’aide d’un
papier indicateur sur lequel on dépose une goutte de sperme. Il est normal entre 7,2
et 8,0 (69). Un pH acide c’est a dire inférieur a 7,2 évoque une insuffisance ou une
agénésie des canaux déférents et vésicules séminales. Un pH basique c’est a dire
superieur a 8,0 évoque une atteinte de la prostate.
L’examen microscopique est I’étude des spermatozoides contenus dans I’éjaculat
frais. Il consiste a apprécier :
» La vitalité des spermatozoides :

Elle est vérifiée entre lame et lamelle apres la coloration du frottis. La technique de
coloration consiste a faire un melange de 10 microlitre (ul) du sperme, 10 microlitre
du colorant d’éosine et 20 microlitre du colorant de nicrosine. Le frottis est réalisé
sur une lame a partir d’une goutte du mélange. La lecture du frottis séché se fait a
I’objectif 100 a I’'immersion. Selon I’OMS, elle doit étre supérieure a 75% (48). Il
peut arriver gu’il n’existe de spermatozoides vivants a I’éjaculation: c’est la

nécrozoospermie faisant évoquer un probleme infectieux ou oxydatif.

» La mobilité des spermatozoides :
La mobilit¢é normale se traduit par un déplacement rapide et rectiligne des
spermatozoides a travers les champs microscopiques ou les spermatozoides
semblent avoir un but. Les différents types de mouvements sont :
- la normokinésie : qualifie les spermatozoides a mobilité normale en intensité et
en cinétique.
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- L’hypokinésie : désigne les spermatozoides avec une mobilité tres faible.
- la dyskinésie : désigne les spermatozoides & mouvement anormaux, irréguliers
ou anarchiques.
- L’akinetozoospermie : désigne un arrét du mouvement des spermatozoides qui
sont par ailleurs vivants.
Le nombre de spermatozoides mobiles doit étre supérieur a 50% a la premiere heure
selon I’OMS (48) et inférieur & 50% a la quatrieme heure aprés I’éjaculation. 1l y a
asthénospermie si la mobilité est inférieure 50%.
» La numération des spermatozoides :
Elle est appréciée par comptage dans un hémocytometre (cellules de Thomas, de
Malassez ou autre) apres immobilisation des spermatozoides dans une solution de
Ringer formolée a 1%. Pour I’OMS, le nombre de spermatozoides se trouve entre
20 et 200 millions de spermatozoides /ml. Il peut exister certaines anomalies de la
numération telles que :
azoospermie ;
oligospermie ;
polyzoospermie ;
cryptozoospermie.

Tableau 2 : Les normes du spermogramme selon I’'OMS (48) :

Parameétres Valeurs

Volume 2 —6ml

Ph 7,2-8

Leucocytes < 1.000.000/ml

Vitalité des spermatozoides > 75%

Numération des spermatozoides | 20 — 200.000.000/ml
1% heure :

Mobilite totale > 50%

Mobilité en trajet fléchant > 25%

3°™ heure :

Chute de la mobilité < 50% par rapport aux
chiffres de la premiere heure

Mobilité des spermatozoides
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2.5 QOutils de biologie moléculaire
2.5.1 Transport des échantillons au LBMA

Les tubes de sang ont été rapidement transportés dans un sac étanche thermostable
pour agents infectieux (Timber Cree K™) contenant de la glace. Le transport du sac
s’est passé en moins d’une heure entre le service de cytogénétique de I'INRSP le

centre de santé de réference de la commune Il la clinigue BAOBAB et le LBMA.

2.5.2 Critere d’acceptabilité de I’échantillon
Les tubes de sang transportés au LBMA devaient répondre aux critéres suivants

avant d’étre acceptée comme échantillon d’étude :
- la durée entre le prélevement du sang et la récupération au LBMA ne doit pas
dépasser six heures de temps.

- les échantillons ne doivent pas contenir d’hemolyses et de culots (caillots).

2.5.3 Bonne pratique du laboratoire

Les précautions suivantes ont été observées pendant toutes les procedures :

- toutes les manipulations qui nécessitent une stérilité absolue ou pouvant créer une
éclaboussure ou des aérosols ont été faites sous la hotte dans la salle de culture ;

- les équipements de protection individuels sont exigés (gants, blouse a usage
unique, masque de protection, chaussures fermées) ;

- un stock d’ ARV est nécessaire en cas d’accident au laboratoire.

2.5.4 La Lvmphoséparation

C’est la séparation des populations cellulaires par centrifugation sur la base de leurs
densités. Elle a été faite avec le ficoll, qui est un polymere de glucose
épichlorohidrine permettant la séparation des cellules ayant différentes densités et
de purifier les lymphocytes (Janeway et al. 1999)

Le volume utilisé était le méme pour le sang que pour le ficoll : 5 ml / 5ml.
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L’échantillon de sang a été déposé a la surface du ficoll a I’aide d’une pipette en
évitant que les deux solutions ne se mélangent. Puis les deux solutions ont été
centrifugées a 14 000 rpm pendant 20mn.

Aprés centrifugation, les globules rouges et les polynucléaires plus denses que le
ficoll sédimentent au fond du tube, alors que les cellules mononuclées plus faibles

forment un anneau surnageant au-dessus du ficoll.

(>

Plasma PBMCs

Fi% 4//

[ Globules rouges et polynucléaires

D

Figure 9 : Séparation lymphocytaire par le Ficoll

Ensuite le surnageant a été délicatement récupéré dans des cryotubes différents a
I’aide d’une pipette Pasteur.

Les cellules mononuclées ont été lavées 3 fois avec du PBS 1X (Phosphate, Buffer
Saline, DPBS, Hyclone, Logan Utach) pour éliminer toute trace de la solution de
Ficoll, de plasma, des autres cellules, des debris surtout des hémoglobines
(molécules inhibitrices de la PCR).

Ces manipulations ont été effectuées sous une hotte dans le respect des bonnes

pratiques de laboratoire.
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2.5.5 Comptage des cellules mononuclées

Le comptage des cellules mononuclées a été effectué dans un hématocytometre
(Hausser scientific, Horsham, PA, USA) a I’aide d’un microscope optique (Nikon
Model Eclipse E 400, Japon). Le nombre de cellules a été déterminé par les cellules
au trypan bleu.

La Procédure suivante a été adoptée :

- ajouter colorées 8 ml du PBS 1X au culot et mélanger en tapotant le fond du tube
jusgu'a obtenir une suspension homogeéne ;

- prendre 20ul de cette suspension dans un tubeéstle de 1,5ml puis ajouter un
volume égal de trypan bleu dilué au 1/5, bien mélanger en pipetant plusieurs fois ;

- mettre 10ul de cette solution dans 1’hématocytometre ;

2.5.6 Extraction \ Purification d’ADN

L’ADN (ou I’ARN) doit impérativement étre purifié a partir de matériels
biologiques dans ses conditions optimales de qualité et de quantité. Dans la pratique,
les acides nucléiques sont souvent extraits du sang total. Le procédé classique est
I’extraction par le couple phénol) chloroforme. Le phénol, est un excellent agent
dénaturant des protéines et il permet de séparer efficacement les protéines et les
acides nucléigues. Il est ensuite éliminé par extraction avec du chloroforme (non
miscible avec I’eau). La séparation des phases aqueuses et organiques peut se faire
par centrifugation. La phase aqueuse contient des acides nucléiques. Des traitements
par des agents clivant les protéines (protéolyse) peuvent étre nécessaires. Les acides
nucléiques peuvent étre facilement récupérés sous formes solide a la suite de
précipitation de I’alcool éthylique ou par I’alcool isopropylique. De nombreux
réactifs sont disponibles, préts a I’emploi, ce qui permet de simplifier les opérations
de purification. Il est possible extraire les acides nucléiques a partir d’échantillons
biologiques variés : cultures cellulaires, tissus divers etc....Les méthodes extractions

doivent bien entendu étre adaptée aux quantités disponibles de matériel biologique.
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2.5.7 Dosage et Conservation

> Estimation des quantités d’ADN
Cette estimation est disponible aprés extraction d’ADN a partir d’un matériel
biologique. La méthode basée sur la spectrophotometrie reste la plus utilisée.
Le dosage s’effectue par spectrophotométrie dans I’ultraviolet a 260 nm. Il est
indispensable de mesurer également I’absorption a 280 nm. Cette derniére longueur
d’onde permet d’estimer la contamination éventuelle de I’extrait par des protéines.
L absorption se définit par I’unité de densité optique mesurée a 260 nm. Une unité
de densité optique a 260 nm correspond a I’absorption d’une solution d’ADN
double brin a la concentration de 50ug/ml ou a I’absorption d’une solution d’ADN
simple brin a la concentration de 33ug/ml ou encore a de I’ARN a 40ug/ml.

» Conservation de ’'ADN
Le stockage des acides nucléiques se fait au froid
-Pour un stockage a court terme, I’ADN est garde a +4°C

-Pour un stockage a long terme, I’ADN est placé a -20°C ou -80°C

2.5.8- Electrophoreése

C’est une technique qui permet de séparer des molécules en fonction de leur taille et
de leur charge en utilisant un courant électrique. On peut ainsi analyser et purifier
dans un milieu gelifié (gel d’agarose, gel de polyacrylamide...) ’ADN, I’ARN, les
protéines.

Migration électro phorétique des fragments d’ADN

Les fragments d’ADN apres PCR ou digestion par les enzymes de restriction
peuvent étre séparés par électrophorese sur un gel d’agarose. Dans ce type de gel

les migrations des fragments d’ADN dépendent de la taille du fragment plus que de
la charge de celui-ci. Plus le fragment a une taille élevée, moins la migration électro
phorétique par rapport au puits d’inclusion sera important. A I’opposé les fragments

de petite taille auront une distance de migration la plus élevee.
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La détermination précise des tailles des fragments séparés par électrophorese est
effectuée en faisant migrer des marqueurs de poids moléculaire en paralléle avec les
échantillons a analyser. La détection de I’ADN sur ce type de gel est réalisée par
exposition aux rayons UV apres réaction avec un réactif spécifique (bromure
d’éthidium par exemple, agent s’intercalant entre les brins d’ADN).L électrophorése
des fragments d’ADN en gel d’agarose permet des séparations jusqu’a 20-25kb
(20000-25000pb). Le tampon utilisé pour la migration électrophorétique a un pH
basique (par exemple : 8,3 dans le cas du tampon appelé TBE = Tris-Borate-EDTA).
Des fragments d’ADN de taille restreinte (inferieur a 1000 paires de bases) peuvent

aussi étre séparés par électrophorese sur gel de polyacrylamide.

2.5.9 Amplification in vitro du matériel génétique (PCR)

» Principe et concepts de base de la PCR
La PCR est une methode permettant la multiplication d’une courte séquence d’ADN
(jusqu’a 2 ou 3Kb en routine) appelée séquence cible, a partir d’une infime quantité
d’ADN génomique. Elle est méme possible a partir de I’ADN génomique issu d’une
cellule unique. Elle est réalisée dans un micro tube en quelques heures.
Le taux de multiplication (ou taux d’amplification) est tel que la réaction revient a
rendre négligeable le reste du génome qui n’a pas été amplifié car le produit de PCR
contient presque exclusivement des millions d’exemplaires de la séquence
cible. Il est donc facilement analysable par exemple sur un gel d’électrophorése en
fluorescence UV sans avoir a rechercher specifiqguement la séquence cible par
hybridation moléculaire comme c’était le cas auparavant (technique de Southern).
La PCR est utilisée dans la trés vaste majorité des diagnostics moléculaires.

» Laréaction de PCR
La séquence cible est multipliee par syntheése successives a |’aide d’amorces
oligonucléotidiques et d’une ADN polymérase thermostable. Chaque synthése ou

cycle de PCR est constituée de 3 étapes de trois plateaux de températures différents :
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Dénaturation (autour de 95°C)

Hybridation des amorces (entre 50et 60°C)

Polymérisation (autour de 72°C).

Chaqgue cycle dure quelgues minutes. La séquence cible étant doublée a chaque

cycle, le taux d’amplification (théorique) est de 2(exposant) n, si bien qu’apres une

trentaine de cycles de PCR, le nombre de copies de la séquence cible est plusieurs
dizaines de millions de fois supérieur a n’importe qu’elle autre sequence du génome.

Cette surrepresentation la rend facilement analysable et manipulable.

La PCR est une technique incomparablement plus rapide que d’autres techniques

telles que la méthode de Southern ou le clonage. Il faut deux ou trois heures pour

réaliser une PCR.

Le milieu réactionnel doit contenir :

v" I’ADN contenant la séquence a amplifier ; il peut s’agir de I’ADN génomique
d’un patient pour lequel on cherche a réaliser le diagnostic moléculaire d’une
malade génétique, d’ADN plasmidique contenant une séquence d’intérét etc....

v les deux amorces olignonucléotiques monobrins complémentaires

v chacune d’une des extrémités du fragment a amplifier 5°-3” et 3’-5’

v’ des désoxynucléotides libre dATP, dCTP, DGTp, DTTp qui sont incorporables
pour former le brin d’ADN néo synthétise.

v I’enzyme permettant la synthése d’un néo a partir des amorces ; il s’agit d’une
ADN polymeérase thermostable, par exemple la Tag DNA polymérase issue du
micro-organisme Thermus Aquaticus.

v du MgCI2 et une solution donnant au milieu réaction un PH et une concentration
saline optimale pour le fonctionnement de I’enzyme. Le tube contenant le milieu
réactionnel est placé dans un appareil appelé <<thermoclycleur>>, sorte de
plague chauffante programmable en temps et en température et disposant de
délais de montée et de descente en température extrémement courts. 1l délivre a
chaque instant au milieu réactionnel une température donnée permettant la
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réalisation de I’une des trois étapes du cycle de PCR : dénaturation, hybridation
ou synthése.
» Les limites de la PCR

v' La PCR suppose la synthése chimique de deux oligonucleotides utilisés pour
I’amorcage de la réaction. Il faut donc que la séquence nucléotidique du
fragment a analyser soit connue au niveau de ces régions d’amorcage. Il est
néanmoins possibles de contourner le probleme en clonant le fragment dont la
séquence dans un vecteur (plasmide, bactériophage...) afin d’utiliser la séquence
(connue) du vecteur pour amorcer la réaction de PCR. L’avantage de cette
méthode par rapport a la multiplication par clonage est sa simplicité et sa
rapidité.

v’ La taille du fragment a amplifier ne peut pas dépasser quelques kilos bases. Au-
dela, il se produit des phénomenes qui empéchent la reaction de se faire
normalement : interruptions prématurées dues a la formation de structures
secondaires, ré appariement des fragments néo synthétises entre eux etc....

v' Le taux d’amplification est théoriquement de 2" mais en pratique le rendement
de la réaction n’est jamais de 100%.

v' Au-dela d’un certain nombre de cycles, le taux d’amplification baisse
progressivement pour tendre vers 1. Ceci est dd a une diminution de la
concentration des désoxynucléotides et des oligonucleotides et a I’augmentation

de la concentration du produit de PCR.
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METHODOLOGIE

55

Theése de Doctorat en médecine (Diplome d’état)
Cheick Hamala DOUMBIA



Prévalence des microdélétions sur le chromosome y chez des hommes avec azoospermie non obstructive et un olioligosperme sévére au mali

3 METHODOLOGIE

3.1 Cadre etlieu d’étude :

La présente etude s’est déroulée a cheval sur trois services :
le centre de santé de référence de la commune 11
le service de cytogénétique de I’INRSP
le laboratoire de biologie moléculaire appliquée (LBMA) de la Faculté des Sciences
et Techniques de I’université de Bamako.
Le centre de santé de référence de la commune Il du district de Bamako ;
dispensaire puis PMI (protection maternelle et infantile) jusqu’en 1998 ; il fut érige
centre de santé de référence de la commune II.
Deuxiéme niveau de la pyramide sanitaire au mali sur trois niveaux : les centres de
santé communautaire (dont 5en commune Il : ASACOHI (Hippodrome)
ASACOME (Médine) ASACOBENKADI (Bakaribougou) ASACO NIARELA
ABOSAC (Bozola) sont le 1¥% niveau ; les centres de santé de référence puis les
hopitaux qui constituent le sommet de la pyramide.
Situation geographique et services :
La commune Il couvre une superficie de 17Km soit environ 7% de la superficie
totale du district de BAMAKO 267km2.
Elle est limitée :

- Au nord par le pied de la colline du point G.

- Ausud par le fleuve Niger.

- A l’est par le marigot de korofina.
A I’ouest par la route goudronnée Boulevard du peuple passant par L’IOTA
traversant le grand marché jusqu’ au pont des martyrs.
Elle compte 12 quartiers (Bagadagji, Bakaribougou, Bougouda, Bozola,
hippodrome, Medina coura, Missira, Niarela, Quinzanbougou, TSF, Zone
industrielle, Ngomi)
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Le centre de santé de référence se trouve a missira, il comporte plusieurs services :

L’administration.

Service d’oto-rhino-laryngologie.
Service d’ophtalmologie.

Service de médecine.

Service d’odontostomatologie.

Service de pediatrie.

Programme élargi de vaccination (PEV).
Service social.

Service de gynéco-obstétrique.

Description du cadre d’étude :

Le service de gynéco obstétrique occupe le rez de chaussée a I’étage se trouvent

I’administration et d’autres services.

Il comporte :

une salle d’accouchement avec trois tables d’accouchements.
Une salle d’attente et des suites des couches immédiates avec trois lits.
Une salle de garde pour les sages femmes.

Une salle de garde pour les infirmieres et aides-soignantes.
Un bureau pour la sage femme maitresse.

Une toilette externe pour le personnel.

Une unité de planning familial.

Une unité prénatale.

Une unité post natale.

Une unité de PTME.

Une salle d’échographie.

Une unité de gynécologie et de grossesse a haut risque.

Trois salles d’hospitalisation.

Un bloc opératoire.
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Le personnel comprend :

Une specialiste en gynéco obstétrique qui est le chef de service.

Des DES de gynéco obstétrique.

Des étudiants faisant fonction d’interne.

La sage femme maitresse.

Les sages femmes
Des infirmieres obstétriciennes.

Des aides soignantes.

Des manceuvres.

Fonctionnement :

Le service dispose d’une salle d’accouchement qui fonctionne vingt quatre heures
sur vingt quatre.

Les consultations gynécologiques et obstétricales (grossesse a risque) sont assurées
par la gynécologue obstétricienne deux jours par semaines (lundi et le mercredi) et
les autres jours par les DES de gynéco obstétrique, les internes et les sages femmes
avec I’aide des infirmieres et des aides soignantes.

Un staff se tient tous les jours ouvrables de la semaine pour discuter de la prise en
charge de certaines pathologies frequemment rencontrées et les dossiers des
entrantes.

Une équipe de garde quotidienne travaille 24 heures sur 24. Elle est composée de
deux DES, des internes, d’une sage femme, d’une infirmiére obstétricienne, d’une

aide soignante et d’un manceuvre.

Missions de L'INRSP :

Au terme de I’ordonnance N°06-007/P-RM du 28 février 2006, les missions de
I’INRSP se résument comme suit :

1. Promouvoir la recherche meédicale et pharmaceutique en santé publique
notamment dans les domaines des maladies infectieuses, néoplasiques

et sociales, de la santé familiale, de I’éducation sanitaire, de I’hygiéne
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du milieu, de la biologie clinique appliquée a la nutrition et aux
affections endémo-épidémiques, de la toxicologie medicale et
expérimentale, de la bromatologie de la génétique, de la socio

économie, de la médecine et de la pharmacopée traditionnelle.

2. Participer a la formation technique, au perfectionnement et a la

spécialisation dans le domaine de sa compétence.
3. Assurer la référence dans le domaine de la biologie clinique.

4. Assurer la mise au point et la formulation des médicaments

traditionnels améliorés.

5. Assurer la protection du patrimoine scientifiqgue révélant de son

domaine.

6. Promouvoir la coopération nationale et internationale dans le cadre des

programmes et d’accords d’assistance mutuelle.

7. Gérer les structures de recherche qui lui sont confiées.

Les différents départements de L'INRSP :
Il existe 5 départements :
e Département administratif et personnel
e zone hétéro-chromatine Département formation
e Département médecine traditionnelle
e Département de diagnostic et de recherche biomédicale divise en 7 services :
v" Service de biochimie
v' Service de parasitologie
v" Service d’hématologie
v' Service de bactériologie virologie

v" Service de sérologie
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v" Service d’anatomo-pathologie

v' Service de cytogénétique et de biologie de la reproduction

Personnel du service de cytogénétique et de biologie de la reproduction :

Il comprend :

Un chef de service : médecin biologiste
Un biologiste de la reproduction
Une assistante médicale

Une technicienne supérieure de la santé

Un manceuvre.

Laboratoire de biologie moléculaire appliquée de la (LBMA)

Le LBMA est situé sur la colline de Badalabougou en commune V du district de

Bamako dans I’enceinte de la Faculté des sciences et techniques FAST

Le personnel :

Le LBMA comprend plusieurs unités : I’unité de parasitologie, I’unité de virologie

et I’unité de biotechnologie végétale. Le laboratoire est sous la responsabilité d’un

spécialiste en parasitologie moléculaire, il est le chercheur principal et supervise

toutes les activités menées au laboratoire. Il est assisté par :

des pharmaciens biologistes responsables des différentes unités et de
I’encadrement des travaux pratiques pour les étudiants de la FAST et des
thésards de la faculté de médecine Pharmacie et
d’odontostomatologie(FMPOS) ;

des techniciens diplémes d’état, chargés des analyses biologiques ;

une secrétaire de direction.
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Le local :
Le LBMA est composé de trois batiments :
- un batiment au sud abritant la salle de biotechnologie, la salle de culture
cellulaire et la salle de genomique fonctionnelle.
- deux batiments au nord, le premier est destiné a la parasitologie et

biologie clinique, et le second pour la virologie.

3.2 Type et Période d’étude :

IL s’agit d’une étude prospective qui s’est déroulée du 14 Février 2007 au 09
Février 2000.

Choix des patients : des patients azoospermes ou oligospermes séveres.

Un prélevement sanguin fut effectué sur chaque patient, environ 10 ml de sang
veineux fut recueilli sur un tube contenant un anticoagulant citrate sodium (Bectom
Dickinson) soit au centre de santé de référence de la commune Il soit au service de
cytogenétique de I’INRSP ; puis acheminé au laboratoire de biologie moléculaire
appliquée de la FAST dans un bac thermo dans les 6 heures.

Lymphoséparation: les globules blancs seront séparés du reste des éléments
sanguins par centrifugation en présence du Ficoll. Ces cellules seront ainsi lavées et
prétes pour extraction.

Extraction d’ADN : le kit Purgene (centra) sera utilisé pour extraire I’ADN.,
Polymérase Chain réaction : elle permettra d’amplifier le séquences étiquetées pour
les analyses de microdélétions .Au total 12 marqueurs seront utilisés pour couvrir
les sous- régions AZF , AZFB, et AZFC une paire de marqueur pour la région
hétéro chromatinienne en dehors de la région AZF sera utilisée. Le marqueur sY14
spécifique au chromosome Y sera utilise comme contréle positif.

Un dosage hormonal sera effectué chez deux (02) de nos sujets, la FSH, LH, la

testostérone et la prolactine.
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3.3 Population d’étude

3.3.1 Description et criteres d’'inclusion
Notre étude a porté sur des échantillons d’ADN issus des sujets ci-dessous

caracterisés :
Etaient inclus dans notre étude les sujets a leur deuxieme ou troisieme
spermogramme dont le résultat a conclut :
- une azoospermie
- une oligozoospermie sévére.
Les effectifs des deux populations d’étude étaient les suivants :
- 17 sujets azoospermes
- 1 sujet oligosperme sévere c'est-a-dire la numération des spermatozoides

inferieure a 5 millions par millilitre.

3.3.2 Criteres de non inclusion
Les patients avec un spermogramme normal et ceux présentant un taux

spermatozoides supérieur ou égal a cing (5) millions par millilitre (ml).

3.3.3 Limites de I'étude

L’examen clinique des patients préleve
Absence de dosage hormonal chez tous les patients de I’étude.

3.3.4 Considérations éthiques

la conservation du secret médical
le consentement éclairé du patient a toujours eté recherché avant
I’interrogatoire

3.4 Méthodes de I'étude

3.4.1 Marqueurs moléculaires utilisés

» Syntheése ou cycle de PCR

Les marqueurs moléculaires sont des oligonucleotides de synthese utilisés comme

amorces dans la réaction de polymerisation en chaine(PCR).
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Les amorces sont concues de sorte a pouvoir s’hybrider complémentairement en 5’
3’et en 3’5’ a des séquences spécifiques du gene étudié délimitant ainsi la portion a
amplifier. Dans cette étude ; les amorces utilisées isolent les sous régions AZFa ;

AZFc et la région hétéro chromatinienne du bras long du chromosome Y.

Tableau 3: Les sequences des amorces utilisés

Sequences Taille
sY14 Aller 5° GAATATTCCCGCTCTCCGGA 3 472
Retour 5 GCTGGTGCTCCATTCTTGAG 3
sY82 Aller 5 ATCCTGCCCTTCTGAATCTC 3 264
Retour 5 CAGTGTCCACTGATGGATGA 3
sY84 Aller 5> AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT 3 320
Retour 5 GCCTACTACCTGGAGGCTTC 3
sY86 Aller 5> GTGACACACAGACTATGCTTC 3 326
Retour 5 ACACACAGAGGGACAACCCT 3'
sY254 Aller 5> GGGTGTTACCAGAAGGCAAA 3 350
Retour 5 GAACCGTATCTACCAAAGCAGC 3'
sY255 Aller 5> GTTACAGGATTCGGCGTGAT 3 126
Retour 5 CTCGTCATGTGCAGCCAC 3
sY283 Aller 5> CAGTGATACACTCGCACTTGTGTA 3 497
Retour 5> GTTATTTGAAAAGCTACACGGG 3
sY158 Aller 5 CTCAGAAGTCCTCCTAATAGTTCC 3 231
Retour 5 ACAGTGGTTTGTAGCGGGTA 3'
sY160 Aller 5 TACGGGTCTCGAATGGAATA 3 236

Retour 5 TCATTGCATTCCTTTCCATT 3
La taille de I’ADN attendue apres amplification est indiquée pour chaque paire

de séquences
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> Dilution des amorces

Les amorces sont livrées sous forme lyophilisée ; d’ou la nécessité d’une dilution
afin d’obtenir des concentrations optimales pour la PCR.
La dilution des amorces s’est donc faite par ajout d’un volume adéquat d’eau ultra

pure de sorte a obtenir une molarité finale de 50mM. (Tab. ...)

3.4.2 Matériel biologique

> Isolement des cellules mononuclées du sang
périphérique
A partir de prélevement de sang total périphérique sur anticoagulant (citrate de
sodium), les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) ont été isolées par
gradient de ficoll (sodium diatrizoate polysucrose, Lymphorep ).Les gradients de
ficoll sont utilisés pour séparer les cellules ayant différentes densités et en
particulier pour purifier les lymphocytes et les monocytes. Apres centrifugation les
globules rouges et les polynucléaires plus denses que le ficoll, sédiment au fond du
tube alors que les cellules mononuclées forment un anneau surnageant le ficoll. Les
PBMCs sont délicatement recueillies et lavées au PBS 1X (Phosphate Buffered

Saline 1X, 7.4, GIBCO) afin d’éliminer les plaquettes et les résidus de plasma.

» Extraction et quantification de 'ADN génomique :

L’extraction de I’ADN génomique fut effectuee a partir de cellules mononuclées du

sang périphérique. Le kit GenElute Mammalian Genomic  DNA Miniprep Kit
(Sigma, St Louis, Mo) fut utilise. Aprés extraction, I’ADN fut quantifié par
spectrophotométrie (BIOphotometer, eppendorff) et stocké —

20°C jusqu’au moment de la PCR. Le stockage de longue durée a été fait a -80°C.
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3.4.3- Amplification des sous régions AZF

> Les conditions de la PCR

v' Les amorces
Les amorces utilisées avaient respectivement pour séguences
[5 GGG TGT TAC CAG AAG GCA 3’] Pour I’amorce aller
[5> GAA CCG TAT CTA CCA AAG 3’] Pour I’amorce retour

v" Le mélange réactionnel
Pour chaque eéchantillon les proportions des réactifs constituant le mélange

réactionnel de 25ul de volume final sont résumés dans le tableau ci-dessous.

65

Theése de Doctorat en médecine (Diplome d’état)
Cheick Hamala DOUMBIA



Prévalence des microdélétions sur le chromosome y chez des hommes avec azoospermie non obstructive et un olioligosperme sévére au mali

Tableau 4 : Réactifs de la PCR.

Réactifs Concentration Volume en pl Concentration
initiale finale
Eau sterile - 7,5
Tampon 10X 1,2 1X
Mgcl, 25mM 0,72 1,5mM
dNTPs 10mM 0,72 0.6mM
Amorce5’ S50uM 0,12 0.5um
Amorce3’ S0uM 0,12 0.5um
Taq polymérase 5U 0.12 0.05U
DNA 0
Volume final 12 pl

DNTPs= dATP, dTTP, dGTP et dCTP

» Le programme d’amplification

Le programme d’amplification comporterait une dénaturation initiale a 94°C
pendant 2min, une dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, I’hybridation des
amorces a 58°C pendant 40 sec et une élongation a 72°C pendant 1min. Ce cycle fut
accomplit 35 fois suivi d’une phase dite « extra time » de 72°C pendant 10 min. La
machine PCR utilisée était du type PTC-200 DNA Engine Cycler (MJ Research).

Tableau 5 : Programme du cycle thermique utilisé au cours de la PCR

Etapes d’un cycle Température (°C) Durée

Pré dénaturation 94 2 minutes
Dénaturation de I’ADN 94 30 secondes
Hybridation de I’amorce avec 58 ‘ 35 40 secondes
Extension de I’ADN /N 1 minute
Extra temps 72 10 minutes
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De la phase de dénaturation a la phase d’élongation (extension) le thermocycleur
fait un cycle, répété 35 fois avant de passer a I’extra temps, puis conserve les

produits a 4°C.

> Electrophorese et estimation de la taille des produits PCR

Aprés la PCR, les amplicons ont subit une électrophorése sur gel d’agarose 2%
contenant du bromure d’éthidium a 0,3ul /ml.15ul des produits amplifiés furent
logés dans les puits du gel, préalablement mixés a 3ul de tampon de chargement
communément appelé DYE (bleu de bromophénol 0,25% Sucrose 40% et eau
distillée). Le marqueur moléculaire de taille VV ou VI (Boerhinger Mannheim,
Indianapolis, IN) fut également logé dans le gel parallelement aux amplicons.
L électrophorese fut faite a 150 V pendant 45 min dans du TBE 0.5X comme
tampon de migration. Le dispositif étaient composé d’une cuve d’électrophorese
(Wilde mini sub CellGT, Biorad) relié a un générateur (Power Pac 200, Biorad).
Le gel fut enfin révélé sous lumiére Ultra Violette puis photographié et analysé
grace a un dispositif composé d’une chambre a UV surmontée d’une camera
numérique, le tout relié a un ordinateur contenant le logiciel de capture d’images et
d’estimation de la taille des fragments d’ADN (Kodak EDAS 290 1D version 3.5.4).

3.4.4 Exploration de microdeletion

» Tests diagnostique

La recherche de microdélétions du chromosome Y est envisagée devant la
découverte d'une oligozoospermie sévere ou d'une azoospermie sur le
spermogramme effectué dans le cadre d'un bilan d'infertiliteé.

Les délétions sont détectées a partir de I’ADN lymphocytaire du sang périphérique
par la technique PCR en utilisant des séquences anonymes speécifiques du
chromosome Y (Séquence Tagged Sites, STSs) ou des amorces speécifiques des

genes candidats.
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Il n’existe pas de signes cliniques visibles ou d’autres symptomes chez les hommes

porteurs de délétions du chromosome Y, en dehors de I’infertilite.

. Spermogramme .

—

‘f “"‘H-L
Azoaspermie OLIGOZOOSPERMIE
+ T
Biochimie du sperme  Dosages hormonaux <
/ (LH, FSH)
\ Autres causes
EXCRETOIRE SECRETOIRE —> ijatrogénes,
/ b \ inflammatoires...
™
ACBCD, autres Caryotype Cause endocrinienne
causes nbstructives.;/ \ Y
Anomalie chromosomique Normal < 5.10° spz/ml

RN ¥

Recherche de
délétion moleculaire
de I'Y

Figure 10 : indications de la recherche de microdeletion de 1Y chez I'homme

infertile.

> Mode de transmission

Le mode de transmission est lié au chromosome Y (ne se transmet qu’aux gargons),
avec une pénétrance variable (le pourcentage d’expressivité de la maladie est
variable). Les délétions heritées du péere sont des cas rares a cause de I’infertilité
qu’elles provoquent et la faible chance de conception spontanée. 1l s’agit le plus

souvent de délétions « de novo ».
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> Conseil génétique

Lorsque des spermatozoides matures sont retrouvés dans le sperme ou dans le
testicule (par biopsie testiculaire) il est possible d’avoir recours aux techniques de
procréation médicalement assistée de type ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection)
avec sperme éjacule ou avec sperme testiculaire (TESE, Testicular Sperm
Exctraction). Si I’enfant a naitre est un garcon, il peut hériter les délétions du
chromosome Y et présenter également une infertilité une fois arrivé a I’age adulte.
Le couple doit benéficier d’une consultation de conseil génétique avant d’étre inclus
dans un protocole d’assistance médicale a la procréation par ICSI. Certains points

seront alors évoqueés :

« Peu de recule afin d’identifier les risques encourus de ces techniques
dans ce contexte.

« Risque de stérilité pour les enfants de sexe masculin.

« Necessité d’un suivi de ces enfants apreés la naissance.

. Intérét d’une congélation préventive du sperme de fils d’'un homme
porteur de delétions du chromosome Y apres la puberté afin de

préserver ses possibilités de concevoir.

En I’absence de spermatozoides retrouvés, le couple peu avoir recours a une

insémination artificielle ou a une fécondation in vitro avec sperme de donneur.
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RESULTATS ET COMMENTAIRES
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4 RESULTATS ET COMMENTAIRES :

Cette etude a porté sur 18 sujets males qui ont accepté d’étre examiné sur le plan
clinique, biologique et dont une partie du chromosome a été soumise a une analyse
moléculaire par la PCR.

Tableau 6 : Répartition des patients selon I’age

Age (années) Effectifs Pourcentage %
20-29 4 22,23

30-39 10 55,55

40 - 49 3 16,67

50-59 1

Total 18 100

La tranche d’age la plus representée était comprise entre 30-39 ans soit 55,55% avec
un age moyen de 36,5 ans et des extrémes d’age de 20 et 59 ans.

Tableau 7 : Répartition des patients selon I’ethnie

Ethnie Effectifs Pourcentage %
Bambara 9 50
Soninké 1 5,55
Peulh 4 22,22
Dogon 1 5,55
Kassonké 1 5,55
Bozo 1 5,55
Senoufo 1 5,55
Total 18 100

50% des patients etaient Bambara, suivi des peulh avec 22,22%.
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Tableau 8 : Repartition des patients selon la profession

Profession Effectifs Pourcentage
Cultivateur 6 33,33
Commercant 4 22,22
Chauffeur 2 11,11
Douanier 1 5,55
Gendarme 1 5,55

Ouvrier 2 11,11
comptable Aide 1 5,55

Eleveur 1 5,55

Total 18 100

33,33% des patients étaient cultivateurs.

Tableau 9 : Répartition des patients selon la résidence

Résidence Effectifs Pourcentage
Bamako 14 77,77

Hors de Bamako 4 22,23

Total 18 100

4% des patients résidaient hors de Bamako.
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Tableau 10 : Répartition des patients selon les habitudes de vies

Habitudes de vie Effectifs  Pourcentage
Absence de comportement a risque 7 38,88

Tabac 1 5,55

Alcool 1 5,55
Exposition a la chaleur 9 50

Total 18 100

50% de nos patients présentaient une exposition des testicules a la chaleur.

Tableau 11 : Répartition des patients selon les antécedents infectieux

Antécedents Effectifs Pourcentage
Sans antécédent 9 50
Bilharziose 4 22,22

MST 5 27,78

Total 18 100

50% de nos patients n’avaient pas d’antécédents infectieux.
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Tableau 12 : Répartition des patients selon le volume du sperme

Volume Effectifs Pourcentage
<2ml 4 22,22
2-6mi 13 72,23

>6 ml 1 5,55

Total 18 100

72,23% de nos patients avaient un volume normal, compris entre 2 — 6 ml.

Tableau 13 : Répartition des patients selon la viscosité du sperme

Viscosité Effectifs Pourcentage %
Normale 16 88,89

Elevée 2 11,11

Total 18 100

On a retrouvé une viscosité normale chez environ 89% de nos sujets.
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Tableau 14 : Répartition des patients selon la numération des spermatozoides

Numeération Effectifs Pourcentage
Nulle (0) 17 94,45

< 5 millions 1 5,55

Total 18 100

Parmi les 18 patients, seul un était oligosperme séveére.

Tableau 15 : Amplification par PCR de la sous-région AZFa pour la recherche de

microdeletion chez les 18 sujets.

Echantillons
Amorces 1 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
sY82 + + + + + + + + + + + + + +
sY84 + + + + 4+ + + + + + + + + +
sY86 - + + + + + + + 4+ + + + + +

L’amplification de la zone AZfa par 3 paires d’amorce (sY82, sY84, sY86) n’a pas

montré de microdeletion perceptible sur le gel d’agarose chez les 18 sujets

examines.
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Tableau 16 : Amplification de la partie subtélomérique de la zone Yp servant de
contrble positif de PCR chez les 18 sujets.

Echantillons

Amorcesl 2 3 456 789101 2 3 4 5 6 7 8

sY14 + + + + + + + 4+ ++ + + + + + + + 4+

Tous les 18 sujets ont présenté des bandes aprés amplification par PCR avec la paire

d’amorces sY 14 utilisée comme controle.

Tableau 17 : Amplification par PCR de la sous région AZFc pour la recherche de

microdélétions chez les 18 sujets.

Echantillons
Amorces 1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
sY154 + - + + + 4+ + 4+ + + 4+ + + + + + + +
sY254 + - + + + + + 4+ 4+ + + + + + + + + 4+
sY255 + - + + + 4+ + 4+ + + 4+ + + + + + + +
sY283 + - + + + + + 4+ 4+ + + + + + + + + 4+

Sur les 18 sujets testés pour la microdeletion dans la zone AZFc, seul le sujet No 2
n’a présenté aucune bande avec les paires d’amorces utilisees pour amplifier par la

PCR cette zone.
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AZO0 AMOrce 295

Figure 11 : Gel montrant I’amplification de I’ADN des 18 sujets par le marqueur
sY255, le sujet 2 (puits N° 3) n’a pas eu de produit d’amplification par PCR

indiquant une microdeletion.

Tableau 18 : Amplification de la zone hétéro chromatinienne au niveau de la partie

Y(q du chromosome des 18 sujets.

Echantillons

Amorces 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

sY160 + - + + + + + 4+ + 4+ + + + + + + + +

Seul le sujet No 2 n’a pas présenté de bande avec la paire d’amorces sY 160 pour

amplifier par PCR la zone hétéro-chromatinienne.
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Figure 12 : diagramme schématique du chromosome Y humain, y compris les
régions AZF (AZFa, AZFb, et AZFc) et les intervalles de délétions 5,6 et 7 définis
selon Vogt et al. La liste des amorces dépistées par PCR et leur localisation le long
du chromosome Y est montrée. La présence(+) ou I’absence(-) de I’amplification

observée chez le patient 2 est aussi montré.
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Nous avons fait le dosage de la FSH, LH, testostérone et la prolactine chez deux
patients :

le patient présentant une microdélétion : parce que il est le a révélé une PCR
positive et I’oligosperme sévere : parce qu’il est le seul oligosperme sévere de notre
étude.

Tableau 19 : Valeur hormonale chez nos sujets 2 et 8

Hormone FSH LH Testostérone Prolactine
Valeurs usuelles (1,7a12,0) Ul/ml (1,2a7,0) Ul/ml (3,00-10,60) ng/ml (1,5a19,0) ng/ml
Sujets

P2 19,9 5,89 6,36 8,27

P8 8,7 4,70 8,74 8,51

Nous avons retrouvé chez le P2 un taux de FSH supérieur a la normale (19,9U1/ml)

tandis que chez le sujet P8 le niveau est normal (8,7Ul/ml).
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5 DISCUSSION

Caractéristiques des patients :

1. Ages:

La tranche d’age la plus représentee était les adultes jeunes de 30-39 ans avec une
fréquence de 55,55 % et un age moyen de 36,5 ans avec des extrémes d’age allant
de 20 a 59 ans. Ces résultats sont similaires a ceux de COULIBALY (1997);
KAHAM

(2005), SANOGO (2001) qui ont trouvé respectivement des frequences de I’ordre
45,45%, 50%, 50%. Nagvenkar et coll. a retrouvé le méme &ge moyen chez les 88
sujets indiens males et infertiles (2005). L age jeune de la majorité de nos patients
pourrait étre en rapport avec I’age jeune de la population

Africaine en général, au Mali en particulier. En effet, selon le recensement genéral
a caractére administratif de 2006, 70 % de la population malienne a moins de 35
ans. Ce taux s’expliquerait par le fait que les mariages se font en milieu urbain en
géneral entre 30-39 ans surtout en milieu intellectuel.

D’autre part on suppose que les jeunes mariés qui n’arrivent pas

a procréer se confient plus volontiers aux medecins. Ceci pourrait s’expliquer, par
le fait que les jeunes souhaitent avoir des enfants plutét pour les accompagner le
plus longtemps possible.

Ces extrémes d’age se rapprochent de ceux de certains auteurs :

COULIBALY (21-68 ans) KAHAM (20670 ans); KONE (23-62 ans)

Il est remarquable de constater que les consultations sont rares entre 20-29 ans et

apres 59 ans (surtout concernant I’infertilité masculine).

2. Ethnie:
L ethnie Bambara était la plus représentée avec un taux de 27 %.

Ce taux se rapproche de celui rapporté par : KAHAM (25 %) et de TOURE A
(29%)
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Il faut noter la présence de presque toutes les ethnies du pays et la forte prévalence
des bambaras pourrait s’expliquer par le fait que c’est I’ethnie majoritaire aussi bien

au Mali que dans le district de Bamako.

3. Profession :

Nous avions constaté que 33,33 % de nos patients étaient des cultivateurs. Ce taux
se rapproche de ceux de certains auteurs :

Cette prédominance des cultivateurs 33,33 % s’expliquerait par le fait que la
majorité de nos patients sont venus de la campagne ou notre attention est attirée sur
I’utilisation des pesticides ainsi que pour I’exposition des testicules a la chaleur, le
réchauffement des testicules et le déficit circulatoire sanguin lié a la position assisse
prolongée peuvent avoir une incidence réelle sur la qualité de la spermatogenese

surtout chez les chauffeurs.

4, Résidence:

La plupart de nos patients résidaient a Bamako avec 77,77%.

Ce taux se rapproche de celui rapporté par certains auteurs :

DOLO (1997) ; KOKAINA (1998) et OUATTARA (2009) avec respectivement
comme fréquence 80,8% ; 84% ; 85,5%.

Ce reésultat de la forte résidence a Bamako pourrait s’expliquer par le fait que
Bamako est la capitale ou se trouve concentrer la majorité des specialistes pouvant
faire face aux problémes d’infertilité masculine mais aussi la majorité de la
population qui a a leur disposition des laboratoires spécialisés. L’INRSP est le seul
centre de référence publique pour la pratique des tests cytospermiologiques se

trouvant a Bamako.
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5. Habitude de vie:

Il ressort dans notre étude que 50% de nos avaient une exposition des testicules a la

chaleur tandis que 38,88 % ne présentaient pas de comportement a risque.

6. Antécédents infectieux:
Au cours de notre étude, la majorite de nos patients étaient sans antécédents

infectieux soit 50 %. Nous avions retrouvé aussi que les MST étaient considérables

avec 27,78 %. Ce taux est supérieur a celui observe par Ouattara qui a trouvé 17 %.

7. Résultat du spermogramme :

7.1 Volume

Au cours de notre étude la majorité de nos patients avait un volume normal compris
entre 2 — 6 ml avec 72,23 % et le reste des patients avaient un volume inféerieur a 2
ml soit 22,22% de notre population d’étude. Ceci pourrait s’expliquer par un
dysfonctionnement de la prostate et des vésicules séminales :

e Soit par une abstinence tres courte.

e Soit par un probleme de recueil incomplet du sperme.

e Soit par I’obstruction des canaux éjaculateurs

e Soit une ¢jaculation rétrograde partielle (dans la vessie).

e Soit I’hypogonadisme caractérisée par un déficit en testostérone entraine une

azoospermie avec hypospermie ou aspermie.

e Soit par la fréquence des rapports sexuels rapprochés
Seulement 5,55 % de nos patients avaient un volume supérieur a 6ml. Nous pouvons
dire que ceci pourrait étre en rapport avec le dépassement du délai d’abstinence
supérieur a 5 jours, d’atteinte infectieuse des glandes annexes (vésicules séminales)
ou, la prise de certains médicaments traditionnels. Donc 27,77 % des patients

avaient présenté un volume anormal de sperme. Ce taux est comparable a ceux de
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COULIBALY (2000), SAMAKE (2007) et OQuattara (2009) avec comme
fréquences respectives 22,75 % ; 42 % ; 26 %

7.2 Viscosité :

La majorité de nos patients avait présenté une viscosité normale du sperme avec
88,89 %. Ce taux est comparable a celui retrouvé par Samaké (2007) et de Ouattara
soit respectivement 86% et 89%.

7.3 Numération :

Les azoospermes étaient les plus représentés avec 94,45% pour seulement 5,55%

d’oligoasthénospermies severes.

8. Résultatdela PCR:

Au total 18 sujets ont été inclus dans cette étude pilote tous suivis au service de
reproduction Humaine de I’INRSP pour infertilité masculine. Ainsi 18 échantillons
d’ADN provenant de ces sujets ont été testés pour delétion de genes présents dans la
zone chromosomique dite de Facteur d’azoospermie qui est divisé en 3 sous-
régions qui sont AZFa, AZFb et AZFc situées Entre les parties proximale et distale
du chromosome Y(q. Au total, 9 paires de marqueurs Moléculaires ont été utilisés
pour cribler les 2 sous-régions (AZFa et AZFc) la région hétéro- Chromatinienne
mais aussi la partie subtélomérique de la zone Yp (sY14) servant de géne controle
pour la qualité de la technique de PCR.

Au cours de notre étude nous avons identifié 17 sujets infertiles azoospermiques et
un sujet oligospermique seévere. Sur ces 18 sujets un seul sujet a présenté une
microdeletion indiquée par I’échec de I’amplification avec les marqueurs de la zone
AZFc (sY154, sY254, sY283). Pour prouver cela, nous avons fait 3 amplifications
successives qui ont toutes abouties a un échec. Ce taux de microdeletion était donc
de 5,55% (1/18), cette valeur est supérieure a celle obtenue par Sao PEDRO et coll.
(2003) qui ont utilisé les mémes marqueurs que nous, de I’ordre de 3,33% (2/60),
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mais ne s’écarte pas trop du taux de microdeletion observe chez les japonais
infertiles qui était de 6,2% (Khaile et Coll., 2004). C’est la premiére fois au Mali
qu’on trouve une relation entre I’infertilité et la délétion dans la zone AZFc. La
prévalence de microdeletion obtenue avec cet échantillon de 18 sujets se retrouve
dans la fourchette de 1 a 35% établie par plusieurs études (Bonduelle et Coll., 1987;
Simoni et Coll., 1999; Choi et Coll., 2004 ; Peter lin et Coll., 2000; Foresta &
Ferlin, 2001). Cependant, Khaile et Coll. (2004) ne retrouvent pas de délétion chez
les africains infertiles au cours de leur étude.

En plus, nous n’avons pas pus amplifier la zone hétéro chromatinienne qui se trouve
en dehors de les regions AZF chez le sujet n°2 qui a présente des délétions dans la
zone AZFc, ce méme résultat a été retrouveé chez les deux patients brésiliens de
I’étude de Sao PEDRO et Coll. (2003) qui ont présenté eux aussi des délétions dans
la zone AZFc (sY147, sY254, sY283). Nous n’avons pas utilise des marqueurs de la
zone AZFb, mais les études qui ont été menées trouvent la plupart des délétions
dans les zones AZFc, AZFa rarement dans la zone AZFb (Sao PEDRO et Coll.,
2003; Khaile et Coll., 2004).

Le dosage des hormones FSH, LH et testostérone a montré que le sujet n°2 ne
présentait pas une azoospermie obstructive.

Nous pouvons donc suggérer que cette azoospermie non obstructive était liée a ces
microdelétions qui apparaissent assez larges telles qu’observées dans la zone AZFc.
En considérant ensemble toutes les données, nous pouvons suggérer que les
microdélétions peuvent étre associées a I’azoospermie mais d’autres facteurs
interviendraient notamment les maladies inflammatoires surtout des testicules et de
la prostate (Yeboah et Coll., 1992) et les aberrations chromosomiques (Nagvenkar
et Coll. 2005).
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CONCLUSION
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CONCLUSION

De cette étude, il ressort que :

- la microdeletion serait associée a un cas d’azoospermie au niveau de la sous
région AZFc. Toutefois nous n’avons pas observé de microdeletion avec les
autres 16 cas d’azoospermies.

- d’autres facteurs peuvent étre associés a |’azoospermie notamment les
maladies inflammatoires.

- Avec ce petit échantillon, la prévalence de la microdélétion serait de 5,55%.

Une étude a grande échelle permettrait d’établir une prévalence plus précise.
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RECOMMANDATIONS

87

Theése de Doctorat en médecine (Diplome d’état)
Cheick Hamala DOUMBIA



Prévalence des microdélétions sur le chromosome y chez des hommes avec azoospermie non obstructive et un olioligosperme sévére au mali

RECOMMANDATIONS

Au terme de notre étude nous formulons les recommandations suivantes:
- Aux autorites politico administratives et sanitaires
e L’équipement et la dotation des laboratoires de cytogénétiques et de
biologie moléculaire appligquée en matériels et en personnels qualifiés.
e Mettre en place un centre specialisé pour la prise en charge
thérapeutique des cas necessitants un traitement
- Au service de gynéco-obstétrique du CS Réf de la commune 11
e Examen clinique de tous les sujets de I’échantillon
e Mise en place d’une unité pour la prise en charge des conjoints de
femmes consultantes pour stérilité du couple.
- Au service de cytogénétique I’INRSP
e Augmenter la taille des échantillons pour les études ulterieures.
e Réaliser le caryotype chez les sujets
e Faire les dosages hormonaux (FSH, LH, Testostérone, prolactine) chez
tous les sujets.
- Au Laboratoire de Biologie moléculaire appliquée (LBMA)
e Mettre en place un systeme de financement pour les frais de synthese
des amorces et reactif.
e Renforcer le systeme de commande des amorces et réactif ainsi que leur
rapidité d’acheminement.
e Réaliser un séquencage automatique direct.
- Aux populations
e Sensibiliser les conjoints pour une meilleure observance des

prescriptions faites dans I’exploration de la stérilité du couple.
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Résumeé : Nous avons déterminé la prévalence des microdélétions sur le
chromosome Y dans une population de 18 Maliens azoospermie et
oligospermie sévere. Le dépistage par PCR de ces microdélétions se fait a
partir de I’ADN du sang péripherique due a la localisation a se niveau de
14 sous régions AZF.
Dans I’ensemble des 1 sur 18 patients infertiles testés (5,55%) a montré
une délétion du chromosome Y. un d’entre eux était oligozoospermique
sévere. Le seul patient ayant présenté une microdélétions concernait la
sous région AZFc.
Nos données s’ajoutent a celle de la littérature par montrer que les
microdeélétions sur le chromosome Y peuvent étre une cause d’infertilité

masculine idiopathique.
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