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Introduction

L’infertilit¢ est un syndrome polygénique et multifactoriel, définit par ’OMS comme
I’incapacité a obtenir une grossesse malgré une activité sexuelle réguliere durant plus d’un an sans
contraception (OMS 2010). Environ 15% des couples essayant d'obtenir une grossesse sont affectés
par I’infertilité (Ferlin et al., 2006 ; Trussell 2013), dans pres de la moitié de ces cas I’homme est
la cause (Sharlip et al., 2002 ; OMS 2010).

Au cours des dernieres décennies, une détérioration de la fonction de reproduction male a
été rapportée dans de nombreuses especes (Eustache 2011). Chez I’homme, elle est de plus en plus
altérée et plusieurs situations peuvent la causer comme : les problémes obstructifs, hormonaux,
immunologiques et la varicocele, mais chez plus de 25% des cas aucune cause identifiable n’est
trouvée, on parle donc d’une infertilité idiopathique dont 1’une des causes probablement impliquées
est le stress oxydatif (Haiba et al., 2014). La détérioration du potentiel de fertilité masculine a été
liée par plusieurs auteurs au stress oxydatif car les spermatozoides morphologiquement anormaux
ont une capacité accrue a genérer des especes réactives d'oxygéne (ERO), mais ont aussi une
capacité antioxydante tres réduite (Tremellen 2008). La génération d'EROs dans le tractus
reproducteur masculin est devenue une préoccupation réelle en raison de leurs effets toxiques
potentiels, a des niveaux elevés, sur la qualité et le fonctionnement du sperme (EI-Tohamy 2012).

Les spermatozoides sont particulierement sensibles aux dommages induits par les ERO pour
plusieurs raisons, tels que le manque de mécanismes de réparation de I'ADN dans les cellules
spermatiques, les niveaux élevés d'acides gras poly insaturés contenus dans les membranes des
spermatozoides, la capacité des spermatozoides a produire des ERO, les tres faibles niveaux
d'enzymes antioxydantes cytoplasmiques et au fait que les spermatozoides passent de longues
périodes en tant que cellules isolées dans les voies génitales masculines et féminines (Agarwal et
al., 2008).

Les oxydants interférent avec la fonction normale du sperme grace a la peroxydation des
lipides membranaires et a la fragmentation des acides nucléiques, ce qui cause une altération et un
dysfonctionnement des cellules spermatiques, entrainant une réduction du pouvoir fécondant du
sperme tels que la vitalité, la morphologie, la motilité du sperme et sa capacité a se lier et se
fusionner avec I'ovocyte (Agarwal et a., 2005 ; Nabil et al., 2008; Makker et al., 2009).

Le plasma séminal est bien fourni avec des antioxydants. D’ailleurs, il est considéré comme
le liquide biologique qui contient la plus grande quantité et variété d’antioxydants (Hankel 2011)
qui sont des agents de piégeage des radicaux libres pour protéger les spermatozoides contre les

attaques de stress oxydatif. Le sperme contient un systeme enzymatique hautement spécialisé



constitue essentiellement de superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase (GPX) et catalase
(CAT) (Tavilani et al., 2008). SOD et CAT sont les antioxydants qui inactivent 1’anion superoxyde
(O7) et le radical peroxyde d’hydrogéne (H,O) en le convertissant en H,O et O,. GPX est le
dernier élément du systéme antioxydant enzymatique séminal, il est incriminé dans la réduction des

hydropéroxydes en utilisant le glutathion comme un donneur d’électrons (Vernet et al., 2004).

Les activités antioxydantes enzymatiques et les polymorphismes dans les génes antioxydants
sont excessivement étudiés ces derniéres années et sont associés a de nombreuses maladies, en
particulier celles de causes inconnues (idiopathiques), mais leur implication dans I’infertilité
masculine idiopathique reste une piste peu explorée. Des progrés récents dans I'étude des variations
génétiques des genes antioxydants associés a l'infertilité masculine sont remarqués, les résultats de
ces études indiquent que les polymorphismes fonctionnels dans Les genes NRF2, SOD, GST, NOS,
CAT et GPX peuvent potentiellement contribuer aux causes génétiques de l'infertilité masculine.

Comme l'incidence de D’infertilit¢é de I'hnomme continue d'augmenter, I'analyse de son
association avec des variantes de séquence dans un gene antioxydant peut non seulement aider a
comprendre les réles du réseau de signalisation antioxydante dans I’infertilit¢ masculine liée au
stress oxydatif, mais aussi faciliter la validation de son usage potentiel en tant que marqueurs
génétiques pour le diagnostic et 1’évaluation des risques liés a I’infertilité masculine dans la clinique

(Yu and Huang 2015).

La notion de "stress oxydant" et d’ "antioxydants", par ses deux aspects biochimiques et
moléculaires, est de plus en plus utilisée pour expliquer différentes atteintes pathologiques et leurs
approches thérapeutiques. Le but principal de ce travail est donc, i) d’évaluer le statut oxydatif
séminal chez des hommes avec une infertilité idiopathique a travers ; un dosage biochimique qui
reflete le taux de la peroxydation lipidique et des radicaux libres (dosage de malondialdéhyde,
MDA), et des mesures photométriques des activités des principales enzymes antioxydantes (SOD,
GPX et CAT), afin de chercher une éventuelle relation entre le statut oxydatif séminal et les
différentes anomalies spermiologiques rencontrées. ii) d’étudier deux polymorphismes génétiques
de type SNP (single nucleotide polymorphism) (CAT -262C/T, SOD 362G/A), pour déterminer une
association probable entre les variantes de ces génes et les activités enzymatiques concernées ainsi
qu’avec les différents cas d’infertilité masculine inclus dans notre étude. Les paramétres ciblés par
cette etude pourraient étre des bio-marqueurs utiles pour I’évaluation des dommages oxydatifs
spermatiques et peuvent améliorer les outils de diagnostic de ce probleme de santé et permettre une

meilleure stratégie thérapeutique.
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I.1. Définition et épidémiologie de I’infertilité masculine

La reproduction est une fonction physiologique qui comprend de nombreuses étapes, telles
que la formation des gamétes males et femelles, la fécondation, le développement préimplantatoire,
I’implantation et le développement postimplantatoire. Ainsi I’aptitude a procréer dépend du bon

fonctionnement coordonné des systemes reproducteurs méle et femelle.

La fertilit¢ correspond a une aptitude, celle d'un couple a concevoir; elle exprime une
probabilité, elle est aussi définit comme la capacité de produire une descendance. L’infertilité
masculine est, par sa fréquence et son impact sur la qualité de vie, un vrai probléme de Santé. Selon
I’organisation mondiale de la santé (OMS), I’infertilité est définie comme 1’incapacité a obtenir
une grossesse en dépit d’une activité sexuelle réguliére durant plus d’un an sans méthode

contraceptive (OMS 2010).

Une maladie, est par définition, toute déviation ou interruption de la structure normale ou de
la fonction de n’importe qu’elle partie, organe, systéme, ou une combinaison de ceux-ci dans le
corps, en se manifestant par un ensemble de caractéristiques, de symptémes ou de signes. La notion
de I’infertilité masculine répond a ces critéres et devrait donc étre considérée comme une maladie
(Winters et Walsh 2014 ; Turchi 2015).

Des données épidémiologiques concluent qu’environ 15 % des couples sont confrontés a des
difficultés de concevoir et sont amenés a consulter un médecin pour ce probléeme (Trussell 2013).
Dans environ la moitie de ces cas, un facteur masculin est en cause (OMS 2010), mais il est
toutefois difficile de déterminer qui est le partenaire exacte qui apporte la plus grande contribution
a ce probleme de santé dans un couple, et cette difficulté est une caractéristique de l'infertilité, dans
laquelle il n'y a pas de conclusions pathognomonique qui confirme une certitude de diagnostique.
Cette difficulté est également une limitation importante des études épidémiologiques, dans
lesquelles le facteur masculin est souvent sous-évalué et sous-estime (Turchi 2015). Un certain
nombre d’études estiment que le nombre de couples infertiles a travers le monde atteindrait des

valeurs comprises entre 50 et 130 millions (Agarwal et al., 2015).

L'infertilite masculine est aussi définit comme étant un syndrome multifactoriel englobant
une grande variété de troubles. Cependant, pour plus de la moitié des hommes infertiles, la cause est
inconnue et peut étre congénitale ou acquise (Bhasin et al., 1997; Poongothai et al., 2009).
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Malgre le nombre important des études épidémiologiques et en tenant compte de toutes les
données disponibles aujourd'hui, nul ne peut définir la prévalence exacte de l'infertilité masculine.
Le seul aspect trouvé dans la littérature scientifique est que l'infertilité masculine est variable avec
une multitude de facteurs (la race, le pays, la géographie, les variables socioéconomiques, les

expositions environnementales et professionnelles, 1’age et la fertilité du partenaire, etc...).

I.2. Etiologie de I’infertilité masculine

La fertilit¢ naturelle de I’homme implique la succession de plusieurs phénomeénes
physiologiques, commencant par une différenciation de la gonade en testicule lors de la vie feetale,
une puberté avec une production hormonale d’androgénes, principalement de testostérone, la
production de spermatozoides par les testicules, la perméabilité des voies génitales post-
testiculaires, la formation du sperme, son cheminement et son dépdt dans les voies génitales
féminines, un nombre suffisant de spermatozoides fonctionnels dans 1’éjaculat, une maturation des
spermatozoides dans les voies génitales masculines et féminines, une capacité¢ d’interagir
efficacement avec 1’ovocyte. Des perturbations de différentes origines peuvent se manifester a

chacune de ses étapes et étre responsables d’infertilité ou de stérilité¢ de I’homme.

Les infertilités masculines peuvent schématiquement é&tre expliquées par 3 principaux

mécanismes ;

v Un hypogonadisme sévere qui empéche ou interrompe I’activation testiculaire nécessaire a
la production de spermatozoides : il s’agit 1a d’une cause dite «pré-testiculaire»

v' Des maladies ou des atteintes primitivement testiculaires altérant le déroulement de la
spermatogenese et il s’agit 1a de causes dites «testiculaires »

v Des lésions empéchant 1’évacuation des spermatozoides en dehors des testicules et il s’agit
de causes dites «post-testiculaires».

A cdté de ces principaux mécanismes, il en reste des infertilités masculines dites « idiopathiques

» dont la cause est inconnue et/ou 1’étiologie est difficile a identifier actuellement avec les outils de

diagnostic presents.

1.2.1. Causes Pré-testiculaires
I1 faut se rappeler que la santé sexuelle et reproductive de I’homme dépend de I'intégrité des
fonctions testiculaires endocrines et exocrines, controlées par les gonadotrophines hypophysaires.

La fonction testiculaire endocrine comprend la synthese des stéroides sexuels par les cellules de

]
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Leydig, elle est responsable, a partir de la puberté, de la virilisation et de I’apparition du désir
sexuel (libido). La synthese de testostérone est sous la dépendance de la gonadotrophine
hypophysaire, 1’hormone lutéinisante (LH). La fonction exocrine assure la production de
spermatozoides matures. Elle a lieu dans le tube séminifére sous la dépendance obligatoire et
concomitante des deux gonadotrophines hypophysaires (Trabado et al., 2014).

L’hormone foliculo stimulante (FSH) stimule directement la cellule de Sertoli (CS) alors
que I’hormone lutéinisante (LH) agit aussi sur la CS: elle le fait de maniere indirecte en stimulant
la production locale de testostérone qui agit, de fagcon paracrine, sur le récepteur aux androgenes
exprimé dans ces cellules. Cette double influence hormonale entraine une prolifération puis une
maturation des CS (Trabado et al., 2014). Les CS stimulées vont a leur tour déclencher la
production locale de messagers, par exemple ; les facteurs de transcription, qui activent, par un
mécanisme paracrine, la lignée germinale. Grace a cette double stimulation hormonale (FSH et LH),
se met en place la multiplication et le renouvellement des cellules souches (spermatogonies) puis
leur différenciation en spermatocytes qui les conduit successivement aux divisions méiotiques puis
a la différentiation terminale en spermatozoides matures (spermiogenese) et enfin a leur excrétion

dans la lumiére des tubes séminiféres (spermiation) (Griswold, 2016).

L’hypogonadisme chez I’homme peut étre définit comme un syndrome clinique qui résulte
du defaut de production endocrine et/ou exocrine testiculaire (de testostérone et/ou de sperme). Les
manifestations cliniques peuvent inclure une baisse de la libido, des troubles érectiles, une
ostéopénie/ostéoporose, et/ou une infertilité. Selon 1’organe atteint, 1’hypogonadisme est classé en
deux catégories: primaire ou aussi qualifi¢ d’hypogonadisme hypergonadotrope (atteinte testiculaire
avec LH et FSH élevées) ou secondaire, qualifi¢é d’hypogonadisme hypogonadotrope (atteinte de
I’hypophyse et/ou de I’hypothalamus avec LH et FSH basses ou paradoxalement normales) (Cheng
etal., 2015).

1.2.1.1. Hypogonadisme hypergonadotrope

La perturbation principale est une fonction testiculaire insuffisante ou absente. Les
gonadotrophines sont élevées suite a un manque de rétrocontrdle négatif de l'estradiol, la
testostérone et l'inhibine B par les testicules. Sans sécrétion appropriée d'androgénes, la
spermatogenese est altérée. Généralement ces hommes présentent aussi une atrophie testiculaire
avec fibrose et une réduction du nombre de cellules germinales, conduisant également a des niveaux

anormalement bas de la spermatogenese (Haywood et al., 2012).
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L’hypogonadisme hypergonadotrope peut avoir des origines génétiques (citons a titre
d’exemple ; le syndrome de Klinefelter, mutations des récepteurs LH et FSH) ou bien des origines
acquises comprennent la destruction du tissu gonadique normale par la chimiothérapie ou la
radiothérapie, les traumatismes, les orchites ourliennes, le VIH, la cirhose hépatique ou le déclin
des androgenes chez I'nomme vieillissant (Haywood et al., 2012, Cheng et al., 2015).

1.2.1.2. Hypogonadisme hypogonadotrope

Comme son nom l'indique, 1’hypogonadisme hypogonadotrophique est un état de carence en
testostérone associé a des taux de gonadotrophines abaissés (FSH et LH). (Haywood et al., 2012).
Il affecte la fertilité a multiples niveaux. La production de spermatozoides est négativement affectée
par un manque de testostérone et 1'absence de I’effet stimulant sur le complexe cellulaire Sertoli /
cellules germinales. La fonction sexuelle est également affectée négativement avec les effets
observés au niveau de la fonction érectile, la fonction éjaculatoire, et le désir sexuel (Herbert et al.,
2012).

Hypogonadisme hypogonadotrope idiopathique congénital est caractérisé par une absence
ou une maturation incomplete sexuelle a 1’age de 18 ans, avec micropénis et/ou cryptorchidie, des
taux abaissés de gonadotrophines circulantes et de testostérone, sans autre anomalie de 1’axe
hypothalamohypophysaire. Il s’agit d’un défaut de sécrétion et/ou d’action du GnRH (gonadotropin
releasing hormone) hypothalamique. Il peut s’accompagner d’une anosmie ou d’une hyposmie liées
a une hypoplasie des bulbes olfactifs caractéristique du syndrome de Kallmann (Raivio et al.,
2007).

Parmi les nombreuses causes d’un hypogonadisme hypogonadotrope lieé a une infertilité par
interruption de la production testiculaire de spermatozoides, on cite tout particulierement
v' Les mutations de GNRH1, GNRHR, KISS1, KISS1R, TAC3, TACR3, KAL1 (ANOS1),
FGFR1, FGF8, PROK2, PROKR2, WDR11, CHD7, SEMA3A, SOX10, FEZF1, IL17RD,
FGF17 qui sont a I’arigine d’un hypogonadisme hypogonadotrophe congénital,
v' Les tumeurs de la région hypothalamo-hypophysaire, Radiothérapie hypophysaire ou
encéphalique,
Processus infiltratifs hypothalamo-hypophysaires,
Chirurgie de la région hypothalamo-hypophysaire,

Traumatisme cranien,

IR NERN

Hyperprolactinémie,

]
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v' Hypercortisolisme,

v" Causes médicamenteuses (androgenes, anabolisants, oestroprogestatifs qui sont a 1’origine
d’un hypogonadisme hypogonadotrophe acquis (Haywood et al., 2012 ; Cheng et al.,
2015 ; Young 2016).

1.2.2. Causes testiculaires

Une spermatogenese altérée est de loin la cause la plus fréquente de I’infertilité masculine.
Elle peut s’agir d’une absence totale de production des spermatozoides, dans ce cas, on parle d’une
azoospermie secrétoire ou de perturbations quantitatives et/ou qualitatives de la spermatogénése se
manifestant par des perturbations du nombre, de mobilité, de morphologie et des capacités

fonctionnelles des spermatozoides présents dans 1’¢jaculat.
1.2.2.1. L origine cytogénétiques et génétiques

Les altérations primitives de la spermatogénése peuvent avoir une origine cytogénétique.
Des anomalies chromosomiques sont trouvées chez 5 % des hommes infertiles et leur incidence
atteint 15 % en cas d’azoospermie. La spermatogeneése testiculaire peut étre drastiquement affectée
par des anomalies chromosomiques touchant les gonosomes (chromosomes sexuels X ou Y) ou les
autosomes (Nieschlag et al., 2014 ; Krausz et al., 2015 ; Plotton et al., 2015). Ainsi, dans le
syndrome de Klinefelter (SK) le chromosome X surnuméraire induit une altération du
renouvellement des cellules souches spermatogoniales et une apoptose des spermatogonies, ce qui
provoque une interruption précoce de la spermatogenése a un stade pré-méiotique (Oates, 2012).

Il n’est pas rare de trouver chez des patients avec une production spermatique absente ou
trés diminuée, des micros délétions de la région AZF du bras long (Yq) du chromosome Y. Le
premier cas d’une infertilité¢ masculine liée aux microdélétions au niveau du chromosome Y a été
signalé en 1992 (Ma et al., 1992), et depuis de nombreuses études de cas ont été publiees. Cette
région contient plusieurs genes nécessaires au maintient, au développement et a la différenciation
des cellules germinales masculines. En cas de délétion de la région AZFa qui contient les génes
USPIY et DBY, il n’y a en régle générale aucune cellule germinale dans les tubes séminiféres. La
délétion d’AZFDb ou est localisé le géne RBMY est associé a un arrét de la spermatogénese au stade
spermatocyte. Des phénotypes trés variables peuvent étre observés en cas de délétion de la région
AZFc qui contient notamment plusieurs copies du gene DAZ (Luddi et al., 2009., Jaques., 2016).
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Dans d’autres cas, on observe des déficits de la spermatogénése qui sont beaucoup plus
qualitatifs et aboutissent a la formation de spermatozoides anormaux incapables de féconder. On

cite ;

v la délétion d’un seul nucléotide de la région codante du géne AURKC associé a la
production de spermatozoides macrocéphales et polyploides (Dieterich et al., 2007),

v'des mutations de genes de la famille CATSPER, qui contrélent la formation et la fonction de
canaux calciques membranaires régulant la mobilité des spermatozoides, ont été trouvées en
cas de stérilité avec absence de mobilité spermatique (Hildebrand et al., 2010),

v" une délétion du géne DEFB 126 qui cause un déficit d’une glycoprotéine de type defensin
qui est normalement adsorbée sur la membrane des spermatozoides pendant leur transit dans
I’épididyme, qui les protége contre le systéme immunitaire de la femme, cette mutation est
aussi a I’origine d’une nfertilité réduite, surtout a 1’état homozygote (Tollner et al., 2012),

v des délétions du géne DPY19L2 sont responsables d’anomalies de la formation de
I’acrosome et de 1’allongement de la téte spermatique durant la spermiogénese (Harbuz et
al., 2011 ; Koscinski et al., 2011),

v des mutations des recepteurs de la FSH, qui empéchent la stimulation des cellules de Sertoli

par cette gonadotrophine (Cheng et al., 2015).

1.2.2.2. Cancer et des traitements anticancéreux

Tumeurs et cancer du testicule, est le premier cancer de I’adulte jeune avant 40 ans et son
incidence augmente depuis plusieurs décennies dans la quasi-totalité des pays industrialisés
(Huyghe et al., 2003). Au moment du diagnostic de la maladie, avant méme 1’initiation des
traitements, la population des hommes atteints d’un cancer des testicules apparait hypofertile
(Huyghe et Thonneau 2006). Le cancer des testicules survenant souvent chez des patients
présentant des antécédents de cryptorchidie, ce qui est déja un facteur d’infertilité en soi. Il peut

également y avoir des facteurs endocriniens qui alterent la spermatogenése (Ravel et al., 2009).

Les tumeurs du testicule peuvent modifier 1’équilibre hormonal, soit en synthétisant des
hormones, soit en modifiant leur métabolisme périphérique. De méme, la chimiothérapie et la
radiothérapie utilisees dans le traitement des cancers y compris le cancer des testicules ont des
conséquences néfastes sur la spermatogenése (Huyghe et Thonneau 2006), 1’altération de la
fertilité aprés traitements cancéreux est variables selon les effets de chimiothérapie et de la

radiothérapie dépendants de la molécule utilisée, de la dose, de la localisation et la surface traitée,
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de I’intensité de traitement et bien évidemment de 1’age du malade (Ravel et al., 2009). Le déficit
de production des spermatozoides peut étre aussi secondaire a un traitement par des drogues

d’usage plus courant dont les effets sont plus légers et généralement réversibles (Amory 2007).

1.2.2.3. L’origine malformative

La cryptorchidie qui est une anomalie congénitale de migration, ou les testicules restent
localisés dans la cavité abdominale ou au niveau du canal inguinal. Elle survient chez 2% a 3% des
nouveau-nés males. Elle peut étre unilatérale dans 60% a 80% des cas ou bilatérale dans 20% a
40%, elle est fréqguemment retrouvee chez les patients infertiles (Ferlin et al., 2007). La
cryptorchidie bilatérale a des effets plus graves que la cryptorchidie unilatérale, et les testicules plus
élevés ayant une fonction plus altérée que les testicules inférieurs (Lee et al., 1997 ;Trsinar et
Muravec 2009). La physiopathologie des effets de la cryptorchidie est complexe, avec la chaleur
susceptible de jouer un réle partiel mais significative (Setchell 1998 ; Murphy et al., 2007), d’autre
part, une origine génétique est fortement suspectée car la descente testiculaire est sous la
dépendance d’un certain nombre de génes dont la mutation entrainerait une cryptorchidie : INSL 3
et son récepteur LGR8, AMH (hormone anti mullerienne) et son récepteur de type |1, androgenes et
récepteur aux androgeénes (Ferlin et al., 2007).

La torsion du testicule s’agit quand a elle d’une torsion du pédicule spermatique. Elle est
liée a une anomalie congénitale de fixation du pole inférieur du testicule a la face profonde du
scrotum, permettant ainsi une rotation possible autour de 1’axe du cordon spermatique. L’artere

spermatique se trouve alors comprimée, entrainant une ischémie du testicule (Ravel et al., 2009).

1.2.2.4. L’origine vasculaire

La varicocéle est la présence d’une dilatation variqueuse du plexus antérieur du testicule, la
varicocele est, dans 75 % des cas latéralisée a gauche. Le plus souvent, la dilatation du plexus
antérieur est primitive. Elle est provoquée par la position debout qui favorise la stase du c6té gauche
du fait du long trajet veineux vertical et de 1’angle droit entre la veine rénale gauche et la veine cave

inferieure. (Muratorio et al., 2013).

L’augmentation de la température intra testiculaire semble étre ’'une des explications les
plus plausibles pour rendre compte des altérations de la spermatogenése chez les hommes

présentant une varicocéle. En effet, une augmentation de la chaleur intra testiculaire ou intra-
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épididymaire, méme modérée, occasionnerait des cassures au niveau de la chromatine des
spermatozoides, avant méme d’entrainer une altération de leur production (Ahmad et al., 2012). Il
a été démontré ; il ya plus de 50 ans, I’existence d’une association entre la varicocéle et la
tératozoospermie caractérisée par une microcéphalie, des tétes allongées ou amincies et des
anomalies de la piéce intermédiaire comme une angulation ou des restes cytoplasmiques (MacLeod
1965). Une étude réalisée par I’OMS dans 24 pays a rapporté la présence d’une varicocele chez 25
% des 3626 hommes qui avaient des anomalies spermatiques alors qu’elle n’était observée que chez
12 % des 3468 hommes a Sperme normal (OMS 1992). Dans cette étude, ils ont observé une
altération isolée du nombre de spermatozoides sans atteinte de la mobilité ni de la morphologie des
spermatozoides. En revanche, une autre étude a démontré une association de la diminution de la
mobilité et de la concentration en spermatozoides avec une varicocele, quel que soit le grade de
celle-ci (Mori et al., 2008). Néanmoins, la diminution de la mobilité est plus importante quand le
grade de la varicocéle est plus élevé.

1.2.3. Causes post testiculaires

L’infertilit¢ masculine peut étre la conséquence d’un obstacle au niveau des voies génitales
empéchant les spermatozoides de venir se mélanger au liquide séminal au moment de 1’éjaculation.
On parle d’azoospermie obstructive. La cause la plus fréquente est I’agénésie unilatérale ou
bilatérale des canaux déférents qui est en général liée a des mutations du gene CFTR ou a une

malformation rénale.
1.2.3.1. L’absence bilatérale congénitale des canaux déférents (ABCD)

Est une malformation représentant environ 2 % des cas d’infertilit¢ masculine et pres de 25
% des azoospermies obstructives. C’est une maladie genétique autosomique récessive, son
diagnostic est clinique, échographique et biologique par la constatation d’une azoospermie associée
a un effondrement des marqueurs biochimiques séminaux d’origine épididymaire et vésiculaires. Le
fait que cette malformation soit présente chez prés de 98 % des hommes atteints de mucoviscidose a
fait suspecter que les patients infertiles présentant une CBAVD isolée pouvaient étre porteurs d’une
mutation a I’état hétérozygote du géne CFTR, présentant alors une forme fruste, ou génitale pure, de
la maladie (Gaillard et al., 1997, Yu et al., 2012., Jaques, 2016). Lors d’une obstruction bilatérale
de I'épididyme, des canaux déférents ou éjaculateurs, une origine infectieuse doit étre recherchée
(gonocoque, Chlamydiae), surtout s'il existe une leucospermie (PNN > 1 million/ml) (Huyghe et
al., 2007).
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L’obstruction peut étre consécutive a une infection, un traumatisme ou une intervention
chirurgicale. Parmi les obstacles post-testiculaires, il faut citer les ligatures volontaires des déférents
pratiquées lors des vasectomies et les ligatures involontaires des déférents lors de chirurgies pour
hernie inguinale. Enfin, toute infection des voies excrétrices peut potentiellement entrainer des
Iésions suivies de séquelles a type obstacle méme si leur prévalence est discutée dans la littérature.
Elles concerneraient particulierement les canaux éjaculateurs situés au niveau prostatique (Young
2016).

1.2.3.2. Les infections

Les infections qui touchent I'appareil génital sont potentiellement des causes corrigibles de
I'infertilité masculine et jouent un réle majeur dans ce probléeme (Henkel 2011). La prévalence de
I'infertilité masculine liée a l'infection des voies génitales varie entre 10 et 20% et atteint jusqu'a
35% dans une grande étude comprenant plus de 4000 patients consultant pour infertilité (Henkel et
al., 2007).

L’infections et I’inflammation n’affectent pas seulement la spermatogenése et le tractus
séminal pendant 1'¢jaculation, mais sont aussi la cause d’un dysfonctionnement des glandes annexes
maéles (Henkel 2011 ; Weidner 2002 ; Schuppe 2008) et d’une diminution des fonctions de sperme
(Henkel et Schill 1998 ; Sanocka-Maciejewska et al., 2005). Ces changements peuvent étre
déclenchés par différentes manieres, I'action directe des agents pathogénes sur les spermatozoides et
les fonctions de sperme (Henkel 2011) ou indirectement en induisant des processus inflammatoires

dans le tractus séminal par I’activation des leucocytes (Eggert-Kruse et al., 2007).

Les agents pathogénes les plus courants sont Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium ou Escherichia
coli (Henkel 2011). E. coli est considérée comme la cause la plus fréquente d'infection des voies
urogeénitales, notamment des orchiépididymites ou des prostatites ou elle est la cause de 65-80% des
cas (Pellati et al., 2008). En outre, les infections virales comme le virus des oreillons, le
papillomavirus humain (HPV), le virus de I'nerpés simplex (HSV) et particulierement le virus
d’immunodéficience humaine (VIH) sont également été associes a des concentrations éleves des

leucocytes séminales (Umapathy et al., 2001).
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1.2.3.3. Les dysfonctions sexuelles

Elles sont une cause d’infertilit¢ masculine quand elles perturbent 1’éjaculation et ne
permettent pas au sperme d’accéder aux voies génitales féminines. Indépendamment des troubles de
I’érection et de 1’éjaculation d’origine psychogéne, les pathologies les plus fréquentes sont
neurologiques et principalement les lésions médullaires qui sont responsables d’anéjaculation ou
d’¢jaculation rétrograde (Fode et al., 2012). L’infertilité peut étre traitée assez facilement quand il
est possible de récupérer les spermatozoides dans les urines ou de stimuler 1’éjaculation de maniére

appropriée pour réaliser une assistance médicale a la procréation (AMP) (Jefferys et al., 2012).

L’infertilité excrétoire peut étre d’origine mécanique, il s’agit des dysfonctions érectiles et
¢jaculatoires : elles ne sont pas réellement causes d’infertilit¢ mais, dans la mesure ou les rapports
sexuels deviennent difficiles, voire impossibles, il s’agit de conditions entrainant une incapacité a

procréer (Ravel et al., 2009).

» La dysfonction érectile ; est un symptome défini par 1’incapacité persistante ou récurrente
a obtenir ou maintenir une érection permettant un rapport sexuel satisfaisant(Giuliano et
Droupy 2013). Elle peut étre modéree, se manifestant par une diminution de la rigidité, de
la taille ou de la dureté de 1’érection, ou bien plus sévére allant jusqu’a 1’absence totale de
rigidité avec une flaccidité rebelle. La dysfonction érectile provient a la fois de facteurs
biologiques et psychologiques et est souvent le témoin d’une difficulté relationnelle d’un
couple (Lebret et Cour 2005).

» Dans I'é¢jaculation rétrograde ; il y a une altération spécifique de la fermeture du col de la
vessie. Aprées I'émission séminale, le sperme qui est déposé dans l'uretre flux vers l'arriére
dans la vessie, car il n'y a rien pour I'empécher. Le patient peut remarquer un trouble de
I'urine aprés I'orgasme, ce qui indique que le sperme est mélangé avec l'urine (Fode et al.,
2012). 1l s’agit d’un diagnostic a évoquer systématiquement devant un petit volume
d’éjaculat lors du spermogramme (Ravel et al., 2009). Des Causes médicales (diabéte,
alpha-bloquants) et/ou chirurgicales (chirurgie du col  veésical, curage ganglionnaire
rétropéritonéal) peuvent étre responsables d’éjaculation rétrograde ou d’anéjaculation

(Huyghe et al., 2007).

3
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1.2.4. Infertilités masculines idiopathiques

Dans les cas d’infertilités, au terme du bilan étiologique, une cause est identifiée chez 6
hommes sur 10 et un traitement spécifique éventuellement proposé (Methorst et al., 2014).
Cependant, Les infertilités dites idiopathiques seraient a ’origine de prés de 50% des infertilités
(Agarwal et al., 2015 ; Krausz et al., 2015). Il s’agit d’hommes ayant une fonction gonadotrope
normale et chez qui I’exploration des voies excrétrices n’a pas permis de mettre en évidence
d’obstacle. Chez ces patients, le caryotype et les explorations génétiques de premiere ligne ne
montrent pas d’anomalie. Les altérations de la spermatogenése testiculaire sont fréquentes. Donc
une infertilité idiopathique comprend toute celle pour laquelle aucune cause n’est identifiée mais
une origine génétique (Ravel et al., 2009) ou environnementale peut étre suspectée. Elles restent
souvent inexpliquées en raison du tres grand nombre de genes et facteurs impliqués dans la

spermatogenese.

Une des principales hypothéses actuelles concernant I’infertilit¢ masculine idiopathique est
une atteinte liée au stress oxydant, car 30 a 40 % des hommes infertiles ont des niveaux élevés des
dérivés actifs de I’oxygene dans le liquide séminal (Methorst et al., 2014). Les spermatozoides ont
une faible activité transcriptionnelle et un volume cytoplasmique limité. Ils sont dans 1’incapacité
de répondre a un stress oxydant en produisant de novo des antioxydants ou en réparant le matériel
cellulaire altéré. Méme si certains antioxydants sont présents dans les spermatozoides, le liquide
séminal confere la meilleure protection des gameétes contre les ERO (Espéces reactives de
[’oxygen). Lorsque les ERO surpassent les systemes de défense antioxydant et perturbent 1’équilibre
complexe entre ERO et antioxydants, les anomalies pathologiques se produisent selon la nature, la
quantité des ERO et la durée de leur impact. Leurs conséquences sont la dégradation de lipides, de
protéines, et de ’ADN (Methorst et al., 2014). Les membranes cellulaires du spermatozoide sont
riches en acides gras polyinsaturés le rendant trés vulnérable a I’oxydation et a la peroxydation
lipidique qui augmente les anomalies dans la piéce intermédiaire, avec pour conséquence une
diminution de la mobilité du spermatozoide (Bansal et Bilaspuri 2010 ; Gharagozloo et Aitken
2011).

A coté d’une diminution de la mobilité, la production excessive d’ERO est aussi associée a
une atteinte de la concentration des spermatozoides et a des défauts de leur morphologie. Ces
parametres sont les principaux parametres corrélés avec la fertilité masculine (Methorst et al.,
2014).
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L’impact du stress oxydant sur le spermatozoide pourrait également aboutir a une baisse du
pouvoir fécondant du spermatozoide et du développement embryonnaire (Tremellen 2008 ; Butler
et al., 2002). 1l est a noter, que parfois méme quand une étiologie est retrouvée, une augmentation
du stress oxydant peut étre constatée, et des données récentes mettent le stress oxydant au cceur de

la physiopathologie de I’infertilité masculine (Methorst et al., 2014).

1.3. Exploration de I’homme infertile

L’évaluation minimale compléte de chaque homme infertile doit inclure 1’histoire médicale
et reproductive compléte, un examen physique réalisé par un urologue ou un autre spécialiste de la
reproduction masculine et au moins deux spermogrammes espacés de 2 a 3 mois. En fonction des
résultats de ce premier bilan, des examens complémentaires peuvent s’avérer nécessaires (Huyghe

et al., 2008).

1.3.1. Bilan clinique initial
1.3.1.1. Interrogatoire

Il vise a recueillir des données du passé familial ou personnel en faveur de causes évidentes
d’infertilité. Il représente 1’¢lément principal de la consultation et il s’attache a rechercher au niveau
familial, des antécédents d’infertilité, de cancers de I’appareil urogénital et de maladies génétiques
(chromosomes, mucoviscidose...) (Marcelli et al., 2009). 11 précise aussi la nature de I’infertilité:
primaire ou secondaire en cas de paternité antérieure, sa durée, 1’age de la partenaire et les résultats
des explorations et traitements déja réalisés (Schlosser et al., 2006).

Les conditions et la qualité de la sexualité du couple doivent également étre étudiées |,
contexte psychologique et social, fréquence des rapports sexuels au moment de I’ovulation,
présence ou non de troubles érectiles et/ou éjaculatoires, utilisation de lubrifiants potentiellement
toxiques pour les spermatozoides (Burrows et al., 2002).

Sur le plan des antécedents personnels, on s’intéresse a rechercher les événements
susceptibles de perturber les fonctions testiculaires : age et déroulement de la puberté, notions de
traumatisme, d’épisodes de torsions ou de sub-torsions testiculaire, notions de traitement medical
et/ou chirurgical de cryptorchidie uni- ou bilatérale, antécédents d’infections urogénitales
(orchiepididymites, orchite ourlienne, tuberculose geénitale la notion de pathologies chroniques
(diabéte, affections respiratoires, neurologiques, psychiatriques...), de prise médicamenteuse au long
cours (Marcelli et al., 2009), des antécédents de chirurgie inguinoscrotale (cryptorchidie, hernie

inguinale), certaines expositions professionnelles, toxiques ou environnementales (tabagisme,
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intoxication éthylique chronique, cocaine, marijuana,etc...) sont aussi cherchées car elles

représentent un risque pour la fertilité masculine (Schlosser et al., 2006).

1.3.1.2. Examen physique
L’examen physique général fait partie intégrante de 1’évaluation d’un homme infertile. En outre,
une attention particuliere doit étre préter a I’examen des organes génitaux (Huyghe et al., 2008)

v un examen du pénis, incluant la localisation du méat urétral (hypospadias) ;

v' la palpation des testicules et la mesure de leur taille (cancer du testicule, hypotrophie,
cryptorchidie, atrophie postorchiépididymite ou postorchite ourlienne) ;

v" la présence et la consistance des déférents et épididymes (recherche des signes obstructifs de
la voie génitale). Le diagnostic d’agénésie congénitale bilatérale des déférents (ABCD) est
¢établi par I’examen physique et ne nécessite pas d’exploration chirurgicale ;

v" larecherche de varicocéle ;

v I’évaluation des caractéres sexuels secondaires avecdistribution de la pilosité, distribution
des graisses, recherche de gynécomastie ;

v"le toucher rectal est fortement recommandé (Huyghe et al., 2007).

1.3.2. Examens complémentaires de premiere intention
1.3.2.1. Spermogramme

C’est I’examen clé d’un homme suspecté d’infertilité et doit étre obligatoire et systématique
devant toute infertilité du couple, qu’elle soit supposée d’origine féminine ou masculine (Huyghe et
al., 2007 ; Young 2016).

Le recueil se fait par masturbation et a lieu au laboratoire, aprés deux a cing jours
d’abstinence sexuelle. Les principaux parameétres qui sont évalués sont le volume du sperme, la
concentration, la mobilité, la vitalité, les leucocytes (tableau 01) et sont classifiés selon les normes
de POMS (2010). Si cet examen est normal, il n’est pas nécessaire de le répéter. En revanche, en
cas d’anomalies constatées, compte tenu des grandes fluctuations physiologiques des parameétres
spermatiques et de la durée d’un cycle de spermatogencses (74 jours dans I’espéce humaine), il
faudra le recontrdler au moins une fois, environ trois mois apres le précédent. Cela permettra de
savoir si les anomalies constatées initialement se confirment ou si elles étaient transitoires
(Marecelli et al., 2009).
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1.3.2.2. Spermocytogramme

Il s’agit de 1’analyse morphologique des spermatozoides qui comprend I’évaluation du
pourcentage des gametes morphologiquement normaux, ainsi que 1’incidence des différents types
d’anomalies. C’est un examen apparemment simple, mais dont la pratique réelle souléve de
nombreuses difficultés d’ordre technique (préparation des frottis, méthode de coloration, systémes
de classification différents, etc.) mais aussi subjectif, liées a ’opérateur entrainant une mauvaise
fiabilité des résultats selon les laboratoires (Auger et Eustache 2000 ; Ravel et al., 2009). Enfin,
la classification utilisée pour répertorier les anomalies, celle de David ou celle de Kruger, introduit
elle-méme des discordances supplémentaires qui se trouvent encore amplifiées par la subjectivité
des observateurs dans leur fagon de considérer qu’un spermatozoide est anormal ou non (Clavert et
al., 1999). Quoi qu’il en soit, selon I’OMS, un spermocytogramme est considéré comme anormal si

le sperme contient moins de 4 % de spermatozoides typiques.

Tableau 01. Limites inférieure de référence pour les caractéristiques du sperme (OMS 2010).

Parameétres Limite inférieure de référence
volume du sperme (mL) 1.5(1.4-1.7)
Concentration de spz 39 (33-46)
(10° par éjaculat)

Concentration de spz 15 (12-16)
(10° par ml)

Mobilite total (%) 40 (38-42)
Mobilité progressive % 32 (31-34)
vitalité (%) 58 (55-63)
Morphologie normale (%) 4 (3.0-4.0)
PH >7.2
Concentration de leucocytes <1.0

(10° par ml)

Le bilan spermatique peut étre complété par d’autres tests visant a mesurer la survie des
spermatozoides (indispensable, sachant qu’un gamete fécondant doit résister plusieurs heures dans
le tractus génital féminin) que ce soit dans des prélevements de glaire ou in vitro. Ces examens

permettent d’orienter la décision thérapeutique (Ravel et al., 2009).
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1.3.2.3. Test postcoital de Hihner

C’est un examen microscopique du mucus cervical réalisé juste avant la date prévue
d’ovulation, quelques heures aprés un rapport sexuel pour identifier la présence de spermatozoides
mobiles dans la glaire. Ce test peut aider a identifier un rapport sexuel inefficace ou un facteur
cervical qui ne serait pas suspecté sur 1’historique, ou I’examen clinique (Zorn 2006). Ce test n’est

pas réalisé systématiquement et n’a de signification qu’en cas de spermogramme normal (Schlosser

et al., 2006).

1.3.2.4. Test de migration-survie

Réalisés en cas d’oligo-asthéno-tératozoospermie, il permet la sélection des spermatozoides
mobiles et viables qui pourront étre utilisés en assistance médicale a la procréation (AMP). Les
deux principales méthodes de sélection sont la centrifugation sur gradient de densité et la migration
ascendante (swim up) avec ou sans centrifugation (Jeyendran 2003). La survie a 24 heures des
spermatozoides sélectionnés est un facteur pronostique favorable pour la fécondance du sperme
(Burrows et al., 2002).

1.3.3. Examens complémentaires de seconde intention
1.3.3.1. Spermoculture

Le sperme est un liquide physiologique normalement stérile grace a une activité
antibactérienne que possede le plasma séminal, donc la spermoculture comprend la recherche , sur
des milieux spéciaux, de bactéries banales issus d’infections dont Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma hominis et Ureaplasma urealyticum, de parasites (Trichomonas) et de levures. Cette
analyse bactériologique doit étre complétée par un prélevement urétral ou du premier jet urinaire a
la recherche de Chlamydia trachomatis (Ravel et al., 2009).

La spermoculture est un examen de réalisation et d’interprétation délicate. L’examen
nécessite un lavage des mains, de la verge et du prépuce, ainsi qu’une miction avant le recueil dans
un récipient stérile. Elle est indiquée en cas de pH basique, d’hyperspermie, de leucospermie (plus
de 1 million de leucocytes par millilitre), d’asthéno-térato-zoospermie et d’antécédents infectieux
(Schlosser et al., 2006). Elle sera, en revanche, systématique avant recours aux techniques d’AMP
(Marcelli et al., 2009).

-



Chapitre L. Infertilité masculine: notions et concepts fondamentaux

1.3.3.2. Bilan hormonale

I est réalisé en cas d’azoospermie ou d’oligo-asthéno-zoospermie ou oligospermie sévere (< 5
millions/ml), de troubles érectiles avec baisse de la libido ou de signes cliniques d’endocrinopathie
(Schlosser et al., 2006). Il comprend essentiellement ;

» Les dosages de la testostérone matinale et de la FSH plasmatique qui permettent de classer
en premiere intention les oligo- et azoospermies en hypo- (diminution de la FSH, diminution
de la testostérone), normo et hypergonadotrophiques (augmentation de la FSH, diminution
de la testostérone) (Rowe et al., 2000 ; Sigman et Jarow 1997).

» Les dosages de I’hormone lutéinisante (LH) et de la prolactinémie sont indiqués en cas de
baisse de la testostéronémie avec une FSH normale ou diminuée. Le dosage de la
prolactinémie étant trés sensible au stress et a I’effort, nécessite d’étre confirmée par un
deuxiéme dosage en cas d’une hyperprolactinémie (Rowe et al., 2000). Elle fait rechercher
une cause médicamenteuse, une hypothyroidie et une anomalie morphologique de 1’axe
pituitaire (Schlosser et al., 2006).

» Les tests dynamiques par stimulation a la gonadotropine releasing hormone (GnRH) ou
I’hormone humaine choriogonadotrophique (hCG) permettent d’évaluer le niveau d’atteinte
hypothalamohypophysaire ou un manque de réserve endocrine.

» Le dosage de I’inhibine B qui est une hormone corrélée a la spermatogenese
intratesticulaire (Schlosser et al., 2006), a essentiellement une valeur pronostique avant la
biopsie testiculaire pour évaluer les possibilités d’extraction de spermatozoides (Von

Eckardstein et al., 1999 ; Tsujimura et al., 2004).

1.3.3.3. Analyse postéjaculatoire des urines

Un faible volume (hypospermie) ou une absence d’éjaculat (aspermie) doivent suggeérer une
éjaculation rétrograde, une mauvaise emission du sperme, une obstruction des canaux éjaculateurs,
un hypogonadisme ou une agénésie déférentielle bilatérale. En 1’absence d’anomalie du recueil du
sperme qui reste la cause la plus fréquente des hypovolémies spermatiques, le diagnostic
d’¢jaculation rétrograde doit étre évoqué devant tout volume inférieur a 1 ml chez des hommes

n’ayant ni hypogonadisme, ni agénésie déférentielle bilatérale (Huyghe et al., 2007).

Elle est réalisée sur des urines alcalinisées aprés un orgasme. Le recueil peut étre fractionné
en deux parties. L’¢jaculation rétrograde est suspectée si le nombre de spermatozoides retrouvés
dans les urines est supérieur a celui de 1’éjaculat ou s’il existe des spermatozoides dans la deuxieme

partie de la miction (Rowe et al., 2000). Cet examen différencie I’anéjaculation de 1’éjaculation
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rétrograde compléte en cas d’aspermie. L’¢jaculation rétrograde partielle doit étre recherchée en cas

d’hypospermie (Schlosser et al., 2006).

1.3.3.4. Bilan d’auto-immunisation antispermatozoide

L’auto-immunisation est recherchée en cas, d’asthénozoospermie, de nécrozoospermie, de
stérilité inexpliquée, d’auto-agglutinats spontanés du sperme, de test postcoital négatif ou de
mauvaise qualité, d’antécédents de chirurgie urogénitale, d’obstruction congénitale ou acquise,
d’infection ou inflammation génitale, d’échec de fécondation in vitro (Barthelemy 2003). Le rdle
de I’auto-immunisation dans I’infertilité¢ est probable si plus de 40 % des spermatozoides mobiles

sont recouverts d’anticorps sur au moins un échantillon. (De Almeida 2003).

1.3.3.5. Bilan radiologique

L’échographie endorectale permet de visualiser les glandes annexes (prostate et vésicules
séminales), les épididymes, I’ampoule défférentielle et les canaux déférents. Elle peut mettre en
évidence des malformations, des obstacles, des seéquelles de prostatite, des kystes, des nodules
(Ravel et al., 2009). Certains experts recommandent une échographie transrectale chez les patients
oligospermiques avec faible volume éjaculé, déférents palpables, volume testiculaire normal, pour
déterminer s’il existe une obstruction des canaux éjaculateurs.L’échographie transrectale est aussi
indigquée chez les patients azoospermes chez lesquels on suspecte une cause excrétoire. (Jarow
1994).

Echographie scrotale permet de mesurer la taille des testicules, d’objectiver une diminution
éventuelle, de déterminer leur position et de rechercher d’éventuelles anomalies, en particulier la
présence de calcifications testiculaires. Elle permet ainsi d’éliminer la présence de tumeur,
pathologie relativement fréquente chez les hommes jeunes. Cette échographie est complétée par une
exploration abdominale, a la recherche de malformations éventuelles (Ravel et al., 2009).

1.3.3.7. Etudes cytogénétiques et génétiques

A. Le caryotype

Les anomalies chromosomiques sont présentes chez 7 % des hommes infertiles. La
fréquence des anomalies du caryotype est inversement proportionnelle au nombre de
spermatozoides : 10 a 15 % en cas d’azoospermie, 5 % en cas d’oligospermie et moins de 1 % en
cas de normospermie. Les anomalies des chromosomes sexuels (syndrome de Klinefelter XXY)
représentent environ deux tiers des anomalies chromosomiques observées chez 1’homme infertile.

L’étude du caryotype doit étre proposée aux hommes qui présentent les cas suivants :
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v/ une azoospermie non obstructive ;
v" ou une oligospermie séveére inférieure a un million de spermatozoides /ml sur plusieurs
prélevements successifs;
v' ou chez des sujets ayant une numération supérieure aun million/ml associée a des
antécédents familiaux de troubles de la reproduction.
Pour certains experts, le caryotype doit étre proposé a tous les hommes ayant un spermogramme

anormal avant de réaliser une technique de FIV ou d’ICSI (Huyghe et al., 2007).

B. Les mutations du géne ABCC7 (ex-CFTR)

Tout homme ayant une agénésie unilatérale ou bilatérale des déférents (ou épididymes) ou
des symptdmes de mucoviscidose doit étre informé de la forte association entre agenésie
vésiculodéferentielle et mutation du géne de la mucoviscidose (géne ABCC7, ex-CFTR) qui doit
étre recherchée chez lui. La découverte d’'une mutation chez un homme infertile implique la
recherche de mutation d’ABCC7 chez sa compagne. A noter que ’absence de détection d’une
anomalie du gene ABCC7 n’élimine pas compleétement la présence d’une mutation rare car seules

les mutations les plus fréquentes sont recherchées (Lewis-Jones et al., 2000).

C. Les microdélétions du chromosome Y

Les microdélétions du chromosome Y sont retrouvées chez 10 a 15 % des hommes avec une
azoospermie ou une oligospermie sévere. On distingue trois régions situées sur le bras long du
chromosome Y, la région AZFa (proximale), AZFb (centrale) et AZFc (distale). La présence d’une
délétion de la région AZFa ou AZFb est de trés mauvais pronostic. En revanche une délétion de la
région AZFc est compatible avec la découverte de spermatozoides dans 1’¢jaculat ou dans la biopsie

testiculaire (Huyghe et al., 2007).

1.3.3.8. Biochimie du sperme

L’étude biochimique du sperme consiste a doser des marqueurs du plasma séminal
specifiques de chaque glande du tractus génital masculin qui, associes aux signes cliniques et a
I’interrogatoire, vont permettre de mieux cibler les causes de I'infertilit¢. On distingue ainsi des
marqueurs ¢épididymaires, comme la carnitine ou [’alpha-1-4glucosidase, des marqueurs des
vésicules séminales, comme le fructose, et des marqueurs prostatiques comme le citrate, le zinc ou
la phophatase acide (Roy et al., 2001). Un taux abaissé d’un ou de plusieurs marqueurs oriente alors

vers le niveau d’atteinte des voies genitales, elle peut s’avérer utile au diagnostic étiologique en cas
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d’azoospermie ou d’oligozoospermie sévére, de suspicion d’infection, d’asthénozoospermie (Ravel

et al., 2009).

1.4. Anomalies du sperme

La normozoospermie se définie par un nombre total (ou la concentration, selon les résultats
rapportés) de spermatozoide, aussi le pourcentage des spermatozoides a mobilité progressive et
morphologiqguement normaux, égal ou supeérieur aux limites inférieures de référence (OMS 2010).
Selon les atteintes physiopathologiques, plusieurs altérations peuvent toucher le sperme, que ce soit
des altérations quantitative ou qualitative, les principales atteintes sont celles de nombre de
spermatozoides et qui sont principalement 1’azoospermie avec ses deux types et 1’oligospermie

qu’on peut classifiée en modérée et grave ;

v' Azoospermie : ¢’est I’absence totale de spermatozoides dans 1'éjaculat (OMS 2010), on
distingue deux types :

e L'azoospermie sécrétoire (ou azoospermie non obstructive), c’est
I’absence totale de la spermatogenése qui se déroule dans le testicule,
au niveau des tubes séminiferes, l'origine de l'altération de la
spermatogenese peut étre soit une affection testiculaire primitive
congénitale ou acquise; soit une insuffisance hypothalamo-
hypophysaire acquise congénitale (Imade et al., 1993 ; Lemmens et
al., 2004)ou des anomalies génétiquestel que la microdélétion du
chromosome Y.

e L'azoospermie excrétoire (ou azoospermie obstructive) ou la
spermatogenese est conservée mais les spermatozoides ne sont pas
excrétés dans le sperme en raison de la présence d'un obstacle au
niveau des voies excrétoires (epididymes, canaux déférents, canaux
éjaculateurs), les lésions peuvent étre acquises ou congenitales
(comme l'absence bilatérale des canaux déférents (ABCD)) (Imade et
al., 1993 ; Matzuk et Lamb 2008).

v Oligozoospermie est le cas ou le nombre total (ou la concentration) de Spermatozoides
dans 1’éjaculat est inférieure  la limite de référence (< 15*10°/ mL) (OMS 2010).
v" Polyspermie est le cas d’un nombre de spermatozoides qui dépasse les limites supérieurs

données (> 200%10°/ mL). (OMS 2010).
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v Cryptozoospermie : Dans ce cas les spermatozoides sont absents lors de 1’observation
microscopique de préparations fraiches, mais observes dans une pastille centrifugée (OMS
2010) La cryptozoospermie est sévere quand le nombre de spermatozoides est inférieur a
10 000 spermatozoides dans I'éjaculat (Matzuk et Lamb 2008), ou modérée quand le
nombre de spermatozoides est situé entre 10 000 et moins de 100 000 spermatozoides dans
I’¢jaculat (Jian Pei 2005).

D’autres troubles qui peuvent toucher le reste de parametres spermatiques sont présentés dans

le tableau 2.

En pratique, chez une grande proportion d’hommes infertiles ou subfertiles on observe une
association entre les différentes anomalies au niveau d’un seul échantillon spermatique, le plus
souvent, il peut s’agir d’une oligoasthénozoospermie (OA), ou il ya une atteinte de nombre total
des spermatozoides lié a un faible pourcentage des spermatozoides a mobilité progressive normale,
ou d’une oligoasthénotétratozoospermie (OAT) qui est 1’association entre une concentration
spermatique inferieure a la normale, un faible pourcentage des spermatozoides a mobilité
progressive et a morphologie typique. D’autres association peuvent se produire mais a moindre
fréquences (OMS 2010).

Tableau 2. Anomalies spermiologiques selon les critéres de I’OMS 2010.

parameétres Valeures de référence Anomalies
Volume (mL) <15 Hypospermie
> 6 Hyperspermie
=0 Aspermie
Numération (*10° /mL) =0 Azoospermie
Quelques Cryptozoospermie
<5 Oligozoospermie sevéere
<15 Oligozoospermie
Mobilité (%) <40 Asthénozoospermie
Morphologie (%) <4 Tératozoospermie
Leucocytes (*10%/mL) >1 Leucospermie
Vitalité (%) <50 Nécrozoospermie
Autres Présence de sang Hémospermie
Présence de pus Pyospermie
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11.1. Définition du stress oxydatif

Dans des conditions physiologiques normales, il existe un équilibre entre la génération et
I’élimination des especes réactives a I'oxygéne (ERO), il est bien établi que les ERO en quantité
faible et contr6lée sont nécessaires au bon fonctionnement des cellules et interviennent dans des
processus de signalisation cellulaire. En quantité excessive, ils deviennent nocifs pour la cellule et
participent au processus de vieillissement, au mort cellulaire et a certaines pathologies. Certaines
conditions peuvent étre & 1’origine d’une augmentation de la production intra et extracellulaire des
ERO. Il peut s’agir de stress biotiques tels que le parasitisme, 1’attaque par des agents pathogénes
ou bien de stress abiotiques tels que les températures trop élevées, 1’exposition aux ultraviolets ou
encore les variations de disponibilité en oxygene. (Simonian and Coyle, 1996; Madamanchi
et al., 2005).

La notion de stress oxydant est genéralement définie comme un déséquilibre entre la
production des radicaux libres et leur élimination par des mécanismes de protection, appelés
antioxydants, ce déséquilibre conduit a des dommages importants au niveau moléculaire et

cellulaire, avec un impact potentiel sur I'ensemble de I'organisme (Durackova 2010).

Si les ERO continuent a s’accumuler a des niveaux qui dépassent la capacité cellulaire, la
cellule ne modifie pas ses propriétés biologiques. Une adaptation plus consistante de la cellule est
nécessaire avec 1’induction de génes codant des enzymes antioxydantes, des enzymes impliquées
dans la réparation de I’ADN et des protéines. On observe aussi une répression des systemes
susceptibles de libérer des ERO, notamment la chaine respiratoire, les cytochromes P450 et la
NADPH oxydase (Barouki et Morel 2005). Dans ce cas, nous pouvons parler de stress dans la
mesure ou la cellule a adapté ses fonctions biologiques, notamment son expression génique, aux
modifications de son environnement. Souvent, I’induction des enzymes antioxydantes est percue
comme le révélateur de 1’existence d’un stress oxydant, méme si ceci a été remis partiellement en
cause dans des expériences de génomique (Desaint et al., 2004). Dans d’autres cas, la cellule peut

suivre la voie de 1’apoptose ou de la sénescence.

Le stress oxydatif représente une cause bien établie de I’infertilit¢é masculine, cela est du au
faite que la structure de La membrane spermatique est tres vulnérable aux ERO vue sa richesse en
acides gras polyinsaturés (AGPI) (Agarwal et al., 2008). La peroxydation des lipides membranaires
entraine des dommages qui retentissent sur les capacités fonctionnelles du spermatozoide,

essentiellement la mobilité et la capacité fusiogéne avec 1’ovocyte (Williams et Ford 2005). Toutes

-
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les autres structures cellulaires sont des cibles potentielles des ERO, essentiellement I'ADN
spermatique qui est également vulnérable vis-a-vis d'un stress oxydatif (Badouard et al., 2008).

Les effets néfastes des ERO sont équilibrés par I'action des antioxydants, le glutathion
peroxydase, la catalase et le superoxyde dismutase sont les plus courantes parmi les systemes de
défense enzymatiques. De ce fait il est aisé de détecter un stress oxydant provoqué par une élévation
aigué des ERO par la mesure des espéces participant aux deux c6tés de la balance. La situation est
plus complexe lorsque I’on recherche un stress oxydant chronique au cours duquel, d’une part, les
¢lévations des ERO sont atténuées par des boucles de régulation et d’autre part, les inductions des
enzymes antioxydantes et réparatrices sont plus modestes, ces enzymes étant parfois elles-mémes

altérées par oxydation. (Kodydkova et al., 2014 ; Tavilani et al., 2008).
11 .2. Les espéces réactives a I'oxygene (ERO)

Especes réactives a I'oxygene ou encore les dérivés actifs de 1’oxygéne sont des produits
physiologiques du métabolisme cellulaire ayant la capacité de devenir déléteres pour de nombreuses
cellules, dont les spermatozoides s’ils augmentent dans 1’environnement de la cellule, soit du fait de
leur production excessive, soit d’un défaut de leur dégradation ou élimination. Le stress oxydant
(SO) délétere est donc caractériseé par un déséquilibre entre la production des ERO et la capacité de
I’organisme pour les détoxifier (capacité antioxydante) (Armstrong et al., 2002 ; Agarwal and
Said 2005).

Chimiquement, les ERO sont des molécules hautement réactives et instables qui peuvent
étre radicalaires comme I’anion superoxyde (O2*), ou le radical hydroxyle (OHe¢) ou non
radicalaires comme des molécules telles que le peroxyde d’hydrogéne (H202) ou l’oxygene
singulier (10,) (Delattre et al., 2005). Une espece radicalaire R. est une espéce présentant un non
appariement d’un ou de plusieurs électrons sur leurs couches externes ce qui leur confére une
grande instabilité et donc elle peut modifier d’'une maniére oxydative les biomolécules qu'elle
rencontre en leur arrachant un électron ce qui les transforme a leur tour en molécules radicalaires
(Agarwal et al., 2008).

A faible concentration, les ERO jouent plusieurs réles physiologiques, tels que I'induction de
la réaction acrosomique et la capacitation des spermatozoides, mais a fortes concentrations ils ont
des effets pathologiques sur les macromolécules telles que les acides gras polyinsaturés et les acides
aminés (Sharma et Agarwal 1996 ; Agarwal et al., 2003 ; Agarwal et Prabakaran 2005).
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Tableau 03. Quelques exemples de radicaux libres (Sanoka and kurpisz 2004).

Oxidant Formule
Oxyde Nitrique NO-
Dioxyde Nitrique NO2e
Acide Hypochloreux CIOH
Acide Hypobromeux BrOH
Acid Hypoiodeux JOH
Radicale Peroxyle ROO-
Peroxyde ROOH
Anion Superoxyde 02.-
Peroxyde d’Hydrogéne H202
Radicale Hydroxyle OH-

11.3. Les mécanismes de défense antioxydante

L’organisme dispose de différents types de défenses antioxydantes face aux ERO générées,
dans un premiere lieu, on trouve le systeme enzymatique endogene détoxifiant composé des
superoxyde-dismutases (SOD), des catalases (CAT), des glutathion peroxydases (GPX), des
protéines de transport des métaux (ferritine, etc...) et aussi de substances endogénes comme le
glutathion (GSH) d’autre part, I’organisme posséde un autre systéme non enzymatique ou les
composés ou les molécules protectrices sont representés par les vitamines C et E, les caroténoides,

les polyphénols et les oligo-éléments (comme le Zn ou le Se).

Les antioxydants agissent en interrompant les réactions en chaine aboutissant a la production
des ERO. Ils peuvent étre divisés en 2 sous groupes en fonction de leur mode d’action :
i) Les antioxydants préventifs sont les métaux chélateurs et les protéines de liaison,

telles que la lactoferrine et la transferrine, qui préviennent la formation des ERO;
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i) Les antioxydants detoxifiants, tels que la vitamine C et E, qui suppriment les ERO
déja présents (Zini et Al-Hathal 2011).

La production incontrélée et excessive des ERO peut étre lI'un des principaux facteurs
associes a l'infertilité masculine. Cependant, les niveaux des ERO sont constamment conservés par
un réseau d’antioxydants enzymatiques et non enzymatiques dans le fluide séminal. Etant donné
que les spermatozoides perdent la majorité de leur cytoplasme au cours de la spermiogenese, ils
produisent des niveaux tres limités d'antioxydants donc leur protection est assurée par les
antioxydants présents dans le liquide séminal. Principalement trois enzymes sont présentes dans le
plasma séminal, SOD, CAT et GPX/GR qui prennent une place tres importante dans la protection
des cellules spermatiques (Zini et al., 1993). Des défauts au niveau des enzymes antioxydantes ou
de la capacité antioxydante totale (TAC) du plasma séminal peuvent étre également a 1’origine d’un
exces des ERO qui conduit finalement a la destruction des spermatozoides. Par conséquent, le stress
oxydatif (OS) est une condition qui se produit lorsque la production des ERO submerge le systéme
de défense antioxydant.

11.3.1. le systeme de défense enzymatique

11.3.1.1. La superoxyde dismutase

La SOD (superoxyde dismutase) est une métalloprotéine dont le rble est de protéger
I’organisme contre 1’accumulation des anions superoxyde en catalysant la conversion du
superoxyde en oxygene et en H,O, (Methorst et al., 2014). De facon biochimique et moléculaire,
trois isoformes de cette enzyme ont été caractérisées chez I’étre humain ; la Cu/Zn-SOD ou SOD1
de localisation cytosolique et la ECSOD ou SOD3 de localisation extracellulaire, ces deux isotypes
utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a I’activité enzymatique, alors que le
troisieme isotype, la SOD2, est une enzyme mitochondriale qui utilise le manganese comme
cofacteur (Afonso et al., 2007).

La SOD1 est une enzyme dont Il'activité depend de la présence du Cu et Zn. Bien que le
cuivre soit nécessaire pour l’activité catalytique du SOD1, le Zinc participe au repliement des
protéines et a la stabilité¢ (Peter 2015). Le gene codant la SOD1 est localisé au niveau du
chromosome 21. La SOD1 est présente dans le cytoplasme, le compartiment nucléaire, et 1’espace
intermembranaire mitochondrial des cellules mammifeéres. L’étude du promoteur du SOD1 humaine
a permis de mettre en évidence plusieurs sites de fixation pour des facteurs de transcription modulés

par le statut redox cellulaire, tels qu”AP-1 et NF-kB manganése (Afonso et al., 2007).
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La SOD 2 ou Mn-SOD est un homotétramére d’un poids moléculaire de 96 kDa et contient
un atome de manganése par sous-unité (Said et al., 2014), elle est de localisation mitochondriale et
joue un réle important dans la protection vis-a-vis des radicaux libres induits par I’hyperoxydation.
Sa déficience entraine une augmentation de la production d’anion superoxyde mitochondrial, qui
inhibe en retour la chaine respiratoire sur les complexes I et Il. Le géne du SOD2, est situé sur le

chromosome 6. (Morten et al., 2006).

La SOD3 ou superoxyde dismutase extracellulaire (EC-SOD) est un antioxydant dont le
gene se situe au niveau du chromosome 4, elle est présente dans les compartiments extracellulaire
(plasma, lymphe, fluide cérébrospinal, et liquide synovial) et catalyse la dismutation du superoxyde
en peroxyde d'hydrogene (H,O,) et de I'oxygéne moléculaire (O,) (Fattman et al., 2003 ;
Gottfredsen et al., 2014). Cette enzyme posseéde une forte affinité pour 1’héparine et d’autres
protéoglycannes de la matrice extracellulaire et de la membrane plasmique (Afonso et al., 2007).
Les analyses structurelles montrent que la Cu / Zn-SOD et le site actif de EC-SOD ayant les mémes
plis mais avec quelques différences mineures dans les structures en boucle (Antonyuk et al.,
2009). Les résidus d'acides aminés impliqués dans la coordination de I'atome de cuivre et I'atome de
zinc sont conservés et partagent des orientations spatiales a peu prés identiques, supportant la
constatation que les propriétés enzymatiques de ces enzymes sont comparables (Gottfredsen et al.,
2014).

EC-SOD est la seule enzyme antioxydante qui piége les superoxydes en particulier dans
I'espace extracellulaire. Le profil d'expression de cette enzyme est tres limité au type cellulaire et
aux tissus particuliers ou son activité peut étre supérieure a celle de Cu, Zn-SOD ou Mn-.SOD
(Peter F Surai 2015). Comme une enzyme contenant du cuivre, l'activité d'EC-SOD est régulée par
la disponibilité de cet oligoélément (Nozik-Grayck et al., 2005). L’isotype SOD3 démontre une
activité séminal élevée avec 25% de ’activité totale de cette enzyme (Walczak—-Jedrzejowska et
al.,2012).

Un réle clé de la SOD dans la protection des cellules testiculaires contre 1’apoptose induite
par un stress thermique a été démontrée in vivo et in vitro (Ikeda et al., 1999; Kumagai et al.,
2002). La SOD empéche également 1’hyper-activation prématurée et la capacitation induite par les

radicaux superoxydes avant I'¢jaculation (De Lamirande et Gagnon 1995).

Des études ont montré que les souris méales transgéniques exprimant des niveaux élevés de

MnSOD sont infertiles, mais le mécanisme est inconnu. ECSOD est présente a des niveaux éleves
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dans I'épididyme (Mruk et al., 2002), elle est localisée dans les noyaux et dans les tubules
séminiferes des testicules (Ookawara et al., 2002). Des chercheures ont prouvé que la fonction
érectile est améliorée en transférant le gene SOD3 au pénis chez les rats ages (Bivalacqua et al.,
2003).

Donc la famille de superoxyde dismutase (SOD) piege a la fois les anions superoxydes au
niveau extracellulaire et intracellulaire et empéche la peroxydation des lipides de la membrane
plasmique (Agarwal et Prabakaran 2005). Dans le but d'agir contre H202, elle doit étre conjugué

avec la catalase ou le glutathion peroxydase (Jeulin et al., 1989).

11.3.1.2. Le glutathion peroxydase

Le GPX est une enzyme qui contient un seul résidu de sélénocystéine (Sec) dans chacune
des quatre sous-unités identiques, qui sont essentiels a l'activité de I'enzyme (Carlos Clayton et al.,
2012). Elle joue un rdle central dans la détoxification des peroxydes en utilisant la forme réduite de
glutathion (GSH) comme donneur d'électrons. Il existe quatre sous-especes de GPX qui catalysent
la réduction du peroxyde d'hydrogene dans des emplacements spécifiques des tissus (Arthur
2000 ;Imai et Nakagawa 2003). GPX1 est ubiquitaire et trouvée dans le cytosol de la plupart des
cellules, y compris les globules rouges (hématies) (Sara et al., 2008). Le GPX2 est également
cytosolique mais se limite au tractus gastro-intestinal. Le GPX3 est une enzyme extracellulaire qui
se trouve dans le plasma sous forme d'une glycoprotéine, et le GPX4 interagit avec les lipides
complexes, tels que le cholestérol et les lipoprotéines endommagés par les radicaux libres, et on le
trouve dans les mitochondries (Imai et Nakagawa 2003).

GPX1, GPX2 et GPX3 sont des homotétrameéres alors que le GPX4 est un monomere ayant
une taille moléculaire inférieure a celle des sous-unités des autres glutathion peroxydases (Carlos
Clayton et al., 2012). En raison de leur petite taille et de leur surface hydrophobe, les GPX4 ont la
capacité de réagir avec des lipides complexes dans les membranes (Malinska et al., 2010).

Le GPX4 est une protéine structurale qui est essentielle pour la formation normale de
I'enveloppe mitochondriale et constitue environ 50% des protéines de la piéce intermédiaire des
spermatozoides un contenu localisé dans I'nélice mitochondriale (Ursini et al., 1999). La nécessité
de GPX4 pour assurer un fonctionnement normal des spermatozoides a été également démontrée
chez I'hnomme car des études montrent que les hommes infertiles ont une faible motilité des
spermatozoides avec une morphologie anormale (Imai et al., 2001). Il est important de souligner

que ce qui est pertinent, c¢’est bien la capacité de GPX4 d'interagir avec des hydroperoxydes pour
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former ’enveloppe de la mitochondrie lors de la spermiogénese, et non son activité antioxydante
qui est inférieure a 3% de la teneur totale en protéines dans les spermatozoides éjaculé (Ursini et
al., 1999).

Le role du GPX1 dans les spermatozoides humain est controversé parce que dans de
nombreuses études l'activité de GPX1 a été mesurée a l'aide d’ hydroperoxyde de cumeéne et le
NADPH (Garrido et al., 2004); des substrats qui sont également utilisés par d'autres enzymes telles
que peroxyredoxines (O’Flaherty 2014 b). Jusqu'a présent, il n'y a pas de rapport démontrant la
présence de GPX1 dans les spermatozoides. Il semble que le rdle de GPX1 comme une enzyme
antioxydante importante est discutable car les males GPx1 - / - sont fertiles et ils ne sont pas
sensibles au stress oxydatif (Ho et al., 1997), et la peroxydation lipidique n’est pas augmentée dans
les spermatozoides humains mis en incubation avec H202 en présence de carmustine (inhibiteur de
la glutathion réductase (GR)) ou le maléate de diéthyle (se lie a la GSH rendant non accessible pour
le systeme GPX /GR) qui affecte l'activité du systeme GPX / GR (O’Flaherty 2014 a). En outre, la
présence de GPX dans le plasma séminal a été démontrée depuis presque 20 ans (Yeung et al.,
1998).

11.3.1.3. La Catalase

La Catalase (H,O, oxydoréductase) est un tétramére de quatre chaines polypeptidiques,
chacun contient plus de 500 acides aminés, et un groupement héme porphyrine (fer) qui permettent
a I'enzyme de réagir avec le peroxyde d'hydrogene (Boon et al., 2007). La catalase peut décomposer
le peroxyde d'hydrogéne (H.O,) dans des réactions catalysées par deux modes d'activités
enzymatiques différents: le mode d’activité catalytique (2H,0, — O, + 2H,0) et le mode d’activité
peroxydatif (H.O, + AH, — A + 2H,0). La Catalase a I'un des taux de roulement les plus élevés
de toutes les enzymes; une molécule de catalase peut convertir des millions de molécules de
peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene par seconde (Goodsel 2007). La Décomposition de H,0O,
par l'activité catalytique de la catalase suit la maniere d'une réaction de premier ordre et son taux
dépend de la concentration de H,O, (Valko et al., 2007).

L’activité de la catalase (CAT) a été démontrée dans les peroxysomes, les mitochondries, le
réticulum endoplasmique et dans le cytosol de nombreux types des cellules (Scibior et al., 2006 ;
Walczak-Jedrzejowska et al., 2012). Dans le sperme, il a été trouvé dans les cellules de
spermatozoides de I'étre humain et le rat, ainsi que dans le plasma séminal, ou la source est la

prostate (Fraczek et Kurpisz 2005). La catalase active la capacitation des spermatozoides induite
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par l'oxyde nitrique, qui est un mécanisme compliqué utilisant le peroxyde d'hydrogene (de
Lamirande et al., 1997).

Tableau 4. Antioxydants enzymatiques majeurs impliqués dans la spermatogenése (Yu et Hunag

2015)

Enzyme Name Isoforms in human
NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 NRF2
SOD Superoxide dismutase $0D1, SOD2, SOD3
CAT Catalase CAT
NOS Nitric oxide (NO) synthase NOS-1, NOS-2, NOS-3
GST Glutathione S-transferase (-E,SSI{\(;_](E,SSII%Z,(JSSIf‘l-l]l,(assl[l\f:]l_— (E:‘;[Ihlf’
PRX Peroxiredoxin PRXI-PRX6
GPX Glutathione peroxidase GPXI-GPX8
TRX Thioredoxin TRX1, TXR2
A2 GSSG
PRX
GPX
TRX
H,0 \ GsH ———— GSR

/ GST
NRF2
NOS / \
L-arginine NO s i
0,

H,0, H,0

Figure 1. Interactions entre les principaux antioxydants impliqués dans la spermatogenese (Yu et

Huang, 2015). NRF2 assure la régulation de 1’expression de plusieurs enzymes antioxydantes ; Péroxydoxine
(PRX), Thiorédoxine (TRX), Glutathione péroxydase (GPX), Glutathione S-transférase (GST), Superoxyde dismutases
(SODs) et Catalase (CAT). La forme principale d’ERO est I’anion Superoxyde (O;) qui peut etre converti en péroxyde
d’hydrogéne (H,0,) par I’action des SODs. H,0, pourrait etre catalysé en H,O par CAT, GPX ou bien PRX. GST
catalyse la conjugaison du Glutathione réduit (GSH) en substrats Xenobiotics. Oxyde nitrique synthétases (NOSs)

calatysent la production de I’oxyde nitrique (NO) & partir de L-arginine.
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11.3.2. Le systeme de défense non-enzymatique
A coté des enzymes qui neutralisent la production excessive des ERO, des molécules autres
qu’enzymatiques de faibles poids moléculaire réagissent directement avec les radicaux libres pour

générer ainsi des radicaux plus stables.

11.3.2.1. La vitamine E

C’est un antioxydant liposoluble qui a la plus grande concentration cellulaire (Meydani
1995). Elle exerce sa capacité antioxydante en inactivant les ERO et en piégeant les radicaux libres
devenant elle-méme un radical non toxique. La supplémentation en vitamine E a montré des
résultats significatifs sur la numération, la mobilité et la morphologie des spermatozoides
(Eskenazi et al., 2005) ainsi que sur de la fragmentation de ’ADN (Greco et al., 2005).Elle va
donc avoir un effet direct sur la qualité du sperme (Faure et al., 2011). L’excés de vitamine E dans
I’alimentation conduit a I’augmentation de la concentration y-tocophéroldans le sperme qui, a son
tour, a une influence négative sur les parametres spermatiques : diminution du nombre total de
spermatozoides et augmentation du nombre de spermatozoides anormaux (Danikowski et al.,
2002).

11.3.2.2. La vitamine C

Ou I’acide L- ascorbique, est considérée comme 1’antioxydant le plus important dans les
fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés puissant des ions superoxydes, du peroxyde
d’hydrogene, de I’hypochlorite, des radicaux hydroxyles et pyroxyles et de ’oxygéne singulet. Elle
agit en régénérant la vitamine E. In vivo, elle est maintenue sous forme réduite par I'action de la
déshydroascorbate réductase qui utilise le glutathion comme cofacteur (Berliner et Heineche
1996). La vitamine C est une molécule facilement oxydable, elle est considérée comme un excellent
piégeur des ERO (HOe ou O2+-) qui va donc jouer un role d’antioxydant majeur pour les
spermatozoides (Haleng et al., 2007 ; Faure et al., 2011). Les effets bénéfiques d’une
supplémentation en vitamine C résulteraient de I’élimination des radicaux libres (diminution de la
8-0xoDG dans les spermatozoides, marqueur de 1’oxydation, et diminution de la peroxydation)
(Sonmez et al., 2005). De plus, 1’acide ascorbique active a la fois la FSH et la LH, qui vont, a leur
tour, stimuler la spermatogenése et, par conséquence, augmente la concentration en spermatozoides.
Enfin, I’élévation de la concentration de la vitamine C, dans le sang et donc dans le sperme, entraine
aussi une ¢élévation de la concentration en testostérone (stimulation de I’activité de stéroide-

déshydrogénase) dans le sang, améliorant ainsi la fertilité (Biswas et al., 1996).
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11.3.2.3. La vitamine A

Elle est essentielle pour la fertilité masculine. Elle induit la production de testostérone, joue
un réle indispensable dans le maintien des jonctions serrées dans les cellules de Sertoli contribuant
a la barriere hématotesticulaire (Morales et Cavicchia., 2002). La carence en cette vitamine induit
I’arrét de la spermatogenése au stade prophase de la méiose ; la sévere déplétion des cellules
germinales qui en découle, entraine un taux élevé de FSH dans le sérum des rats carencés. Ces
effets sont réversibles par une renutrition en vitamine A. La vitamine A est donc indispensable a la

fertilité masculine, mais aussi,a fortes doses, peut s’avérer délétére (Faure et al., 2011).

11.3.2.4. La carnitine

Elle a un role d’antioxydant protégeant contre les ERO (Vicari et al., 2002). elle assiste le
métabolisme du spermatozoide comme source d’énergie et intervient dans sa mobilité et sa
maturation (Palmero et al., 2000). Il est démontré qu’il existe une corrélation significative entre la
concentration en carnitine dans le plasma séminal et la concentration spermatique, la mobilité,
I’intégrité de I’ADN et la capacité de pénétration de la glaire cervicale des spermatozoides (De
Rosa et al., 2005). Les deux principales formes de carnitine sont la L carnitine (LC) et la L
acétylcarnitine (LAC) (Agarwal et Said 2004). De nombreuses études qui s’intéressenta la
supplémentation en carnitine pour des hommes infertiles, elle montrent 1’effet bénéfique de cette
derniere sur la fertilité masculine. Les supplémentations en LC ou en LAC semblent avoir le méme
effet (Zhou et al., 2007), et il est établis qu’aprés quelques mois de supplémentation en carnitine,
une augmentation de la mobilité et du nombre de spermatozoides est observée (Garolla et al.,
2005).

11.3.2.5. Le zinc

C’est un composant structurel et / ou fonctionnel de nombreux métalloenzymes et des
métalloprotéines (Coleman 1992). Elle est impliquée dans le systeme immunitaire (Fraker et al.,
2000), la croissance et la prolifération cellulaire (MacDonald 2000), la réplication et la
transcription de I'ADN (Wu Fy et wu 1987). En outre, le zinc est important pour la reproduction en
raison de son role essentiel dans le développement des cellules germinales (Bedwal et Bahuguna
1994). Le zinc a également des propriétés antioxydantes (Zago et Oteiza 2001), pour laquelle trois
mécanismes possibles ont été décrits, i) par l'intermédiaire de synthése de métallothionéine, qui
inhibe les réactions de propagation des radicaux libres (Maret2000); agissant en tant que
composant structurel et catalytique de la SOD, ce qui réduit la toxicité des espéces réactives de

I'oxygene, ii) en catalysant la dismutation du O2- en H202 et O2 (Ferreira et Matsubara 1997),
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et iii) empéchant 'oxydation en se liant au sulfhydryle (SH) dans les protéines de la membrane
cellulaire en occupant les sites de liaison du fer et du cuivre, qui sont des pro-oxydants (Zago et
Oteiza., 2001).

11.4. Implication du stress oxydatif dans la physiologie et la physiopathologie de I’infertilité

masculine

Bien que la présence des radicaux libres dans le sperme et les spermatozoides est rapportée
depuis plus de 70 ans par McLeod (1943), leur réle et implication dans la physiologie de la
reproduction masculine n’a était observé qu’en 1989 (Aitken 1989). Actuellement, il est bien connu
que des niveaux faibles et physiologiques d’ERO sont nécessaires pour les fonctions normales de
spermatozoides comme la motilité, la capacitation, I’hyperactivation, la réaction acrosomique, la
fusion avec 1’ovocyte et la fertilisation (Griveau et Lannon 1997 ; Agarwal et al., 2004). Et pour

assurer leur fonctionnement normal, les spermatozoides produisent eux méme les ERO nécessaires.

Toutefois, plusieurs parametres endogénes et exogenes peuvent contribuer a un exces de
production des ERO ce qui affecte négativement la fonction du sperme (Aitken et Clarkson 1988 ;
Taylor and Turnbull 2005). Le mécanisme derriére cet effet est I’induction de la peroxydation
lipidique des membranes plasmiques de spermatozoides (Baker et Aitken 2005), ce qui affecte la
fluidité membranaire, la perméabilité et la mobilité. En outre, les ERO peuvent également inhiber
la fonction mitochondriale et affecter la synthese de I'ADN, I'ARN et des protéines (De Lamira et
Gagnon 1992).

11.4.1. Réles physiologique des ERO dans la fertilité de I’homme
» Capacitation et hyperactivation

La capacitation est 1’avant-dernier processus dans la maturation des spermatozoides, elle est
nécessaire pour les rendre compeétents pour fertiliser avec succes l'ovocyte (Choudhary et al.,
2010). La premiere étape de la capacitation implique une augmentation d’adenosine cyclique 3 ', 5'-
monophosphate cyclique (AMPCc). La voie de I'AMPCc est nécessaire pour de nombreux organismes
vivants et elle peut activer des enzymes et réguler I'expression de plusieurs genes (Tsai et al.,
2013). Cette augmentation de I'AMPc provoque une hyperactivation du spermatozoide, seulement
les spermatozoides hyperactivés peuvent augmenter leur motilité pour subir une réaction
acrosomique et pour acquérir les caractéristiques requises pour réussir la fécondation (Agarwal et
al., 2014).
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L’hyperactivation est un état spécifique de la motilité des spermatozoides ; c’est lorsque les
spermatozoides deviennent trés mobiles, les spermatozoides hyperactifs présentent une grande
amplitude et des mouvements flagellaires asymetriques. Le processus d'hyperactivation est essentiel
pour la fécondation et est considéré comme une sous-catégorie de capacitation (Agarwal et al.,
2014).

Le role des ERO dans l'initiation de I'nyperactivation a été bien documenté in vitro. Dans
I’étude de Makker et al. (2009), lorsque des spermatozoides ont été incubées avec des faibles

concentrations de OH-, une hyperactivation des ces derniers est observée.
» La réaction acrosomique

Une fois que le spermatozoide hyperactivé passe le cumulus oophorus, il se lie a la zone
pellucide (ZP) de I'ovocyte et initie une libération par exocytose des enzymes protéolytiques, ce qui
crée des pores dans la matrice extracellulaire de la ZP (Agarwal et al., 2014). Les spermatozoides
pénétrent ensuite cette barriere physique, zone pellucide, et fusionnent avec l'ovocyte (de
Lamirande et O'Flaherty 2008). Les événements moléculaires de la réaction acrosomique se
chevauchent sensiblement avec ceux de la capacitation, y compris la phosphorylation des protéines

tyrosine, le flux de Ca2 + et ’augmentation des taux d'’AMPc et PKA.

Le role des ERO dans la réaction acrosomique in vivo implique les actions des
spermatozoides sur la ZP via la phosphorylation de trois protéines de la membrane plasmique.
L'activation in vitro de la réaction acrosomique a également été observée lorsque des concentrations
physiologiques d’O2, H,0, et NO sont ajoutés au plasma séminal (Bansal et Bilaspuri 2011 ;
Agarwal et al., 2014).

» fusion spermatozoide-ovocyte

Pour réussir la fécondation, le spermatozoide doit pénétrer la ZP et fusionne avec lI'ovocyte.
Des quantités élevées des AGPI, en particulier I'acide docosahexaénoique (DHA), jouent un role
majeur dans la régulation de la fluidit¢t membranaire dans le sperme. Des études sur les
spermatozoides humains ont montré que les ERO augmentent la fluidité de la membrane et le taux
de fusion spermatozoide-ovocyte (Ghareeb et Sarhan., 2014).

Tout au long de la capacitation les ERO inhibent l'activité de la protéine tyrosine
phosphatase et empéchent la déphosphorylation et l'activation de la phospholipase A2 (PLA2)
(Agarwal et al.,2014). La PLA2 Clive les acide gras secondaire a partir du squelette du triglycéride
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du phospholipide membranaire et augmente la fluidit¢ de la membrane cytoplasmique
(Khosrowbeygi et Zarghami., 2007).
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Figure 02. Représentation simplifiée des voies de signalisation affectées par les ERO (Pons-Re
jraji et al., 2009).

Les ERO peuvent étre générés par les spermatozoides ou étre apportés par une source exogeéne. lls activent
les voies de signalisation intracellulaire de la capacitation impliquant, d’une part, 1’adénylate cyclase (AC),
I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) et, d’autre part,
les MEK-like kinases (« Mitogen-activated protein » extracellular signal regulated kinases) via la protéine
kinase C (PKC) et la protéine Raf. Ces deux voies conduisent a” la phosphorylation sur des résidus tyrosines
des protéines P110 et P80 par le jeu de I’activité” des protéines tyrosines kinases (PTK) et des protéines
tyrosines phosphatases (PTP). Les DAO inhiberaient également directement des PTP, empéchant la
phosphorylation des protéines cibles. Rp : récepteur membranaire ; PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate ; PLCg : phospholipase Cg ; IP3 : inositol triphosphate et DAG : diacylglycérol.

11.4.2. Effets pathologiques délétéres des ERO sur la fertilité masculine

Les spermatozoides ont une faible activité transcriptionnelle et un volume cytoplasmique réduit.
Ils sont incapables de répondre a un stress oxydant en produisant de novo des anti- oxydants ou en
réparant le matériel cellulaire altéré. Méme si certains antioxydants sont présents dans les
spermatozoides, le liquide séminal reste la meilleure protection des spermatozoides contre les
ERO.
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Lorsque les ERO surpassent les systemes de défense antioxydants et perturbent 1’équilibre entre
ERO et antioxydants, les anomalies pathologiques se produisent selon la nature, la quantité des
ERO et la durée de leur impact. Leurs conséquences sont la peroxydation lipidique, la dégradation
des protéines et la fragmentation de I’ADN (Methorst et al., 2014).

a. La peroxydation des lipides

Les lipides sont présents dans la membrane plasmique des spermatozoides sous forme
d'acides gras polyinsaturés, ils sont considérés comme les macromolécules les plus sensibles a la
peroxydation. Ces lipides contiennent plus de deux doubles liaisons carbone-carbone (Tvrda et al.,
2011). Ces acides gras maintiennent la fluidité des membranes spermatiques (Agarwal et Saleh
2002). Les ERO attaquent les AGPI, conduisant a une cascade de réactions chimiques appelée
peroxydation des lipides (Makker et al., 2009). La peroxydation des AGPI se traduit par la perte de
fluidité de la membrane et une réduction de l'activité des enzymes membranaires et des canaux
ioniques (Tvrda et al., 2011). En conséquence, les mécanismes cellulaires normaux qui sont
nécessaires pour la fécondation sont inhibés (Agarwal et Allamaneni., 2006).

La peroxydation des lipides dans les spermatozoides est une réaction d'auto-propagation,
sauf si contrecarrée par les antioxydants séminaux (Tvrda et al., 2011). Une fois que les ERO
agissent sur les lipides membranaires, les radicaux alkyle et peroxyle lipidiques sont formés. Ces
radicaux, si non trempés par les antioxydants, vont agir sur d'autres lipides dans la membrane

jusqu'a ce que tous les lipides subissent des dommages de peroxydation (Agarwal et Saleh 2002).

b. Atteinte de I’intégrité de I’AND spermatique

La chromatine des spermatozoides humains a une structure tres condensée et organisée. Au
cours du processus de la spermiogénése, la chromatine spermatique subit une série de modifications
qui aboutit a la compaction de I’ADN qui rend le spermatozoide particuliérement résistant aux
dommages (Schulte et al., 2010). Toutefois, dans certains cas ou la compaction est médiocre et la
protamination de la chromatine est incomplete, I’ADN est plus vulnérable au stress oxydant. Des
cassures simples et double-brins de I’ADN résultant de I’action d’ERO ont été observées dans les

spermatozoides humains testiculaires et epididymaires (Kemal et al., 2000).

Lorsque I’ADN est faiblement endommagg, il peut étre réparé et le spermatozoide retrouve
sa capacité de féconder I’ovocyte. Et dans les cas ou les mécanismes de réparation par 1’ovocyte ne
suffisent pas, I’embryon peut échouer a se développer ou a s’implanter dans 1’utérus. On estime que

80 % des aberrations chromosomiques sont d’origine paternelle (Gonzalez-Marin et al., 2012). Les
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dommages sur I’ADN sont aussi considérés comme des facteurs contribuant a 1’apoptose (Aitken et
Koppers., 2011).

c. Apoptose

L’apoptose, également connue sous le nom de la mort cellulaire programmeée, est un
phénoméne physiologique caractérisé par des modifications morphologiques et biochimiques
cellulaires qui aboutissent a la mort des cellules de fagon commandée. Il a été observé que les
spermatozoides des patients infertiles présentant les niveaux augmentés d’ERO avaient des taux
sensiblement plus élevés d’apoptose que les spermatozoides du groupe contrdle (Agarwal et Said
2003).

d. Dégradation des parametres du sperme

La production excessive d’ERO est associée a une diminution de la mobilité, de la

concentration des spermatozoides et a une atteinte de leur morphologie. Ces parametres sont les

principaux parameétres corrélés avec la fertilité masculine (Methorst et al., 2014).
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Figure 03. Role physiologiques et pathologiques du stress oxydatif dans la fertilité masculine
(Agarwal et al., 2014).
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11.5. Etiologies du stress oxydatif et origine des ERO

Il existe un trés grand nombre de facteurs endogeénes et exogenes qui peuvent étre a 1’origine
d’un stress oxydatif qui touche le potentiel de fertilité masculine. Les ERO du plasma séminal
proviennent de diverses sources intrinseques telles que les polynucléaires neutrophiles, les
macrophages et les cellules germinales immatures tandis que les principaux facteurs extrinseques
sont le tabagisme, la consommation d’alcool et les polluants environnementaux (Methorst et al.,
2014).

11.5.1. Sources endogéne des ERO
a. Leucocytes

Les leucocytes du sperme sont des polynucléaires (50 % a 60 %) et des macrophages (20 %
a 30 %) (Saleh et al., 2003). Une large proportion de ces leucocytes peroxydase-positifs
proviennent de la prostate et des vésicules séminales. Sous I’action de divers stimulus
intracellulaires ou extracellulaires de nature inflammatoire, ils peuvent décharger jusqu’a 100 fois
plus de ERO qu’habituellement (Agarwal et al., 2003) et sont a 1’origine de la production d’une
quantité d’ERO 1000 fois plus importante que celle produite par les spermatozoides (Plante et al.,
1994). Cette forte production d’ERO par les leucocytes joue un grand role dans la protection de
I’organisme contre les infections, I'inflammation et les mécanismes de défense cellulaire. Chez les
cellules spermatiques, c’est une nécessité physiologique aux leucocytes de libérer ces grandes
quantités de superoxyde en vésicules phagocytaires au cours de l'action destructrice des Pathogénes
(Henkel, 2011).

Alors dans le cas d’une concentration normale de leucocyte dans le sperme (inférieure a 1
million de cellules peroxydases positives par millilitre de sperme), les leucocytes ne présentent
aucun effet pathologique, mais quand cette concentration dépasse 10°/mL, ces cellules générent un
stress oxydant capable d’endommager les spermatozoides.

Plusieurs études ont montré une corrélation entre un sperme altéré et des niveaux
anormalement élevés d’ERO, d’IL-6 (interleukine 6), d’IL-8 (interleukine 8) et des TNF (tumor
necrosis factor) (Nandipati et al., 2005 ; Lavranos et al., 2012).

b. Spermatozoides immatures
Au cours de la spermatogenese, les spermatides allongées perdent physiologiquement leur
cytoplasme, condition nécessaire pour qu’ils obtiennent leurs formes condensées et allongées et
acquierent un pouvoir fécondant. Cependant, quelques cellules spermatiques peuvent conserver un
exceés de cytoplasme autour de la piéce intermédiaire. On parle d’excés de cytoplasme résiduel

(ECR).
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Les ECR sont riches en glucose-6-phosphate déshydrogénase, une enzyme qui controle la
vitesse du flux du glucose et la production intracellulaire de b-nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADPH) a travers les hexoses monophosphate. Le NADPH est utilisé pour alimenter la
génération d’ERO par l'intermédiaire de la NADPH oxydase situé a l'intérieur de la membrane
spermatique (El-Tohamy 2012 ; Rengan et al., 2012). Donc il est bien clair que La capacité des
spermatozoides a produire des ERO est inversement liée & leurs états de maturation.

c. Varicocele

La varicocéle est définie par la présence d’une dilatation variqueuse du plexus
pampiniforme antérieur du testicule (Muratorio et al., 2013). Une varicocéle est détectée chez
environ 40 % des hommes consultant pour une infertilité, elle est considérée comme une cause
importante d’infertilit¢ masculine (Will et al., 2011). 1l a ét¢ démontré que le niveau d’ERO
séminal est positivement corrélé avec la varicocéle, et que le stress oxydatif est évoqué comme un
facteur induisant des altérations spermatiques observées en présence de varicocele, car plusieurs
études ont montré que la production de radicaux libres est plus importante chez les patients qui

présentent cette anomalie (Nallella et al., 2004 ; Agarwal et al., 2008a ; Agarwal et al., 2009).

11.5.2. Sources exogénes des ERO
a. Radiations

Les ondes ¢lectromagnétiques peuvent affecter négativement le flux d’¢électrons le long de la
membrane interne de la cellule, perturbant ainsi le fonctionnement cellulaire normal (La Vignera et
al., 2012). Plusieurs études ont mis en cause les radiations émises par les téléphones mobiles dans
I’augmentation de la production de ERO dans le sperme humain, avec un impact significatif sur la
qualité du sperme (Agarwal et al., 2008b ; Aitken et al., 2005). Des études in vitro ont montré que
le rayonnement électromagnétique peut induire une production des ERO, endommagement de
I’ADN des spermatozoides humains et cause une diminution de la mobilité et la vitalité et la
concentration des spermatozoides en fonction de la durée d’exposition aux rayonnements (De luliis
et al., 2009).

b. Les toxines et les métaux lourds
De nombreux auteurs ont signalé 1’effet nocif des facteurs toxiques présents dans notre
environnement sur la fonction sexuelle. On peut citer entre autre le gaz d’échappement d’origine
automobile; le tabac; le cadmium; le plomb; le chrome, le manganese et le mercure (Benoffs et al.,
1997 ; Sepaniak et al., 2004 ; Aitken et al., 2006 ; Kiziler et al., 2007). De méme, des molécules




Chapitre II. Stress oxydatif et infertilité masculine

toxiques libérées par les produits industriels peuvent augmenter la production d’ERO dans les
testicules, notamment les phtalates présents dans de nombreux objets en plastique utilisés a des fins
domestiques et industrielles (Pant et al., 2008), ce qui peut altérer la spermatogénése et
endommage I’ADN du spermatozoide (Kasahara et al., 2002).

L’exposition aux xénobiotiques présents dans ou a proximité de notre alimentation
(insecticides, pesticides, phtalates), sont des sources de stress oxydant pouvant affecter la fertilité
(Aitken et al., 2006).

c. Tabac
Si la relation tabac-hypofertilité reste encore controversée, les différentes équipes
s’accordent toutes sur 1’existence d’un stress oxydatif li¢ a des mécanismes physiopathologiques
générés par la fumée de cigarette (Sepaniak et al., 2004). Les cigarettes contiennent plus de 4000
substances chimiques, dont certaines peuvent causer un déséquilibre entre ERO et antioxydants
dans le sperme des fumeurs. Par exemple, le sperme et le sang des fumeurs contiennent des
concentrations de cadmium et de plomb plus élevées, qui s’accompagne d’une production accrue

d’ERO et d’une diminution de la mobilité des spermatozoides (Kiziler et al., 2007).

Le tabagisme peut entrainer une augmentation de 48 % de la concentration des leucocytes et
de 107 % des ERO au niveau du plasma séminal (Saleh et al., 2002a). De plus, la cigarette elle-
méme contient de nombreux radicaux libres comme 1’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne
ou les radicaux hydroxyles (Church et al., 1990), qui viennent ajouter leur action a celle des
leucocytes. En fin il est démontré que les spermatozoides des fumeurs sont beaucoup plus sensibles
a la dénaturation de I’ADN que ceux des non-fumeurs, avec des niveaux plus éleves de ruptures de
brins d’ADN (Jarow., 2003).
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Figure 04. Résumé de 1’équilibre entre la production d’ERO et les systémes antioxydants du
sperme. La balance pro-oxydants/antioxydants schématise 1’équilibre dans le sperme entre la production de
ERO et les systemes de défense antioxydantes. Les ERO sont indispensables a 1’acquisition du pouvoir
fécondant des spermatozoides, toutefois en exces, ils provoquent des dommages importants sur la cellule. De
nombreux facteurs endogénes et exogeénes peuvent induire une surproduction d’ERO ou un déficit en
antioxydants, entrainant une rupture de cet équilibre. Cette situation est qualifiée de stress oxydant. AMP:
Assistance médicale a la procréation ; DAO : dérivés actifs de I’oxygéne (Pons-Re jraji et al., 2009).

11.6. Marqueurs biologiques du stress oxydatif et leur mesure dans le plasma séminal
L’évaluation du statut oxydatif peut étre réalisée aux différents niveaux et par une diversité
de techniques. D’une part, le dosage des molécules biologiques modifiées, telles que les protéines
oxydeées et les derives de la peroxydation lipidique, et d’autre part, le potentiel antioxydant peut
également étre apprécié par la détermination des activités enzymatiques du superoxyde dismutase
(SOD), du glutathion peroxydase (GPX) et de la catalase. Ces enzymes représentent la principale
ligne de défense au méme titre que les éléments non protéiques comme le glutathion réduit (GSH)
et les micronutriments antioxydants (Vitamines, Sélenium, etc...) dont la mesure peut également

étre effectuée.
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Il est possible de mesurer des radicaux libres directement par une technique bien connue par
les chimistes; la résonance para électronique (ESR ou RPE) (Favier et al., 1995).
Malheurcusement, cette technique n’est pas trés sensible et, surtout, la demi-vie courte des radicaux
libres de I’oxygene est incompatible avec le temps du réalisation d’un prélevement et son dosage
(Favier et al., 1997).

Il est néanmoins possible de détecter par RPE des radicaux secondaires de type pyroxyle
(Coghlan et al., 1991) ou de type ascorbyle (Pietri et al., 1994), mais il est indispensable d’utiliser
un agent stabilisant les radicaux libres ( dit agent spin trap) et de congeler le prelevement

immédiatement dans I’azote liquide (Favier et al., 1997).

Le plus souvent, les chercheures ont recourt a la chimiluminescence qui utilise la lumiere
produite par réaction des radicaux libres avec des sondes lucigéniques comme le luminole ou la
lucigénine. Le luminole n’est pas spécifique et peut produire de la lumiére en réagissant avec de
nombreuses biomolécules comme les peroxydes ou I’acide urique. L application la plus courante de
cette technique est la mesure des radicaux produits par des cellules isolées du sang (polynucléaires
neutrophiles, monocytes, lymphocytes B). Il est aussi possible de mesurer la luminescence
directement sur le sang total stimulé afin d’éviter les artefacts induits par la séparation cellulaire
(Favier et al., 1997).

Les molécules biologiques attaquées par Les oxydants, peuvent étre soit oxydées sur des
sites spécifiques, soit clivées ou au contraire polymérisées par 1’effet direct des radicaux oxygénés.
Ces biomolécules peuvent aussi subir des altérations suite a des attaques chimiques de composes
natifs de 1’oxydation des lipides (peroxydes ou aldéhydes) créant des composés d’addition. Ces

Iésions de composés biologiques sont utilisables pour évaluer un stress oxydant. (Slater 1984).

Les marqueurs les plus utilisés sont les composeés résultant de la peroxydation lipidique, et
plus particulierement des lipides polyinsaturés des membranes et des lipoprotéines. La mesure des
aldéhydes peut étre réalisée globalement par réaction avec ’acide thiobarbiturique sous le nom de
dosage des TRABs (Thiobarbituric acid reactant substances) qui se termine par une mesure de la
coloration du conjugué. Le dosage le plus populaire, est celui du malonaldialdéhyde (MDA) dont la
mesure se fait par photométrie, fluorimétrie, ou chromatographie HPLC (Richard et al., 1992 ;
Favier 1997).
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Plusieurs lésions causées par les radicaux libres peuvent toucher le matériel génétique ;
bases modifiées, cassures simples et doubles de la chaine oligonucléotidique et pontages avec des
résidus protéiques. Ces lésions sont partiellement impliquées dans de nombreux processus déléteres
(mutagenese et carcinogenése) et dans le vieillissement cellulaire. La recherche de produits
d’oxydation radicalaire de I’ADN peut étre réalisée dans des cellules isolées, des biopsies ou des
liquides biologiques ou se trouvent les composés oxydés (nucléosides ou bases apres leur excision

par les enzymes de réparation (Favier 1997).

Les dérivés de réactions radicaux-ADN sont variables citons; glycol de tymine, 8-
hydroxyguanine, 8-hydroxyadénine, formamido-pyrimidine, cytosine-glycol, qui sont mesurables
par CG-MS en fragmentométrie de masse ou par HPLC avec détection électrochimique mais les
méthodes de leurs mesures sont lourdes ce qui limite leur intérét en clinique. (Demple et Levin.,
1991 ; Cadet et al., 1992).

Des chercheurs britanniques ont développé 1’essai “COMET” qui permet de mesurer les
cassures dans I’ADN de simples cellules comme les lymphocytes et les Spermatozoides.
L’intensité relative de la fluorescence mesurée dans la queue de la cométe est directement
proportionnelle a la fréquence de cassures dans I’ADN. Ce procédé d’analyse tres rapide peut étre
appliqué sans difficulté pour des études en routine. Avec cette méthode, des dégats oxydatifs au
niveau de I’ADN ont pu étre observés. Un Kit ELISA a été developpé, ce qui a permis de rendre le

dosage en routine de I’ADN oxydé encore plus facile (Pincemail et al., 1999).

Dans le cas d’un stress oxydatif, chaque antioxydant est affect¢ a des degrés divers. Il est
intéressant de disposer des méthodes permettant d’évaluer de maniére plus globale la capacité
antioxydante globale (CAG) d’un échantillon biologique (Pincemail et al., 1999). L’appréciation
des capacités antioxydantes de 1’organisme est une méthode couramment utilisée, car des situations
de stress oxydant provoquent une diminution des enzymes antioxydantes, des vitamines E et C ou
du beta-carotene dans le plasma. Plusieurs auteurs recommandent la mesure des capacités

antioxydantes totales du plasma ou des erythrocytes (Favier 1997).
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Figure 5. Diagramme montrant les différentes méthodes de mesure du stress oxydatif séminal.

11.7. Polymorphismes des génes antioxydants et infertilité masculine

Le génome humain contient plus de 11 millions de polymorphisme de simple nucléotide ou
SNP et plus de la moitié d’entre eux sont répertoriés dans les banques de données. Ces variantes
pourraient étre impliqués dans la survenue de pathologies, mais il est encore difficile de préciser
leur fonction simplement sur la base de la séquence nucléotidique, d’autant plus si le variant
n’entraine pas de modification d’acide aminé ou ne perturbe pas la structure ni la fonction de la
protéine. On distingue des SNP qui ne changent pas la séquence de 1’acide aminé (SNP synonymes)
et des SNP non synonymes (nsSNP) qui entrainent une modification de 1’acide aminé et donc un
polymorphisme protéique. 1l existe également des SNP regulateurs (rSNP) qui peuvent affecter
I’expression, la spécificité tissulaire, voire la fonction de la protéine concernée. Ces deux derniers

types de SNP (nsSNP et rSNP) sont relativement rares comparés au nombre total de SNP dans le

génome humain (Ravel et al., 2007).

0
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L’¢tude de la génétique de Iinfertilit¢é masculine est bouleversée par 1’analyse des
polymorphismes. Ainsi, certains polymorphismes ou variantes des génes impliqués dans le bon
déroulement de la spermatogenese sont considérés comme des facteurs de risques potentiels
pouvant contribuer a la perte de la fertilité et plusieurs polymorphismes ont été ainsi trouvés d’étre
associés a la survenue d’une infertilité masculine (Ravel et al., 2007).

Les enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase, le glutathion peroxydase, et
la catalase, sont largement abondantes dans le plasma du sperme ou dans les spermatozoides
(Aitken et al., 1996 ; Meseguer et al., 2007).

Chez les humains, la plupart des genes codants ces enzymes contiennent des variations dans
leurs séquences ce qui peut causer l’infertilit¢ masculine de différentes fagons. Comme les
variations génétiques sont un facteur étiologique important dans 1’infertilit¢ masculine, Ceux-Ci
peuvent contribuer de maniere significative a l'incidence de ce probléme de santé en particulier sous
un stress oxydatif important. Jusqu'a présent, des polymorphismes fonctionnels des génes
antioxydants NRF2, SOD, GST, NOS, CAT et GPX ont été signalés comme étant associés a

I’infertilité masculine chez I’étre humain (Carrell et Aston 2011).

Un certain nombre de génes antioxydants impliqués dans la spermatogenese ont été
identifiés chez les mammiferes, y compris NRF2, SOD, CAT, GPX, peroxiredoxine (PRX),
glutaredoxine (GRX), Thiorédoxine (TRX) et. Les enzymes encodées par ces genes sont largement
impliqués dans la réponse antioxydante cellulaire. NOS (Kensler et al., 2007 ; Nakamura et al.,
2010 ; Nguyen et al., 2003 ; Williams et Ford 2004).

On sait que l’activité séminale du SOD est positivement associé a la concentration de
sperme et a la motilité, alors qu'elle est inversement associée a la fragmentation de I'ADN du
sperme (Aitken et al., 1996 ; Yan et al., 2014). Les variations génétiques du SOD peuvent aussi
étre liées aux résultats de la procréation médicalement assistée. Une étude a montré que le
polymorphisme Alal6Val dans le géne SOD2 est associé a I’infertilité et aux taux de grossesse dans
les cycles de FIV (Ruiz sanz et al., 2011). Dans une autre étude cas-témoins, la présence de l'allele
Ala-MnSOD (rs4880) etait associée Avec une augmentation significative du risque de stérilite chez
les sujets infertiles (Faure et al., 2014). Des hommes infertiles avec des variantes CC SOD2 rs4880
ont montré un faible niveau d'activité de SOD (Yan et al., 2014). Chez la population chinoise, la

variante SOD2 Vall6Ala (rs4880) est associée avec un risque significativement plus élevé
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d’infertilité masculine, a des niveaux plus élevés de fragmentation de 'ADN du sperme et un faible
niveau d'activité du SOD (Yan et al., 2014 ; Ji et al., 2012).

Lorsque plusieurs variations des genes antioxydants ont été analysées, le PON1 Arg192Glu
(rs662) et SOD2 Vall6Ala (rs4880) ont été associés a un risque significativement plus élevé
d'infertilité masculine et de fragmentation de I'ADN des spermatozoides (Ji et al., 2012).

Dans des modeles de rats, il a été demontre que les SOD peuvent jouer un réle important
dans le développement des testicules et dans la spermatogenese. Les transcrits d’ARNm de SOD ont
été identifiés dans des testicules de rat et leur niveau le plus élevé a été détecté dans les tubules juste
avant la spermiation (Jow et al., 1993).

Dans un modele de Drosophile, des mutants masculins dépourvus de CuzZn-SOD (SOD1)
sont stériles, et le transgene d'un CuzZn-SOD bovin peut résister a son phénotype stérile (Reveillaud
et al., 1994). En outre, une altération accélérée des cellules durant la spermatogénese a été observe
chez les souris SOD1-knock-out sous contrainte thermique. Par conséquent, des perturbations
génétiques ou des polymorphismes fonctionnels dans les SOD1 et SOD2 peuvent conduire a une

spermatogenese défectueuse (Ishi et al., 2005).

Il existe trois isoformes de GPX, a savoir cytosolique, mitochondrial et nucléaire (Pushpa et
al., 1995). Dans un modele de souris, Le GPX4 cytosolique était essentiel pour le développement
embryonnaire et pour la spermatogenése (Pfeifer et al.,, 2001), et la suppression du GPX4
mitochondriale (MGPX4) a également causé l'infertilité masculine, ce qui a altérer la qualité du
sperme et a causer des anomalies structurelles sévéres (Schneider et al., 2009 ; Imai et al., 2009).
Une autre étude a suggéré que L'expression de phospholipides hydropéroxyde glutathion
peroxydase (PHGPXx), une sélénoprotéine appartenant a La famille des glutathion peroxydases, peut
étre associée a 1’oligoasthenozoospermie. Cependant, aucun polymorphisme GPX n’a été associée a

la stérilité masculine (Diaconu et al., 2006).

L'activité enzymatique catalase (CAT) a été démontrée d’étre associée a une faible qualité
du sperme (Sabouhi et al., 2015 ; Kawakami et al., 2007). Une étude a révele que le genotype
CAT-262T/T était négativement associé¢ a I’infertilit¢é chez les hommes infertiles idiopathiques
(Sabouhi et al., 2015).
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I.1. Présentation de I’étude et objectifs

Une des principales hypothéses actuelles concernant 1’étiologie de I’infertilit¢é masculine
idiopathique est une atteinte liée au stress oxydatif, des études récentes montrent qu’environ 30 a
40% des homes infertiles présentent des niveaux élevés d’ERO dans leurs plasma séminal, et des
niveaux remarquablement bas d’enzymes et de substances antioxydantes par rapport aux hommes
fertiles (Methorst et al., 2014).

En raison de la forte potentialit¢ d'interaction d’ERO avec le matériel génétique, les
polymorphismes dans les génes codant les enzymes antioxydantes peuvent jouer un réle important
pour les différences interindividuelles assurant 1’¢quilibre oxydatif et le maintien de 1’intégrité du
génome humain. Les polymorphismes génétiques aux niveaux des genes antioxydants ont été
impliqués dans la tendance au cancer, a la cataracte, a 1’Alzheimer, aux maladies
cardiovasculaires... etc. Plusieurs polymorphismes (citons a titres d’exemple ; 251A/G du géne
SOD1 (rs2070424), -21A/T dans le promoteur du gene CAT (7943316) et -198C/T du géne GPX1
(rs1050450)) causent des changements au niveau des activités de ces enzymes, ce qui peut entrainer
une protection réduite contre le stress oxydatif. Cependant, 1'effet de pleins d’autres variations sur
les activités enzymatiques et sur I’infertilité masculine n’est pas encore prouvé (Cebrian et al.,

2006 ; Mak et al., 2007 ; Tang et al., 2010).

Les variations génétiques dans les genes codant les enzymes SOD et CAT peuvent entrainer une
diminution ou des troubles d’expression ou de régulation de leur activité enzymatique, et par
consequence, altérer la chaine de détoxification des ERO. Donc, les variations génétiques au
niveau des enzymes qui protegent la cellule contre les oxydants peuvent moduler le risque de
plusieurs maladies sensibles aux stress oxydatif (Forsberg et al., 2001) y compris ’infertilité
masculine (Agarwal et al., 2015). Alors nous avons choisis ces deux SNPs pour investiguer dans
notre travail ; CAT-262C/T (rs1001179), SOD3362G/A (rs 77 2536512).

Aucune étude de ce type n’ayant été réalisé en Algérie, donc, il nous a semblé important
d’évaluer chez des hommes infertiles de la Région de Batna, le statut oxydatif séminal ( SOD, CAT,
GPX, MDA) et étudier des polymorphismes de simples nucléotides aux niveaux des génes codant la
SOD et la CAT, pour: i / essayer de déterminer dans quelle mesure un déséquilibre du statut
oxydatif peut contribuer dans I’occurrence de différentes anomalies spermatiques et dans la baisse
du potentiel de fertilité masculine, ii / essayer de chercher s’il existe un effet de CAT-262C/T (rs
1001179), SOD3 362G/A (rs 772536512) sur les activités enzymatiques et sur D’infertilité

masculine. Et cela dans le but de démontrer I’utilit¢ de 1’usage de ces marqueurs en clinique et
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prouver leurs importance dans 1’amélioration des outils de diagnostics et donc de traitement de ce

probléme de sante.

Dans ce contexte, les objectifs de notre travail ont été ;

» D’évaluer, dans le plasma séminal, un des principaux marqueurs de la peroxydation
lipidique et du stress oxydatif, le MDA, avec trois enzymes antioxydantes ; SOD, CAT et
GPX, afin de chercher des relations potentielles pouvant exister entre ces derniers et la
baisse de la fertilitt de I’homme, a travers les différents parameétres spermatiques
(concentration, morphologie, mobilité, viabilité...) ainsi qu’avec la fragmentation de I’ADN
des spermatozoides.

» D’étudier deux polymorphismes génétiques de type SNP (CAT -262C/T, SOD3 362 G/A,
pour déterminer une éventuelle association entre ces variations et les activités enzymatiques
concernées ainsi qu’avec les différents cas d’infertilit¢é masculine idiopathique inclus dans

notre étude.

Pour mieux cerner le probléme, il nous a paru nécessaire de fixer au préalable les objectifs

secondaires suivants,

» L’étude de différentes étiologies liées a I’infertilité masculine et la détermination de la
fréquence des perturbations spermiologiques rencontrées chez la population recrutée.

» L’évaluation de la fragmentation de I’ADN des spermatozoides, qui peut servir d’un indice
qui refléte le niveau des dommages oxydatifs et des atteintes spermatiques.

» Le screening genétique des micros délétions du chromosome Y chez les patients
azoospermiques, oligospermiques et oligo-asthéno-tératozoospermiques pour éliminer
I’implication de ce facteur causatif de I’infertilité.

» L’établissement d’un bilan hormonal pour éliminer les sujets présentant des pathologies

endocrines.
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1.2. Recrutement des cas et des témoins

Il s’agit d’une étude épidémiologique transversale de type cas témoin, qui a ciblé la
population de la région de Batna, le recrutement des malades et des témoins a été effectué au niveau
du CHU de Batna (services d’urologie et d’histologie) et de laboratoires d’analyses prives ; Elfarabi

et Gouaref, durant une période qui s’est étendue du mois de Mars 2013 au mois de Mai 2016.
1.2.1. Critéres d’inclusion

a. Les cas (infertiles)

Les hommes infertiles qui ont fait objet de notre étude ont été orientés par des médecins
urologues ou gynécologues en vue d’investigation d’une infertilité ou bien d’une stérilité du couple,

avec .

e Une incapacité de concevoir pour une période de 12 mois ou plus ;
e Un partenaire féminin considéré comme sain de toutes pathologies influencant leur
fertilité ;

e Une infertilité idiopathique, sans cause définit.

b. Les témoins (fertiles)
Les témoins ont été orientés pour effectuer des bilans de control, des spermo-cultures ou tout
simplement ont participé volontairement a 1’étude. Leur recrutement a été basé sur :
e Une santé évaluée comme optimale d’aprés un interrogatoire, un spermogramme et un
spermocytogramme normal;
e Une fertilité prouvée avec au moins un enfant déja né sans avoir des difficultés de concevoir

a nouveau.

1.2.2. Critéres d’exclusion
Afin d’éliminer I’implication de plusieurs parameétres sur le statut oxydatif et dans le but d’assurer
une santé optimale des témoins participant dans notre étude, nous avons exclus de 1’étude, les
témoins :

e Sous prise de médicaments, de vitamine et/ou antioxydants durant I’étude ;

e Qui présentent des antécédents d’infertilité;

e Apparentes entre eux ou avec les cas ;

e Agés de plus de 55 ans ;

g
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e Avec des maladies chroniques (Diabéte, hypo ou hypertension) ;
e Avec des infections ;

e Cancer des testicules ou de prostate.

Afin d’¢liminer les effets de plusieurs facteurs sur la fertilit¢ des hommes et sur leur statut oxydatif,

nous avons exclus de I’étude les cas ayant un/une combinaison des cas suivants :

e Une infertilité d’origine génétique (microdélétions du chromosome Y) ;
e Une infertilité¢ d’origine obstructive;

e Une Cryptorchidie ;

e Une infection et une leucocytospermie ;

e Une varicocele ;

e Une infertilité¢ d’origine immunologique;

e Prise de traitement hormonal, d’antioxydants ou vitaminothérapie ;

e Maladies chroniques ou cancer ;

e Age de plus de 55 ans.

Les cas ou les témoins exposés aux rayons X aux températures élevées et aux pesticides ont été

exclus de I’étude.

Apres une premicre étape de sélection, basée sur I’interrogatoire et ’examen physique, nous
avons choisi 256 hommes infertiles et 153 témoins fertiles, par la suite, une seconde étape de
sélection basée sur les résultats de spermogramme et de spermocytogramme, des dosages
hormonaux et du screening des microdélétions du chromosome Y a été adoptée. Les raisons de

I’exclusion apres la seconde étape de sélection sont présentées dans le tableau 5.

g
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Tableau 5. Raisons d’exclusion des cas infertiles et des témoins fertiles pour notre étude

Nombre de patients Raisons de I’exclusion

Les cas infertiles

30 Refus de signer le consentement

20 Prélévements biologiques insuffisants et/ou inadéquats
11 Bilans incomplets

12 Infection / Leucospermie

1 Microdelétions du chromosome Y

10 Raisons hormonales

4 Agrégation du sperme

Les témoins fertiles

5 Refus de signer le consentement

6 Prélevements biologiques insuffisants et/ou inadéquats
2 Infection / Leucospermie

9 Bilans incomplets

Compte tenu du contexte social de la région, du faible niveau de coopération des hommes, des
critéres d’inclusion et d’exclusion trés rigoureux et de la difficulté d’effectuer tous les prélévements
nécessaires pour nos analyses a la fois, la taille de 1’échantillon a été fixée arbitrairement au nombre
maximal atteint. Donc, au final, nous avons recruté 299 sujets de sexe masculin dont 168 cas

(hommes infertiles) et 131 témoins (hommes fertiles).

Les sujets infertiles et les témoins fertiles inclus ont tous signé un consentement éclairé
(Annexe 1) en vue d’utilisation de leurs prélevements pour nos analyses biologiques. Les
informations personnelles et médicales de ces participants ont été gardées anonymes et protégées
selon des précautions prises en fonction des principes cités dans la déclaration de Helsinki 1964 et

de ses modifications ultérieures. Tous les sujets ont fournis volontairement :

» Un interrogatoire détaillé, (Annexe2).
» Un prélévement de sang dans des tubes secs et sur différents anticoagulants ; héparine et
EDTA.

» Deux préléevements de sperme espacés de 2 mois.
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1.3. Recueil de sperme et examens spermiologiques

Le sperme est recueilli au niveau des laboratoires, obligatoirement par masturbation. Dans
des cas exceptionnels, il peut étre collecté a domicile mais le patient doit le transporter rapidement
pendant 1 heure aprés 1’¢jaculation sous une température de 20° a 37° C. Une abstinence sexuelle
fixée a 3 jours est nécessaire avant le prélevement. Tous les €jaculats doivent étre recueillis et
surtout la premiere fraction riche en spermatozoides. L’échantillon ensuite est maintenu dans une

température ambiante pendant 30 min pour sa liquéfaction spontanéee avant I’examen (OMS 2010).

1.3.1. Spermogramme

Le spermogramme est un examen qui permet d’évaluer plusieurs paramétres macroscopiques
(volume, agglutinats et pH) et microscopiques (mobilité, vitalité, concentration et dénombrement
des leucocytes) et de classifier ces parameétres en normaux ou pathologiques selon la derniere
édition de ’OMS (2010).

» Mesure du volume
Le volume de I’¢jaculat est déterminé en utilisant une pipette graduée, la mesure doit étre faite a

I’échelle de 0.1 mL. La valeur normale doit étre égale ou supérieur a 1,5 ml (OMS 2010).

» Mesure du pH

Le pH du sperme est évalué selon le protocole suivant : une goutte de sperme bien homogénéisé
est déposée sur une bandelette de papier pH pendant 20 a 30 secondes (la couleur doit étre
uniforme), puis la couleur obtenue est comparée a la gamme étalon de pH. Le pH doit étre mesuré

toujours au méme moment, dans I’heure qui suit I’éjaculation et doit &tre compris entre 7,2 et 8

(OMS 1999).

> Evaluation de la mobilité totale

L’évaluation de la mobilité totale a été effectuée selon le protocole suivant décrit par ’OMS
2010: une goutte de sperme de 10 pl est déposée sur une lame propre, puis recouverte a I’aide d’une
lamelle de 22 mm x 22 mm ce qui permet d’obtenir une préparation de 20 um d’épaisseur ; étape
trés important qui permet un mouvement libre des spermatozoides et permet aussi d’avoir une
image nette de la préparation car le poids de la lamelle étale 1’échantillon tout en permettant une
observation optimale au grossissement x40. On laisse les préparations se stabiliser puis on examine
la mobilité de 100 spermatozoides sur 5 a 10 champs de la premiére préparation. L’évaluation doit

étre répéter sur une seconde preparation et on calcule la moyenne des deux.
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Selon les critéres fixés par I’OMS (2010) ; dans chaque champ observé, la mobilité de chaque
cellule spermatique est évaluée « a », « b », « ¢ » ou «d » en fonction des criteres suivants :

» «a »rapide et progressif : trajectoires rectilignes, mouvement dit fléchant, <25um/S a
37°C ou >20um/S a 20°C (25um correspond a peu prés a cing longueurs de téte ou a la
moitié de la longueur du flagelle).

» «b » lent ou faiblement progressif : trajectoires rectilignes mais faible vitesse.

» « ¢ » mobile et non progressif : déplacement de moins de deux longueurs de la téte en
une seconde ou aucun déplacement avec oscillations de la téte sur place et/ ou simple
mouvements flagellaires.

» «d »immobile : aucun déplacement, téte et flagelle immobiles.

Le pourcentage total des spermatozoides mobiles (a+b+c) doit dépasser les 40% et le
pourcentage des spermatozoides mobiles progressifs (a+b) doit étre supérieur a 32%. En dessous de
ces valeurs, on parle d’une asthenozoospermie (OMS 2010).

» Evaluation de la vitalité par le test a I’Eosine-Nigrosine

La vitalité¢ des spermatozoides est estimée par I'évaluation de l'intégrité de la membrane
plasmique des cellules. La méthode utilisée est basée sur 1’exclusion d’un colorant vital par les
spermatozoides vivants, cependant le colorant pénétre dans les spermatozoides morts a membrane

altérés et ne ressort pas.

Cinquante pl de sperme sont prélevés et mélangeés avec le méme volume d’une suspension
d’Eosine-Nigrosine dans un micro tube, on agite soigneusement. Aprés 30 secondes, on réalise des
frottis a partir de cette préparation et on les examine sous microscope a un grossissement x100 a
immersion. 200 spermatozoides sur deux préparations différentes sont évalués pour bien déterminer

le pourcentage des spermatozoides vivants.

Le pourcentage total de spermatozoides vivants doit dépasser les 58%. En dessous de cette

valeur on parle d’une necrozoospermie (OMS 2010).
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» Mesure de la concentration des spermatozoides

La mesure de la concentration est realisée par un hémocytomeétre (le comptage se fait par
I’utilisation de la cellule de Malassez).

Cinquante pL de sperme sont Dilués, au minimum de 1/20°™. On introduit 10 pl de sperme
dilué par capillarité dans chacune des chambres de la cellule. Au moins 200 spermatozoides dans
chacune des 2 chambres de la cellule sont évalués et seules les spermatozoides complets sont

comptés (téte + flagelle).

La concentration des spermatozoides doit étre supérieure ou égale a 15 millions /mL si non on
parle d’une oligospermie (OMS 2010).

» Mesure de la concentration des cellules rondes et des leucocytes

La concentration des cellules spermatiques est estimée selon le méme principe de comptage de
spermatozoides. En comptant les spermatozoides, on fait le comptage (en méme temps) des autres
types cellulaires ayant sédimentées dans la chambre de la cellule de Malassez pour déterminer
leur concentration en million/mL. Ceux-ci comprennent les cellules épithéliales de I'appareil génito-

urinaire, ainsi que les leucocytes et les cellules germinales immatures.

1.3.2. Spermocytogramme

Le spermocytogramme, appellation wusuelle pour 1’analyse morphologique des
spermatozoides humains comprenant 1’évaluation du pourcentage des Spermatozoides
morphologiquement normaux et la détermination de 1’incidence des diverses anomalies
morphologiques.

La coloration utilisée est celle de Papanicolaou, cette technique donne une bonne coloration
des spermatozoides et d’autres cellules. Elle colore les régions acrosomiques et post-acrosomiques
de la téte, I'excés de cytoplasme residuel, la piece intermédiaire et la piece principale. Le protocole

utilisé pour réaliser le spermocytogramme est comme suit :

Une goutte de sperme est étalée sur une lame, puis laissée sécher. Le frottis est placé dans
I’alcool a 80%, a 70%, a 50% puis rincé a I’eau distillée. Apres séchage, la préparation est incubée
dans I’Hematoxyline pendant 3 min puis rincée par I’eau courante. Par la suite, une série
d’incubations dans différentes solutions est réalisée : dans la solution de Scott pendant 4 min, dans
I’alcool a 50% , 70%, 80% et 90% et en fin, dans I’EA-50d pendant 5 min. Dans une autre étape,

0
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la lame est immergée 5 fois dans ’alcool a 95 %, puis alcool 99.5% pendant 2 min. Aprés ¢a, le
frottis est immergé 3 fois dans le Xylol environ 2 min, plongé dans une solution de type histosol

pour quelques secondes, puis laissé sécher a 1’air libre pendant 12h a plat

L’observation microscopique se fait a un objectif x 100 a immersion, 200 spermatozoides
sont comptes et classifiés sur deux préparations différentes pour calculer la moyenne des formes

typiques et atypiques dans le frottis.

1.4. Dosages Hormonaux

Les dosages hormonaux ont été effectués au niveau du laboratoire de biotechnologie des
molécules bioactives et de la physiopathologie cellulaire et au niveau des laboratoires médicaux
privés (Gouaref et Elfarabi) a Batna.

FSH, LH, testostérone et prolactine ont été dosées a I’aide d’un automate ; le Mini Vidas
Biomérieux utilisant des Kits spécifiques pour chaque hormone, dont le principe se base sur
I’association de la méthode immuno-enzymatique sandwich a une détection finale en fluorescence
(ELFA).

Le plasma sanguin est prélevé puis transféré dans les puits contenant 1’anticorps anti-
hormone (FSH, LH, Prolactine, Testostérone) marqué a la phosphatase alcaline (conjugué). Le
mélange échantillon/conjugué est aspiré puis refouler plusieurs fois par le céne afin d’augmenter la
vitesse de réaction. Cette opération permet a 1’antigéne de se lier au conjugué formant ainsi un

sandwich. Des étapes de lavage sont effectuées pour éliminer les composés non fixés.

Lors de I’étape finale de révélation, le substrat (4-Méthyl-ombelliferyl phosphate) est aspiré
puis refoulé dans le cone ; I’enzyme du conjugué catalyse la réaction d’hydrolyse de ce substrat en
un produit (4-Méthyl-ombelliferone) dont la fluorescence émise est mesurée a 450 nm. La valeur du
signal de fluorescence est proportionnelle a la concentration de [’antigéne présent dans
I’échantillon. A la fin du test, les résultats sont calculés automatiqguement par 1’instrument par
rapport a une courbe de calibration mémorisée, puis imprimer. Pour chaque hormone, le dosage a

été répété deux fois.
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1.5. Etude du statut oxydatif du plasma séminal

1.5.1. Mesure de I'activité du Superoxyde dismutase

Le rble du superoxyde dismutase (SOD) est d’assurer la dismutation du radical superoxyde
toxique (02 °), produit au cours du stress oxydatif, en peroxyde d'hydrogene et en oxygéne
moléculaire. L’activité du SOD (E.C. 1.15.1.1.) dans le plasma séminal est mesurée par un dosage
colorimétrique. Nous avons utilisé la méthode colorimétrique disponible (RANSOD, Randox
Laboratories Ltd, UK ; Annexe 3) (Zelen et al., 2010).

» PRINCIPE
Cette meéthode utilise la xanthine et la xanthine oxydase pour générer des radicaux
superoxydes qui reéagissent avec l'acide 2- (4-iodophényl) -3- (4-nitrophényl) -5-phényl tétrazolium
(ILN.T) pour former un colorant formazan rouge. L'activité du SOD est alors mesurée par le degré
d'inhibition de cette réaction. Une unité du SOD est celle qui provoque une inhibition de 50% du

taux de réduction d’INT sous les conditions de I'essai.

> PROCEDURE

Le plasma séminal est décongelé, une dilution de 1/30 est préparée avec un tampon phosphate
(0.01 mol/L, pH 7,0). On ajoute 50 pL des échantillons dilués et des standards dans des tubes a
essais en verre. Apres, 1.7 mL du substrat mixte sont ajoutés a chaque échantillon et standard (S2-
S6), on vortex le tout et on ajoute de 250 pL de la xanthine oxydase a chaque échantillon et
standard (S2-S6). Le spectrophotometre doit étre Réglé a une longueur d'onde de 505 nm pour
effectuer une lecture de I'absorbance initiale (A1), puis de 1’absorbance finale (A2) aprés 3 minutes.
Le dosage etait realise a 37 ° C.

Le blanc a été préparé en mélangeant 0.05 ml de diluant, 1.7 mL de substrat mixte et 250uL de
la xanthine oxydase). Le tampon phosphate a été utilisé comme standard numérol. L'activité du
SOD a eté mesurée en utilisant la courbe d'étalonnage du pourcentage d'inhibition pour chaque
étalon par rapport au log10 et I'activité de la SOD a été exprimée en U / mL.

-
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courbe d'étalonnage de la SOD
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Figure 06. Courbe d’étalonnage de la superoxyde dismutase.
1.5.2. Mesure de I’activité du glutathion peroxydase

Le glutathion peroxydase est une enzyme antioxydante qui joue un rble central dans la
détoxification des peroxydes en utilisant la forme réduite de glutathion (GSH) comme donneur
d’¢lectrons (Fujii et al., 2005). Pour effectuer le dosage du GPX, nous avons utilisé la méthode

colorimétrique disponible sur le marché (RANSEL, Randox, Laboratories Ltd, UK) (Annexe 4).
» PRINCIPE

Le glutathion peroxydase (GPX) catalyse I'oxydation du glutathion (GSH) en hydroperoxyde de
cumene en présence de glutathion réductase (GR) et NADPH. En présence de glutathion-réductase,
le glutathion oxydé est immédiatement converti en forme réduite avec une oxydation simultanée de
NADPH en NADP”. La diminution de l'absorbance a 340 nm est mesurée (Paglia et Valentine

1967). Le principe de la réaction est le suivant:

2GSH + ROOH _®"* ROG + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H* ®R_ NADP* + 2GSH
> PROCEDURE

Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé la méthode Semi-micro, décrite dans le protocole

fournit avec le kit selon les etapes suivantes :
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On prend 0.05mL plasma séminal décongelé et on effectue une dilution avec 2 mL de I’agent
diluant. On place 20uL des échantillons dilué dans des tubes a essais en verre, on ajoute 1 mL du
réactif R1, puis 40 pL du réactif R2 (Cumenehydroperxyde) a chaque échantillon et on vortexe le
tout. Le spectrophotometre doit étre réglé a une longueur d'onde de 340 nm. On mesure
I'absorbance initiale (A1), et aprés 3 minutes on refait la lecture de I’absorbance finale (A2). Le
dosage a été réalisé a 37 ° C. Le blanc est préparé en mélangeant 0.02 mL de diluant, 1 mL du
réactif R1 et 40 uL de Cumene.

La concentration de glutathion peroxydase peut étre calculée a partir de la formule suivante:
[GPX] uA =8412 X AA 340nm /minute.

1.5.3. Mesure de Pactivité de la catalase

La catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) est une enzyme antioxydante qui joue un rble central dans la
défense primaire contre le stress oxydatif, elle catalyse la décomposition De ’H202 en 02 et
H20 (Kodydkova et a,. 2014; Saadat et al., 2014). L’activité séminale de la catalase a été mesurée

suivant la méthode colorimétrique décrite par Aebi (1984) et Hadwana et Hussein. (2016).

» PRINCIPE

Cette méthode utilise un facteur de correction (teste de contrdle) pour exclure l'interférence qui
résulte de la présence d'acides aminés et des protéines dans I'échantillon contenant la catalase.
L’absorbance du test de contréle concerne alors uniquement des composés d'interférence trouvés
dans le sérum. En soustrayant I'absorbance du test de contrdle a partir de I'absorbance des essais,
nous éliminons l'interférence de tout composé apte de réagir avec le molybdate d’ammonium tel
que les acides aminés ou protéines. Cela signifie que l'absorbance est liée uniquement aux produits
qui n'ont pas réagi au peroxyde d’hydrogéne, ce qui refléte avec précision 1’activité de la catalase
(Hadwana et Hussein 2016).

» PROCEDURE
Le tableau 06, explique le protocole detaillé du dosage de la catalase. Pour déterminer 1’activité de
la catalase, I’équation suivante est utilisée
2.303/t x [log S°/S-M] x Vt/Vs U/ mi ou
T: temps
S°: absorbance du standard

S : absorbance de 1’échantillon
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M : absorbance du control (facteur de correction)
Vt : volume totale de la réaction

Vs : volume du plasma séminal utilisé

Tableau 06. Procédure de dosage de la catalase.

Reéactifs Test Contrdle Standard Blanc
Plasma séminal 100uL 100uL _ _
Eau distillée _ 1000pL 100pL 1100pL
Peroxyde d’hydrogéne (20mM) 1000uL _ 1000uL _
Meélanger au vortex
Incubation 3min
Molybdate (32.4 mmol/L) imL imL imL _

Lecture spectrophotométrique a 374 nm a 37°C

1.5.4. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Les peroxydes lipidiques se désintégrent rapidement et forment des composés réactifs du
carbone. Parmi ceux-ci, le malondialdehyde (MDA) qui est l'un des sous-produits de la
peroxydation lipidique (LPO). Le MDA est un marqueur important pour le stress oxydatif, il est
largement étudié pour surveiller le degré des dommages causés par la LPO, plusieurs auteurs le
considérent comme un outil de diagnostic et d’analyse de I'étiologie de l'infertilité masculine
(Aitken et al., 1987; Laudat et al., 2002).

» PRINCIPE

La peroxydation des lipides a été mesurée en se basant sur la réaction de MDA avec de
I’acide thiobarbiturique (ATB) formant un complexe MDA-TBA fortement absorbé a 532 nm selon

la méthode décrite par Rao et al. (1989).

g
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» PROCEDURE

0.76 g de I’acide thiobarbiturique (TBA) est mélangé avec 100 mL d’eau distillée, on ajoute 0.5g
de ’hydroxyde de sodium (NaOH) et 100 mL de I’acide acétique glacial, on mélange le tout. 0.5
mL du melange précédent et 0.9 mL d’eau distillée sont ajoutés a 0.1 mL du plasma séminal. Le
mélange est placé dans un bain marie et laissé bouillir pour 45 min. On Refroidit le tout dans un bac
a glace puis on Centrifuge durant 10 min & 4000 t/min. L’absorbance du surnageant est mesuré a

I’aide d’un spectrophotometre a 534 nm.

La concentration du complexe est calculée selon 1’équation suivante :
MDA-TBA = Abx10% 10°xVs / (1.56 x 10°) xVt

Ab : absorbance de 1’échantillon ;

Vs : volume de I’échantillon ;

V1t : volume total

1.56*10° : coefficient de I’absorption molaire du complexe MDA-TBA .

1.6. Evaluation de la fragmentation de L’ADN spermatique

L’évaluation de la fragmentation de I’ADN spermatique a été effectuée a 1’aide d’un kit
(Halosperm kit, HalotechDna S.L, Spain) (Annexe 5). La méthode exploitée par ce Kit est basée sur
le test de la dispersion de la chromatine spermatique (SCD) (Fernandez et al., 2003). Ce kit donne
une possibilit¢ d’étudier les cellules spermatiques intactes non fixées sur un échantillon frais,

congelé ou dilué ce qui a été ideéal pour 1’état de nos échantillons.
» PROCEDURE

On effectue une dilution du sperme dans le PBS pour obtenir une concentration spermatique de
5-10 millions/mL. L’agarose est fluidifié par le placement des tubes Eppendorf dans un micro-onde

pour 5 secondes, aprés la dissolution totale, le tube est maintenu dans un bain marie a 37°C.

25L de I’échantillon dilué sont ajoutés au tube contenant 1’agarose et on mélange le tout. On
place 15 pL de la suspension sur la partie traitée de la lame et recouvrement avec une lamelle (la
préparation est gardée en position horizontale pour cette étape et toutes les autres qui suivent). La
lame est mise dans le réfrigérateur jusqu’a la solidification totale de 1’agarose, apres La lame est
ressortie du réfrigérateur et est retirée avec précaution tout en gardant la lame en position
horizontale. La préparation est ensuite immergée dans la solution dénaturante acide pendant 7 min,

incubée dans la solution de lyse pendant 25 min, et lavée ensuite a 1’eau distillé pour éliminer
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toutes traces des deux solutions précédentes. La lame est incubé dans de 1’éthanol a 70% pendant 2
min, a 90% pendant 2 autres min et en fin a 100% pour 2 min, puis laissée Séchée a I’aire libre. Une
coloration des lames est effectuee a I’aide du colorant Diff-quick pour la visualisation

microscopique a un grossissement X40.

On compte 200 spermatozoides et on doit les classifier en fonction de la présence/ absence et la

largeur de I’halo qui les entoure comme I’explique bien 1’annexe numéro 5.
I.7. Etude moléculaire
1.7.1. Extraction d’ADN a partir du sang total

L’extraction de ’ADN a été effectuée au niveau du centre de recherche en Biotechnologie a
Constantine (CRBT) en utilisant le “PureLink Genomic DNA Mini Kit” Thermo Fischer Scientific
(Waltham, MA, USA) (Annexe 6), c’est un kit qui permet une purification rapide et efficace de
I’ADN génomique. Le principe de ce kit est basé sur la liaison sélective de I'ADN génomique a une
membrane a base de silice en présence de sels chaotropiques. L'ADN isolé est d’une longueur de

20-50 kb et une quantité qui varie entre 3 a 10 pg pour chaque 200 ul de sang total.
a. Préparation du lysat

200uL de sang sont placés dans un micro tube stérile, on ajoute 200 pL de Protéinase K et 200
pL de RNase. On vortexe le tout puis on incube pendant 2 min a température ambiante. 200 pL de
tampon de lyse/liaison sont ajoutés aux tubes précédents suivis d’une homogénéisation vigoureuse.
On Incube le tube dans un bain marie a 55°C pendant 10 min, afin de promouvoir la dégradation
protéique et en fin, on ajoute de 1’éthanol a 100% au lysat et on vortex le tout jusqu'a I’obtention

d’une solution homogene.
b. Liaison de PADN / membrane de silice

Le lysat préparé préalablement est transféré a une colonne spin placée dans un tube de
collection, on centrifuge a 10.000 g pendant 1 min puis on éliminer le tube de collection et on le

remplace par un nouveau tube fourni avec le kit.
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c. Lavage de ’ADN

500uL de tampon de lavage 1 sont ajoutés a la colonne de silice, le tout est centrifugé a 10.000
g pendant 1 min, puis le tube de collection est éliminé et remplacé par un nouveau fourni avec le
kit. On ajoute 500 pL du tampon de lavage 2 a la colonne de silice et on centrifuge a une vitesse

maximale pendant 3 min. En fin, on élimine le tube de collection.
d. Elution de PADN

On ajoute un volume qui varie entre 25 et 200 uL (dans notre cas 100 pL) de tampon d’élution
génomique a la colonne spin, on place la colonne dans un micro tube stérile (1.5 mL), le tout est
incubé pendant 1 min a température ambiante puis centrifugé a une vitesse maximale pendant 1 min

(le tube contient I’ADN purifi¢).

Pour récupérer une quantité maximale d’ADN de la colonne, on a procédé a une deuxieme
élution dans un autre micro tube avec un volume plus faible de tampon (50 pL) et avec une

centrifugation pour plus d’une minute.

L’ADN isolé est quantifié et sa pureté est mesurée a 1I’aide d’un Nanodrop (les concentrations
ont été comprises entre 40 et 65 ng/pL). L’ADN est ensuite aliquoté dans des micros tubes, une

partie a été congelé a -20°c et une autre a été conservé a 4°C.

Pour notre étude, nous avons effectué une double extraction (2 x 200ul de chaque
échantillon) pour obtenir une quantité maximale d’ADN et pour €éviter toutes sortes d’imprévus vu
que les analyses moléculaires ont été réalisees ailleurs et I’ADN a été transporté a plusieurs reprises

pendant des heures sans congélation ce qui provoque des risques d’altérations.
1.7.2. Screening des microdélétions du chromosome Y

L’étude des microdélétions du chromosome Y a été effectuée au niveau du laboratoire de
génétique, département des sciences biologiques, faculté des sciences, université Elyarmouk, Irbid,
Jordanie. En utilisant le Y Chromosome AZF Analysis System (Promega, Madison, WI USA)

(Annexe 7), qui fournit une méthode de détection de la region AZF du chromosome Y humain.

Le systéme consiste en 20 paires d’amorces qui sont homologues a des sites STS (sequence-
tagged sites) (figure 07), précédemment identifiés et cartographiés. Ces amorces amplifient de
courts segments d’ADN non polymorphes du chromosome Y, lorsqu’ils sont utilisés dans des

réactions de polymeérisation en chaine. Les amorces utilisées par le kit ont été combinées en cing
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jeux de Multiplex Master Mix en vue de leur utilisation dans la PCR multiplexe. Ceci permet de
déterminer la présence ou 1’absence des 20 STS en effectuant simultanément cing amplifications de

PCR selon le protocole décrit dans la figure 8.
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Figure 07. Schématisation des principaux STSs analysés des régions AZF a,b et ¢ par le kit AZF
Analysis System (AZF Analysis System technical manual, Promega, Madison, USA).
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Figure 8. Représentation schématique du protocole d’analyse des microdélétions du chromosome Y
(AZF Analysis System technical manual, Promega, Madison, USA).

La figure 8 montre le protocole d'installation de la PCR multiplexe. Dans cette Procédure,
les échantillons d'/ADN sont placés dans des tubes de reaction. Séparément, La taqg ADN
polymérase est ajoutée a chacun des mélanges contenant le multiplex master mix. Puis ce dernier
est ajouté au tube de la réaction contenant I'échantillon d’ADN. Chaque échantillon d’ADN est

analysé a l'aide des cing mélanges multiplexes (A, B, C, D et E).

Des réactions d'amplification utilisant le contréle positif de L'ADN Génomique, fournit
avec le kit, ont été toujours exécutées en paralléle avec les échantillons. Son amplification devrait

toujours produire les produits d'amplification attendus.

Une réaction d'amplification d’un contrdle négatif devrait également étre exécutée
parallelement aux échantillons pour vérifier que les réactifs ne sont pas contaminés par I’ADN.
L'amplification par PCR d'un controle sans ADN ne devrait donner lieu a aucun produit

d'amplification.

Tableau 07. Composition du mix PCR pour le screening des microdélétions du chromosome Y.

Mix Volume /tube de PCR (25%pl)
Multiplexe master mix/ Gotaqg ADN polymérase 20 pL
ADN génomique double brin 5uL

Tableau 08. Conditions de la PCR multiplexe.

Etape Temps Température °c Nombre de cycles
Dénaturation initiale 5 min 93 1
Dénaturation 60 s 93 40
Hybridation 30s 56 40
Elongation 30s 72 40
Elongation finale 5 min 72 1

Les produits obtenus de chaque multiplexe mix ont subi une migration par électrophorése
sur gel d’agarose (4%) immergé dans un tampon TBE (1X); (10.9 g/L Tris-HCI, 5.56¢/L acide
Boric, 0.93g/L EDTA.Na, complétant le volume a 1 litre avec de 1’eau distillée ; pH 8.0) qui

g
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contient 0.5ug/ml de Bromure d’Ethidium. La migration a été faite a 90V pendant 2h et le géle a été

finalement visualisé sous UV.

La longueur des fragments est estimée par rapport a un marqueur de taille de 50 pb et
I’indentification des bandes est faite en présence de contréles positifs (fournit avec le Kkit) et
négatifs (free nucléases H,0O). Les résultats ont été notés dans des tableaux précisant

I’absence/présence de chaque STS pour tous les échantillons testés (figure 09).

Multiplex A Master Mix Samples (+/-)
5TS Locus Product Size (bp) | Map Position
SY254 DAZ 380 18
SY157 DYS20 0 20
SY81 DYS271 i 2
SY130 DYS521 173 11
SY182 (ALY 125 5
SMCX 5 Control
Multiplex B Master Mix Samples (+/-)
5TS Locus Product Size (bp) | Map Position
SYFR3 SMICY 362 7
SY127 DYSM8 274 9
SY242 DAZ 33 16
SY28 DAZ 140 17
SMICK 83 Control
Multiplex C Master Mix Samples (+-)
STS Locus Product Size (bp) | Map Position
SY128 DYSN9 228 10
S¥121 DYs212 190 L]
S¥145 DYF5151 143 14
SY255 DAZ 124 19
SMCX 5 Control
Multiplex D Master Mix Samples [+/=)
5TS Locus Product Size (bp) | Map Position
5Y133 DYSx23 177 12
SY152 DYS236 125 15
51124 DYSN5 1@ 8
SMCX 83 Control
Multiplex E Master Mix Samples (#-)
STS Locus Product Size (bp) | Map Position
ZFX/ZFY 49 Control
SY14 SRY 400 1
SY134 DyS24 Ric) 13
SY86 DYS148 32
SY84 DYS273 177 4

Figure 9. Tableaux notant I’absence/présence de chaque STS pour tous les échantillons testés.
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1.7.3. Analyse du polymorphisme CAT-262C/T (rs1001179)

Le génotypage de CAT-262C/T (rs1001179) a été effectué par la méthode de PCR a alléle
specifique (AS- PCR) comme le décrit Khodayari et al, (2013).

Tableau 09. Sondes utilisés pour le génotypage de CAT-262C/T.

Sens sauvage 5-GCCCTGGGTTCGGCTATC-3'
Sens mutée 5-GCCCTGGGTTCGGCTATT-3
Anti sens 5-GGTTTGCTGTGCAGAACACT-3’

Tableau 10. Composition du mix PCR pour le génotypage de CAT-262C/T.

Mix Concentration/ Mix 1 Concentration/ Mix 2 Volume pul / tube PCR
Ampligon master

mix (Promega) 1X 1X 12.5
Sonde sauvage

sens (Gene link USA) / 0.3 uM 1.5
Sonde mutée sens

(Gene link USA) 0.3 uM / 1.5
Sonde anti sens

(Gene link USA) 0.3 uM 0.3 uM 1.5
H20 nucléase

free (Biolabs) / / 8
MgCI2 (Biolabs) 0.35 uM 0.35 uM 0.5
ADN 40 ng 40 ng 1

Tableau 11. Conditions de la PCR Pour le genotypage de CAT-262C/T.

Etape Temps Température °c Nombre de cycles
Dénaturation initiale 5 min 95 1
Dénaturation 30s 95 38
Hybridation 30s 62 38
Elongation 30s 72 38
Elongation finale 5 min 72 1

Les produits obtenus de chaque mix ont subi une migration par électrophorése sur gel
d’agarose (2%) immergé dans un tampon TBE (1X) ; (10.9 g/L Tris-HCI, 5.56g/L acide Boric,

g
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0.93g/L EDTA.Nay, complétant le volume a 1 litre avec de 1’eau distillée ; pH 8.0) qui contient
0.5pg/ml de Bromure d’Ethidium. La migration a été faite a 100V pendant 2h et le géle a été

finalement visualisé sous UV.

La longueur des fragments est estimée par rapport a un marqueur de taille de 100 pb et
I’indentification des bandes est faite en présence de contrbles positifs et négatifs. Apres
visualisation ; un fragment d’une longueur de 340 pb a été obtenue a partir des 2 mixes  si
I’échantillon est hétérozygote CT, uniquement a partir du mix sauvage si le génotype est

homozygote sauvage CC et uniquement du mixe muté si le génotype est homozygote muté TT.

1.7.4. Analyse du polymorphisme SOD3 362G/A (rs 77 2536512)
» Génotypage de SOD3 362G/A

La détection du polymorphisme de SOD3G362A a été réalisée par une PCR-RFLP. Les sondes
ont été créées spécifiquement pour la premicre fois a I’aide de la base de donnée NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), le site Filter DNA bioinformatic

(http://www.bioinformatics.org/sms2/filter_dna.html ) et le IDT integrative DNA technologie

(https://eu.idtdna.com/pages/scitools ). Le choix des sondes a été confirmé sur le site prime 3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ ).

Ces deux sondes ont été obtenues et ont donné des amplifications optimales.
Sens : 5°- ATCCGAGACATGTACGCCAA -3’
Anti sens : 5°- AAGCTGCCGGAAGAGGAC -3’

Tableau 12. Composition du mix PCR pour le génotypage de SOD3 362G/A.

Mix Concentration/ tube de PCR Volume pl /tube de PCR (25%pl)
Ampligon master mix 1X 12.5

Sonde sens 0.16 uM 0.8

Sonde anti sens 0.16 uM 0.8

H20 / 7.65

DMSO 0.35 uM 0.75

ADN 40 ng 1

-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.bioinformatics.org/sms2/filter_dna.html
https://eu.idtdna.com/pages/scitools
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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Tableau 13. Conditions de la PCR pour le génotypage de SOD3 362G/A.

Etape Temps Température Nombre de cycles
Dénaturation initiale 5 min 95 1
Dénaturation 30 sec 95 40
Hybridation 30 sec 65 40
Elongation 30 sec 72 40
Elongation finale 5 min 72 1

» Digestion Enzymatique

L’enzyme Utilisée est ’endonucléase BSSHII, elle possede un seul site de restriction pour le
fragment amplifié. Cette enzyme a été choisie et utiliser pour la premiére fois dans notre travail

pour I’étude de ce polymorphisme en particulier (SOD3 362G/A).

Dans des tube a PCR, nous avons mis 0.5 pL (soit 10U/uL) de I’enzyme BSSHII, 2.5 pL du

tampon R et 22 pL du produit amplifiée pour obtenir un volume final de 25 pL par réaction. La
réaction est incubée a 37°C pendant 16h.

» Electrophorése
20 pL de produit de digestion sont déposés dans un puits sur le gel d’agarose a 3%, une
migration électrophorétique est effectuée a 100 V pendant 2h, et en fin, les bandes obtenues sont
révélées sous UV.
Les produits de la digestion enzymatique sont visualises sur gel d’agarose (3%) avec 0.5ug/mL
de Bromure d’Ethidium dans un tampon TBE 1X (10.9 g/L Tris-HCI, 5.569/L acide Boric, 0.93g/L
EDTA. Na,, complétant le volume a 1L avec de I’eau distillée ; pH 8.0).

Tableau 14. Génotypes et longueurs de fragments obtenus apres digestion enzymatique avec
I’endonucléase BSSHII.

SOD Génotype Longueur du fragment
Homozygote sauvage GG 91+70
Homozygote muté AA 159
Hétérozygote GA 159+91+70

0
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1.8. Analyse statistique

Les analyses statistiques sont effectuées avec les logiciels ; IBM SPSS20 pour Windows et
le GraphPad Prism 5.

Les différences entre les moyens des deux variables continues sont évaluées par le test t de
Student. Le test 2 est utilisé pour les variables qualitatives, pour évaluer la distribution des
génotypes et calculer les fréquences alléliques des polymorphismes étudiés et si les SNPs étudiés
sont dans 1’équilibre de Hardy Weinberg (HWE).

La corrélation de Pearson est utilisée pour rechercher des associations possibles entre les
différents parametres spermatiques, la fragmentation de I’ADN et les activités enzymatiques
étudiées ainsi qu’avec le taux de MDA. L'association entre I’infertilité masculine et les génotypes
étudiés est estimée sur la base d'un rapport de probabilité (OR) et d'un intervalle de confiance (IC) a
95% en utilisant une analyse de régression logistique multi-variée. La valeur de P < 0,05 est

considéreée statistiquement significative.

Les différences de concentrations seminales de CAT et SOD entre les porteurs des trois
génotypes a été analysée par ANOVA suivie du test de Tukey aprés avoir testé la normalité et
I'nomogeénéité de la distribution des variances dans les trois groupes en utilisant le test de Leven (P
= 0,691, P = 0.241 respectivement).
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Une partie de ce travail a fait I'objet d'une publication : Nour El Houda Bousnane, Sadiq
May, Mouloud Yahia & Abed Alkarem Abu Alhaija (2017) Association of CAT-262C/T with the
concentration of catalase in seminal plasma and the risk for male infertility in Algeria. Systems
Biology in Reproductive Medicine 63 (5) : 303-310. (Annexe 8).

11.1. Caractéristiques générales de la population étudiee

Au cours de cette étude épidémiologique transversale de type cas témoin, différents aspects
cliniques, physiopathologiques et génétiques de I’infertilit¢ masculine ont été étudiés. Ainsi,
plusieurs facteurs de risques potentiels pouvant contribuer & une baisse de la fertilité naturelle de
I’homme ont été analysés et & plusieurs niveaux ; démographique, biochimique, cytologique et

moléculaire.

Notre échantillon comprend 299 sujets (168 cas et 131 témoins), I’age moyen des cas est de
36.51+6 .172 ans avec des extrémes allant de 27 & 54 ans, cependant 1’dge moyen de la population
témoin est de 36.36+6.842 ans avec des extrémes allant de 23 a 50 ans. 1l n’y a pas de différence
significative entre la distribution de 1’age des deux groupes étudiés (p =0.778) (tableau 15). Ce
résultat est expliqué par le mode de recrutement de la population étudiée qui a sélectionné une forte
proportion d’hommes jeunes (la plupart de nos sujets se situent dans une tranche d’age de 30 ans a
40 ans, ce qui correspond bien a la classe d'age ou la majorité des couples désirent concevoir un
enfant, mais aussi a la classe d'age ou il est encore peu probable de déceler des modifications au

niveau des parametres spermiologiques et de statut oxydatif liées a ce facteur.

L’absence de différence d’age entre les deux groupes est en faveur du type de notre étude
qui nécessite d’étre en possession d’un nombre de patients atteints de la pathologie a étudier
(infertilité masculine), et un nombre proche de témoins (sains). Ces deux cohortes «cas » et «

témoins » doivent étre les plus possibles similaires aux niveaux de 1’age.

Des résultats proches ont été signalés par Haiba et al. (2014) qui ont mené une étude a
Oran, ou ils ont trouvé que I'age moyen du groupe infertile idiopathique et le groupe témoin était
respectivement, 31,03 + 4,94 et 31,30 = 3,95 ans. De ce fait, les différences entre les groupes
n'étaient pas statistiguement significatives. De méme, Boushaba et belaloui (2015) ont noté une
moyenne égale a 37.50 + 0.88 ans chez des hommes infertiles candidats de I’injection intra

cytoplasmique au niveau de la wilaya de Constantine. Par contre, une autre étude menée a Oran par




Chapitre II. Résultats et discussion

Fizazi et al.(2015) a signalé que 1’dge des hommes infertiles est de 40.39 £7.59 ans, une moyenne

bien supérieure a celle que nous avons noté.

Tableau 15. Caractéristiques générales de la population étudiée.

Caractéristiques Cas (n=168) Témoins (n=131) P
Age (Années)
(Moyennex SD) 36.51+6 .17 36.36+6.84 0.778
BMI (Kg/m?)
(Moyenne + SD) 25.84+4.05 27.160+3.42 0.003
Cigarette
Oui (n) 76 59 <0.001
Non (n) 92 72
Type de I’infertilité
Primaire  (n) 133

(%) (79.16%) /
Secondaire (n) 35

(%) (20.84%) /
Durée de I’infertilité 3.77 £2.60 / /
(Moyenne £ SD)

P significatif quand <0.05

Les cas inclus dans cette étude proviennent tous de la région de Batna et ses environs (les
Aures), et cela pour éeliminer toute implication des facteurs géographiques et/ou ethniques sur les

résultats de I’étude et pour respecter le contexte d’une étude cas témoin.

Nous avons recensé 133 sujets qui présentent une infertilité primaire et 35 sujets qui
présentent une infertilité secondaire soit des pourcentages respectifs de 79.16% et 20.84%. Le taux
des cas consultants pour une infertilité primaire est presque quatre fois plus élevé que celui des
consultants pour une infertilité secondaire. Ce constat est similaire que celui rapporté a Oran par
Fizazi et al. (2015) qui ont trouvé que 82% des cas sont des infertiles primaires. Ce pourcentage
important peut étre expliqué par la tendance des hommes n’ayant jamais d’enfants a s’ inquiéter plus

et a consulter plus fréquemment que les autres pour traiter leurs infertilités.

La durée moyenne de I’infertilité de notre échantillon est de 3.77 £2.60 ans, une durée qu’on
peut classer comme courte, ce qui reflete une amélioration de la psychologie des hommes infertiles

envers ce probléme et une progression dans la capacité a assumer leurs infertilités et & consulter un
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médecin dans des délais plus au moins courts. Dans le Nord Ouest Algérien Fizazi et al. (2015) ont

noté une durée d’infertilité de 5.20+ 3.75 ans, une moyenne supérieure a celle de notre échantillon.

11.2. Résultats de I’étude cyto-spermiologique et de I’intégrité de I’ADN spermatique

Tableau 16. Caractéristiques spermiologiques des sujets malades et des témoins.

Parametres Cas (n=168) Témoins (n=131) P

Ph 7.50£0.10 7.66 £0.21 0.563
Volume (mL) 3.38£1.46 4.05+1.39 <0.001
Mobilité (%) 36.54+ 27.68 61.77 + 18.09 <0.001
Vitalité (%) 43.17+ 27.78 61.78 £ 18.35 <0.001
Concentration (10%/mL) 31.17+ 38.57 42.48 + 27.73 0.005
Morphologie typique (%) 14.09 £ 11.82 32.12+£9.72 <0.001
Leucocytes (10%/mL) 0.66 £0.12 0.52 £.011 0.427
fragmentation d’ADN (%) 22.04+ 11.49 18.82 + 4.06 0.002

P significatif quand <0.05

Une série de comparaisons entre les différents paraméetres déterminant la qualité spermatique
des cas et des témoins a été réalisée, aussi le taux de fragmentation de I'ADN spermatique des

sujets infertiles et des témoins fertiles a été analysé (tableau 16).

Concernant les paramétres macroscopiques, le volume moyen de sperme chez les hommes
infertiles est de (3.38+1.46 mL), le groupe control présente un volume moyen de (4.05+1.39 mL), il
existe une différence significative entre les deux groupes (p < 0.001), mais les valeurs restent dans
les normes de I’OMS 2010. Par contre, il n’y a aucune différence entre le PH du sperme des

hommes infertiles et des témoins fertiles (p= 0.234).

Selon les résultats de comparaison des paramétres microscopiques, et a 1’exception du
pourcentage des leucocytes (0.66+0.12 vs 0.52+0.11 10%mL p=0.427), tous les paramétres
spermiologiques testés montrent des différences significatives entre les hommes infertiles et les

témoins fertiles (p<0.05).

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés sur la population Oranaise, ou la
concentration de spermatozoides, le pourcentage de la mobilité, le pourcentage de formes normales
et le volume dans le groupe infertile étaient significativement plus faibles que dans le groupe
témoin Haiba et al. (2014). Les valeurs signalées par cette étude sont trés comparables aux notres,

sauf le pourcentage de spermatozoides morphologiquement normaux, qui a été supérieur que celui

-
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de notre échantillon, que ce soit pour le groupe infertile (50.05£18.15 vs 14.09 + 11.82 %) ou le
groupe témoin (59.16+7.65 vs 32.12 £ 9.72 %).

D’autres chercheurs se sont aussi intéressés a la comparaison des profils spermiologiques
entre les deux groupes dans différents pays, Wijeratna et al. (2005) ; colagar et al. (2009) ;
Marbut et al. (2011) et Fahmida (2014), ils ont signalé que la concentration des spermatozoides,
la mobilité, le pourcentage de formes typiques, et le volume chez le groupe infertile étaient

significativement plus faibles par rapport aux témoins, ce qui est en accord avec nos résultats.

Par contre, I’étude de Boushaba et Belaloui (2015), sur des hommes infertiles candidats de
I’injection intra cytoplasmique au niveau de la région de Constantine, a rapporté des valeurs
différentes. Le volume moyen était 2.85+0.26 mL, la concentration spermatique était 15.46+15.02x
10° /mL, la mobilité des spermatozoides était 46.14%z+3.27% et en fin, 50% des patients infertiles

avaient 30% ou plus de SPZ avec morphologie normale.

A partir de ces résultats, les paramétres spermatiques de notre population sont au méme
niveau que ceux dans différentes régions Algériennes et méme dans d’autres pays que ce soit pour

le groupe des hommes infertiles ou pour le groupe témoin.

Chez notre groupe infertile, le pourcentage de spermatozoides a ADN fragmenté est de
22.04+ 11.49 %, alors que chez le groupe témoin, il est de 18.82 + 4.06%. La différence entre les

deux groupes est hautement significative (p = 0.002).

Dans 1’étude de Boushaba et Belaloui (2015), tous les patients infertiles avec des profils
spermiologiques anormaux ont présenté des taux élevés de la fragmentation de I’ADN (DFI >18),
ce qui indique que des pourcentages importants de fragmentation d’ADN des spermatozoides est

souvent liée a une infertilité couplée aux deéfauts des parametres spermatiques.

Certains auteurs ont signalé que l'intégrité de I'ADN du sperme est significativement
associée a la réussite d’achever une grossesse (Collins et al., 2008). Par ailleurs, Tandara et al.
(2014) ont montré qu’une valeur DFI de <28% dans le test Halosperm peut étre un bon parametre
pronostique d’achever une grossesse et la méme chose pour une Valeur de DFI de < 30% dans le
test SCSA rapporté par Evenson et al. (1999).
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L'ADN du sperme est I'ADN le plus compact subissant de nombreuses modifications
epigénétiques dans la structure de la chromatine pendant la spermatogenése (Ward et Coffey
1991). Tous ces stades de réorganisation Assurent la protection de la chromatine spermatique
pendant la transmission a travers 1’appareil reproducteur masculin et féminin (Sakkas et al., 1999).
Etant donné que I'ADN du sperme contribue avec 50% au génome du zygote, I’intégrit¢ de I'ADN
d'un spermatozoide fertilisant est essentielle pour assurer une fertilité optimale et un développement
embryonnaire normal et sain .L'intégrité de I'ADN du sperme est donc un parametre important du
potentiel reproducteur masculin et de la qualité du sperme (Agarwal et Allamaneni 2004).

Les origines des dommages de I'ADN des spermatozoides éjaculés, sont un remodelage de
la chromatine par la topoisomérase, le stress oxydatif et I'apoptose. La fragmentation de 'ADN du
sperme peut apparaitre a la suite d'un ou d'une combinaison de ces différents mécanismes (Aitken
et De luliis 2010). 1l a été prouvé que 'ADN endommagé a une influence sur la fertilité naturelle et
méme sur les cycles de procréation médicalement assistée (Larson et al., 2000 ; Spano et al.,
2000).

La majorité des cas d’infertilit¢ de notre échantillon (84.53% des hommes infertiles) est
témoignée par une diminution de la qualité du sperme, non pas seulement de la concentration des
spermatozoides, de leur vitalité et du pourcentage de la motilité, mais également de la morphologie

de spermatozoides est remarquée.

Les résultats de spermogramme et de spermocytogramme révélent que parmi les 168
hommes infertiles recrutés, uniquement 15.47% patients sont normozoospermes (n=26), le reste
présentent des cas pathologiques différents; 16.66% azoospermes (n=28), 12.5%
asthénozoospermes (n=21), 15.47% necrozoopermes (n=26), 10.71% oligozoospermes (n=18) et
29.16% oligo-asthéno-tératozoospermes (n=49) (figure 10). Ces patients sont classés en fonction

des anomalies détectées lors d’analyses spermiologiques, tout en suivant les critéres de 'OMS 2010.

L’analyse de distribution des fréquences de différentes anomalies spermatiques montre que
I’oligo-asthéno-tératospermie est la plus rencontrée avec une fréquence de 29.16%. Cette valeur est
proche a celles rapportée par Ounis (2014) dans la région de Constantine qui a déclaré un
pourcentage de 25,7%. L’asthénozoospermie dans notre étude présente un tau de 12.5%, un
pourcentage bien inférieur que celui de 1’étude d’Ounis (2014) qui a trouvé 20,5% de cas

présentant cette anomalie.
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Dans notre échantillon, la normozoospermie représente 15.47% du groupe infertile, ce
pourcentage est inférieur a celui rapporté par Fizazi et al. (2015) qui ont noté 29% des cas infertiles

avec spermogrammes et spermocytogrammes normaux.

Tous les témoins présentent bien évidemment des profils spermiologiques normaux, mais
qui restent quand méme bas par rapport aux normes de I’OMS, ce qui reflete une diminution
globale de la qualité de sperme chez notre population et dans différents pays. Cette diminution est
devenue une préoccupation mondiale, plusieurs auteurs ont lié la degradation de la qualité de
sperme chez ’homme au mode et au régime de vie, a I’utilisation des différentes technologies

modernes comme le téléphone portable, a la pollution et surtout au stress oxydatif (OMS 2010 ;

Agarwal et al., 2011 ; Agarwal et al., 2014).
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Figure 10. Distribution des sujets infertiles selon les cas pathologiques de spermogramme et de

spermocytogramme.

111.3. Résultats de I’étude des profils hormonaux

Nous avons effectué une exploration hormonale chez tous les sujets infertiles et les témoins
fertiles, elle comprend un dosage de FSH, de LH, de testostérone et de prolactine. Cette exploration
de premiére ligne est essentielle car elle permet de dépister des atteintes primitivement testiculaires
(insuffisances testiculaires primitives, ITP) responsables d’azoospermie, d’oligospermie ou d’OAT.
Un grand nombre d’ITP se traduisent en effet par une élévation anormale de la FSH, ce qui permet
déja de préciser le niveau testiculaire de I’atteinte et d’écarter les causes pré et post-testiculaires

(Young 2016). Ces dosages hormonaux nous ont aussi permis de dépister de facon efficace les
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hypogonadismes hypogonadotropes (HH) (Salenave et al., 2012 ; Boehm et al., 2015). Dans les
HH avec oligospermie ou azoospermie, la formule hormonale a été souvent caricaturale et associe
une baisse simultanée, nette, a la fois de la FSH, de la LH et de la testostérone. Dans ce cas, les

dosages précédents ont été complétés par un dosage de la prolactine (Young 2016).

Tous les sujets avec des profils hormonaux pathologiques, qui révélent des insuffisances
testiculaires ou des HH, ont été exclus de 1’étude (10 cas). Les patients inclus présentent des

variations dans les taux des hormones mais qui restent dans les normes de I’OMS (2010).

Les figures (11, 12, 13, 14) montrent les niveaux d’hormones de tous les sujets inclus dans
cette étude ; 168 infertiles et 131 témoins. Les niveaux de FSH et de LH sont significativement plus
élevés chez les cas infertiles par rapport aux témoins fertiles (9.61+£3.11 vs 5.65+2.33 et 5.34+2.49
vs 4.13+1.70 mU/mL p <0.001). Cependant, pour la testostérone, elle présente des niveaux plus
élevés chez le groupe témoin par rapport aux cas (5.47+2.69 vs 7.23+3.21 ng/mL, p <0.001).
Concernant les niveaux de la Prolactine aucune différence n’est observée entre les deux groupes
étudiés (15.84+3.95 vs 14.92+5.94, p= 0.109).

Nos résultats concordent avec ceux déclarés par Chellat (2013) a Constantine, qui a noté
que les niveaux de FSH et de LH sont significativement plus élevés chez les infertiles que chez les
hommes fertiles (14.34 £4.27 vs 5,48 + 1,66 mU/mL, p= 0,001 et 8,03+ 2,58 vs 4,91+ 1,27
mU/mL , p 0,005 respectivement). Le taux de testostérone est plus faible chez le groupe infertile
par rapport aux groupe fertile (3,13+ 1,13 vs 7,47+ 1,74 ng/mL, p= 0,006). Chellat (2013) a aussi
signalé une différence au niveau des taux de FSH et de LH, mais les valeurs déclarées par cette
étude sont supérieurs a celles que nous avons notées. Cela peut étre expliqué par le fait que cette

derniere a inclus exclusivement des infertiles azoospermes et oligozoospermes.

Ces résultats sont aussi en accord avec ceux de Wijeratna (2005) qui a déterminé 1’effet
des hormones de la reproduction sur la qualité des spermatozoides chez des hommes qui cherchent
un traitement de [l'infertilité. L’auteur a signalé des niveaux seriques de FSH et LH
significativement plus élevés chez la population infertile et des taux de Testostérone
significativement plus faibles chez les sujets malades par rapport aux sujets sains. Il n’a pas trouvé
une différence dans les niveaux moyens de PRL entre les deux groupes. Kosar et al. (2010) ont aussi
rapporté une différence significative des moyennes de FSH, LH en comparant des hommes fertiles et

infertiles. Par contre, Antonio et al. (2009) n’ont trouvé aucune différence entre les taux de FSH,
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LH et Prolactine entre des hommes soufrant d’une infertilité de différentes origines et des témoins

fertiles.

L’étude menée en Tunisie par Moez et al. (2015) a montré une différence dans les taux de
FSH entre des hommes infertiles et des témoins fertiles, les valeurs des dosages étaient
respectivement ; 14.52 +11.05 vs 7.22+3.14 U/mL, Par ailleurs, aucune différence des niveaux de

LH n’a été déclaré.

Des études menées par Balkans et al. (2008) et par Wang et al. (2010) ont également
montré un taux plus élevé de FSH et de LH chez les hommes atteints d'insuffisance spermatique

sévere.

Peu d’études se sont intéressées a I’exploration de la prolactine dans 1’infertilité masculine et
le r6le physiologique de la PRL dans cette pathologie n’est pas bien établis, mais 1’effet de
I’hyperprolactinemie est bien démontré (Aleem et al., 2005), elle affecte le liquide séminal a travers
différents mécanismes causant 1’arrét de la spermatogenése et des défauts de la mobilité et de

morphologie des spermatozoides (Antonio et al., 2009).
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11.4. Résultats de I’évaluation du statut oxydatif du plasma séminal

Tableau 17. Activités séminales des enzymes antioxydantes et du MDA des cas et des témoins.

Parameétres Témoins (n=131) Cas (n=168) P
Moyennex SD Moyennex SD
SOD (U/mL) 156.33 £49.46 83.37+ 34.86 <0.001
CAT (U/mL) 17.61+4.48 12.58 + 5.64 <0.001
GPX (U/L) 2400.82 + 849.37 2106.71 + 757.98 0.02
MDA (nmol/mL) 1.620 +0.53 1.795 £ 0.60 0.007

P significatif quand <0.05

Nos résultats montrent que I'activité du SOD dans le plasma séminal est fortement diminuee
chez les hommes infertiles par rapport aux témoins fertiles (tableau 17), ce qui est en accord avec

les résultats de plusieurs auteurs (Murawski et al., 2007; Zelene al., 2010; Ramya et al., 2011 ; El

g
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Azzawie et al., 2014) et confirme le r6le important de cette enzyme dans le maintien du potentiel de
fertilité chez I’homme. Cependant, peu d'auteurs n'ont signalé aucune différence dans 1’activité du
SOD entre les infertiles et les témoins fertiles (Zini et al., 1993 ; Tavilani et al., 2008; Vinita
2013).

Le tableau 17 montre 1’existence d’une différence significative de I’activité du GPx entre les
deux groupes. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Al-Azzawie et al. (2014) qui
ont constaté que l'activité du GPX était plus faible dans le plasma séminal du groupe infertile que
celui des témoins fertiles. Giannattasio et al. (2002) ont déclaré que I'activité du GPX séminal des
sujets sains était 10 fois supérieure a celle des hommes infertiles. Par contre, Tramer et al. (2004)
n’ont noté aucune différence au niveau de I’activité de cette enzyme entre des hommes infertiles et

des témoins fertiles.

L activité séminale du CAT chez les témoins est statistiguement plus élevée par rapport a
celle notée chez les cas (17.61 + 4.48 U / mL et 12.58 + 5.64 U / mL respectivement, P <0.001).
Ces différences sont aussi rapportées par Khosrowbeygi et al. (2004) qui ont déclaré qu'un état
altére du CAT peut avoir un réle important dans I'étiologie du dysfonctionnement spermatique.
Nos résultats ont également soutenu ceux de Zelen et al. (2010), dans lesquels ils ont montré que
des donneurs fertiles avaient des activités séminales du CAT significativement plus élevées que des
hommes infertiles. Contrairement a nos résultats, Zini et al. (2000) n'ont signalé aucune différence

dans les activités de cette enzyme entre les deux groupes.

Ces résultats contradictoires des activités enzymatiques entre les différentes études
pourraient étre attribués d’une part aux nombreuses variables telles que le fond génétique, la taille
de I'échantillon, I'age et I'MC des sujets étudies, et d'autre part, aux critéres d'inclusion et
d'exclusion, aux méthodes analytiques utilisées par chaque étude et au temps d'abstinence et qui

peut fortement modifier la composition du plasma séminal.

En ce qui concerne 1’étude du marqueur de la peroxydation lipidique et du stress oxydatif, le
MDA, sa concentration est notee plus élevée chez les sujets infertiles (1.795 + 0.607 nmol/mL) par
rapport aux témoins fertiles (1.620 + 0.533 nmol/mL), et la différence entre ces moyennes est

statistiguement significative (P= 0.007).

Ce résultat concorde avec une autre étude réalisée en Algérie par Haiba et al. (2014), qui
ont signalé des niveaux de MDA séminal plus élevés chez le groupe infertile (1.31 + 0.03 nmol/mL)
que chez les fertiles (0.77 £ 0.06 nmol/mL), par contre les taux de MDA détectés chez notre
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échantillon sont plus éleves que ceux rapporté par la méme étude, que ce soit chez les cas ou chez
les témoins. Colagar et al. (2009), Marbut et al. (2011) et Atig et al. (2012a) ont aussi trouvé un
taux de MDA plus élevé chez le groupe infertile comparativement au groupe fertile (28.70 vs 18.89
pmol/l, P<0.001), (6.01 pmol/l vs 3.45 pmol/l, P<0.01) et (0.94 nmol/ml vs 0.65 nmol/ml, P<0.001)

respectivement.
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Figure 15. Activité enzymatique séminale de la SOD des sous groupes infertiles

La figure 15, montre que la diminution de I’activité séminale du SOD est une tendance
générale de notre échantillon, on remarque que, par rapport au groupe témoin, elle a été
significativement diminuée (P<0.001) chez tous les sous groupes des hommes infertiles y compris

les Normozoospermes.

La diminution de I’activité séminale du SOD peut entrainer une accumulation d’O, et
indirectement une peroxydation lipidigue membranaire excessive qui est responsable de la
diminution de la motilité des spermatozoides (Jones et al., 1979 ; Drevet 2006 ; Agarwal et al.,
2008b) ce qui est confirme par les quantités importantes de MDA trouvées dans le plasma séminal
des sujets infertiles comparés aux témoins. Ces resultats montrent que le dosage de la SOD dans le
plasma séminal pourrait étre un outil utile pour déterminer le potentiel de fécondation des

spermatozoides et pourrait &tre un des outils de diagnostic de I'infertilité masculine idiopathique.
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Figure 16. Activité enzymatique seminale du GPX des sous groupes infertiles

La figure 16 montre que parmi les six sous groupes étudiés, uniquement deux sous groupes
montrent des différences de 1’activité du GPX, il s’agit de 1’azoospermie (P<0.001) et

1’ Asthénospermie (P=0.008) et cela on les comparant aux témoins.

L’inhibition spécifique des GPX in vitro induit une forte peroxydation lipidique des
spermatozoides, suggérant un réle important de cette famille d’enzymes (Drevet 2006 ; Vernet et
al., 2004). L’action du GPX sur la membrane du spermatozoide confére une protection des

constituants lipidiques, préservant ainsi la vitalité et la mobilité des spermatozoides.

Le glutathion est le principal protecteur contre les dégats liés aux radicaux libres et
maintient les antioxydants exogenes dans leur forme réduite. Combiné a un apport de vitamines C
et E, une augmentation de la numération des spermatozoides et une diminution de la fragmentation
de L’ADN ont été observées (Methorst et al., 2014). La Reéduction de GPX dans le plasma
séminal peut conduire a une réduction de la capacité de fertilisation des spermatozoides et aussi a

une mauvaise qualité du sperme (Hall et al., 1998).

Malgre le nombre important des études qui confirment la grande différence au niveau des
activités du GPX séminal entre des hommes infertiles et des témoins fertiles, et également le fait
que la réduction du GPX dans le plasma séminal peut conduire a la réduction de la capacité du
fertilisation et la qualité du sperme (Hall et al., 1998), cette enzyme séminale n’est pas encore
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considérée comme un outil utile pour déterminer le potentiel de fécondation des spermatozoides et
donc de fertilité de ’homme. Cela peut étre dd au nombre réduit des cas utilisés dans chaque étude
ou aux interactions complexes entre les ERO et de nombreux antioxydants (Tramer et al., 2004 ;
Hsieh et al., 2006 ; Atig et al., 2012a).

2
= > T
3 =y
s Lol
& ooeo«\g:}‘oé@c?'o Oééé‘d\@

Sous Groupes

Figure 17. Activité enzymatique séminale de la CAT des sous groupes infertiles

Selon la figure 17, l'activité séminale basse de la CAT est aussi une tendance génerale dans
notre population masculine infertile, une diminution significative dans 1’activité de cette enzyme est

observée chez cing sous-groupes par rapport aux témoins (p <0,05).

La différence significative dans I'activité du CAT dans le plasma séminal entre les hommes
infertiles et les témoins (P <0,001) et entre les six sous groupes infertiles et le groupe témoins (p
<0,05) est biologiquement raisonnable et met en évidence le réle capital de la CAT dans le

processus de détoxification des ERO et dans la protection de I'intégrité des spermatozoides.

Nos résultats concordent avec ceux de Ramya et al. (2010) qui ont observé que les activités
CAT étaient atténuées dans le plasma séminal de tous les sous groupes infertiles. Al-Azzaoui et al.
(2014) ont également observé une diminution significative de l'activité séminale de CAT chez deux
sous-groupes; L'oligozoospermie sévére et I'asthenozoospermie par rapport au groupe témoin. Par
contre Tavilani et al. (2008) n’ont noté aucune différence dans les concentrations du CAT dans le

plasma séminal des patients asthénozoospermes et des témoins normozoospermes.
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Dans l'ensemble, I’activité séminale importante de CAT dans le groupe témoin et sa
diminution accrue chez les cas, et spécialement chez tous les sous-groupes des hommes infertiles a
confirmé la contribution positive du CAT comme un antioxydant puissant pour maintenir une bonne
qualité des spermatozoides, ce qui pourrait étre un outil utile dans la gestion de I’infertilité
masculine. Cette hypothese est en accord avec de nombreuses données de la littérature, qui
indiquent que la CAT fournit la protection antioxydante la plus efficace contre les effets des
radicaux libres lorsque des spermatozoides sont incubés dans des systemes produisant des radicaux
oxygene (Gagnon 1991; Aitken et al,. 1993; Plante et al,. 1994).
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Figure 18. Concentration séminale de MDA des sous groupes infertiles et du groupe témoin.

Concernant 1’étude des taux de MDA chez les sous groupes infertiles (Figure 18), nous
avons remarque que le contenue séminal en MDA est visiblement plus éleve chez trois sous
groupes. Deux ont montré la plus grande différence avec le groupe témoin, il s’agit de la

Nécrozoospermie et ’OAT.

La nécrozoospermie est souvent liée a un probléme oxydatif a cause de I’excés des especes
réactives de I’oxygeéne dans le plasma séminal qui conduit a l'inhibition de la capacité et la
viabilité des spermatozoides en raison de la peroxydation des acides gras polyinsaturés de la
membrane, ce qui genére la perte de la fluidit¢ membranaire des spermatozoides qui est nécessaire
pour la fusion avec l'ovule (Aziz et al., 2004). Une étude a montré que les spermatozoides des
patients infertiles présentant les niveaux augmentés d’ERO avaient des taux sensiblement plus
¢levés d’apoptose que les spermatozoides du groupe control (Agarwal et Said 2003). Les ERO
peuvent également induire une fragmentation de I’ADN et activer la voie de signalisation

mitochondriale de 1’apoptose (Pons-Rejraji 2009).
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L’OAT est une anomalie spermatique multiple, qui englobe trois perturbations majeures (de
nombre, de mobilité et de morphologie). Les spermatozoides immobiles et/ou morphologiquement
anormaux sont des cibles d’attaques par les ERO, en raison des defauts observés au niveau de leurs
membranes cytoplasmiques, ce qui cause une élévation remarquable des taux de MDA généré par la

peroxydation lipidique.

Nos résultats concordent avec une étude menée en Tunisie par Ben Ali et al. (2012), qui ont
trouvé une concentration moyenne séminale en malondialdéhyde significativement plus élevée chez
le groupe asthénospermiques que chez les témoins (3.52 pg/l vs 2.32 ug/l). lls ont aussi signalé que
la mobilit¢ diminue avec I’augmentation de la concentration du malondialdéhyde par une

corrélation négative (r=-0.24; p<0.01).

Ben abdellah et al. (2009) ont aussi trouvé que le taux seminal en MDA est statistiquement
plus élevé chez les asthénozoospermes et les oligozoospermes par rapport aux témoins
normozoospermes. Notre constat est aussi en accord avec les travaux d’Atig et al. (2012a) qui ont
montré que la peroxydation lipidique est élevée chez les hommes ayant une qualité médiocre des

spermatozoides.

Les deux sous groupes, L’azoospermie et 1’oligospermie présentent des taux de MDA
significativement inférieurs a celui des témoins (p=0.025, p=0.05 respectivement). Ce résultat peut
étre expliqué par le fait que le MDA est générer suite a une attaque des membranes spermatiques
par les ERO, donc 1’absence totale des spermatozoides ou bien leurs faibles nombre conduisent a

une production minimal de ce marqueur de la peroxydation lipidique.

Les taux élevés de MDA dans le plasma séminal des hommes infertiles, de notre échantillon
représentent les effets pathologiques de la peroxydation lipidique sur la membrane des
spermatozoides et par conséquence sur les principaux parameétres spermiologiques ; la morphologie,
la mobilité et la vitalité des cellules spermatiques. De nombreuses données de la littérature
indiquent que la peroxydation lipidique est le principal mécanisme des dommages oxydatifs des
spermatozoides, elle est considérée comme la cause majeur des dysfonctions dans le sperme humain

chez des infertiles idiopathiques.

La quantité importante en acides gras polyinsaturés (AGPI) de la membrane des
spermatozoides augmente sa vulnérabilité vis-a-vis les attaques par les ERO, phénoméne pouvant
entrainer de graves dommages, d'une part au niveau de la membrane plasmique, d'autre part au

niveau de I'ADN. Les ERO ont généralement une affinité importante a I'électron libre des doubles
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liaisons des AGPI donnant naissance a des especes moléculaires lipidiques instables (Laudat et al.,
1999).

Lorsque les ERO attaquent les acides gras polyinsaturés au niveau de la membrane
plasmique, elles déclenchent une chaine de peroxydation lipidique ou un compose porteur d'un
électron non apparié réagira avec un autre composé pour produire un électron non apparié, L'un des
produits intermédiaires de ces reactions est le malondialdéhyde (MDA) qui se fixe sur les bases de
I'’ADN et les endommage (Haiba et al., 2014).

Les niveaux élevés de MDA séminale représentent l'augmentation des taux de peroxydation
des lipides, ce qui diminue la fertilité (Agarwal et al., 2003 ; Hesham et al., 2008), et cela suite a
des atteintes de I’intégrité de la membrane spermatique qui conduit a une inhibition complete de la

mobilité et du métabolisme énergétique des spermatozoides (Zelen et al., 2010).

Les AGPI les plus sensibles aux ERO sont lacide arachidonique et ['acide
docosahexaénoique (DHA) (Griveau et al., 1995). L'oxydation du DHA est un facteur majeur de
baisse de la mobilité des spermatozoides in vitro. Les conséquences de cette baisse en DHA dans la
membrane plasmique sont lI'augmentation de la rigidité membranaire, la baisse de la mobilité des
spermatozoides et la baisse de la capacité fumigéne avec la membrane ovocytaire (Aitken et al.,
1989 ; Alvarez et Storey 1995). Cette diminution de la fluidité pourrait affecter le transport

membranaire et donc affectera la viabilité du sperme (colagar et al., 2009).

Par ailleurs, les ERO ont la capacité d'induire des oxydations des bases ce qui provoque une
fragmentation de I'ADN (Keskes Ammar et al., 2003).

La diminution claire de la défense antioxydante enzymatique dans le plasma séminal de
notre population infertile et les quantités importantes du MDA dans leur plasma séminal suggérent
qu’un déséquilibre du statut oxydatif induit une mauvaise qualité du sperme et confirment la
contribution et I’impact du statut oxydatif sur le potentiel de fertilité masculine et par conséquence

peuvent expliquer la perte de fertilité des hommes représentant notre échantillon d’étude.
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IL.5. Résultats de I’étude des associations entre le statut oxydatif séminal, les paramétres

spermiologiques et la fragmentation de I’ADN spermatique.

Tableau 18. Corrélations entre les concentrations en CAT, SOD, GPX et le contenue du MDA avec

les parametres spermiologiques et la fragmentation d’ADN.

patients SOD CAT | GPX MDA | Controls SOD | CAT GPX MDA

SC r |0.458 0421 |0.127 |0.031 SC r | 0.035 -0.005 -0.056 | -0.077

p | <0.001 |<0.001 |0.103 |0.693 P | 0.688 0.951 0.523 | 0.375

PM r | 0.489 0.470 |0.215 |0.107 PM r | 0.074 0.112 0.046 | 0.035

p | <0.001 |<0.001 | 0.005 |0.169 p | 0.400 0.201 0.598 | 0.688

™™ r | 0444 0.319 |0.171 | 0.088 TP r|0.022 0.140 -0.072 | 0.078

p | <0.001 |<0.001 | 0.027 | 0.256 p | 0.800 0.111 0.411 | 0.375

VIT r | 0.297 0.166 |0.191 |0.084 VIT r|0.118 0.137 -0.027 | 0.074

p | <0.001 |0.031 |0.013 |0.279 p|0.179 0.119 0.757 | 0.399

DF r|0.034 0.158 | 0.130 | 0.353 DF r | -0.044 0.051 0.070 | -0.008

p | 0.662 0.051 | 0.94 <0.001 p | 0.615 0.560 0.424 | 0.927

Chez les hommes infertiles, nous avons constaté que l'activité de SOD est positivement
corrélée avec tous les parameétres de sperme étudiés (tableau 18), ce qui est en accord avec de
nombreuses études telles que (Shamsi et al., 2010; Macanovic et al., 2015) et ce qui consolide les
résultats mentionnés dans la figure 15, ou tous les sous groupes des hommes infertiles avec
différentes pathologies avaient des activités significativement diminuées de leur SOD séminal par
rapport aux témoins. Conformément a nos résultats, Marzec-Wréblewska et al., (2010) ont déclaré
la présence d’une corrélation négative entre le pourcentage des formes atypiques et I’activité
séminal de SOD. Atig et al. (2012a) ont aussi noté des corrélations positives entre 1’activité

séminale de SOD et la concentration et mobilité des spermatozoides.

L'activité importante de SOD séminal dans le groupe témoin et les corrélations positives
observées entre cette enzyme et la qualité du sperme démontrent la capacité de cette enzyme
antioxydante d’éliminer O,*, et son rdle biologique important dans le contréle du potentiel

fécondant des spermatozoides (Al-Azzawie et al., 2014).
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Dans notre étude, la fragmentation de 'ADN n’est pas corrélée avec l'activité séminale du
SOD. Ce résultat s'explique par I'activité externe de cette enzyme qui exerce sa fonction en dehors
des cellules spermatiques, de sorte que, méme si elle protege les spermatozoides des attaques des
ERO externes, elle ne peut étre directement impliquée dans la protection de I'ADN. Ce résultat
s'explique également par la nature de I'ADN spermatique qui est fortement emballé et condensé de

maniere a conférer une protection supplémentaire a cette molécule.

L'infertilité masculine pourrait étre attribuée a une fonction altérée des spermatozoides ou a
une morphologie de sperme anormale. Etant donné que, d'une part, les spermatozoides humains
sont riches en acides gras polyinsaturés et sont donc sensibles a l'attaque des radicaux libres médiés
par la peroxydation des lipides membranaires et, d'autre part, SOD est I'une des principales enzymes
du systeme de défense contre les ERO et prévention de la peroxydation des acides gras
polyinsaturés dans la membrane cytoplasmique (Vinita 2013), il semble que la diminution de
I'activité de SOD dans le plasma séminal des hommes infertiles soit en fait une cause de la fonction
inhibée et de la morphologie endommagée des spermatozoides ; De sorte qu'il peut s'agir d'une

cause majeure des cas inexpliqués d’infertilité masculine chez notre population d’étude.

L'étude des corrélations (tableau 18) montre que la concentration de CAT dans le plasma
séminal des hommes infertiles est positivement associée aux critéres les plus importants de la
capacité fertilisante normale des spermatozoides; Concentration de sperme (p <0,001, r = 0,458),
vitalité du sperme (p <0,001, r = 0,297), mobilité du sperme (p <0,001, r = 0,498) et pourcentage de
la morphologie typique du sperme (p <0,001, r = 0,444 ) Mais pas avec la fragmentation de I'ADN
du sperme (p = 0,122, r = 0,106). Nos résultats sont cohérents avec beaucoup d'autres de la
littérature, comme Sanocka et al.(1997) ; Khosrowbeygi et al. (2004) ; kawakami et al. (2007) ;
Samant et al. (2009).

A la lumiére d'un réle aussi important de la CAT dans le plasma séminal pour le
fonctionnement des spermatozoides, I'expression du géne CAT ainsi que le produit de ce géne dans
le plasma séminal ont été trouvés en association avec certains parameétres de qualité du sperme tels
que la morphologie du sperme et la mobilité progressive (Macanovic et al., 2015). Cependant,
I'absence de toute association entre la CAT seminale et I'intégrité de 'ADN des spermatozoides
dans nos résultats et ceux de Hammadeh et al.(2008), s'explique par un effet de la protection
additionnelle de I'emballage serré d’ADN de sperme assurée par des protamines qui le rendent plus
résistant aux attaques de radicaux libres que I’ADN des autres types de cellules (Olivia 2006).
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D’apres le tableau 18, il existe des corrélations positives entre I’activité séminale de GPX
et la mobilité, la vitalité et le pourcentage de formes typiques. Ce resultat est similaire a celui trouvé
par Atig et al. (2012) qui ont noté des corrélations hautement significatives entre 1’activité de GPX
et la mobilit¢ (p=0.04; r=0.263) et avec la concentration spermatique (p<0.001; r=0.470).
Dandekar et al. (2002) et Hseih et al. (2006) ont également rapporté une forte corrélation entre
I’activité séminale de cette enzyme et la mobilité des spermatozoides. Ces associations renforcent le
role bénéfique de GPX dans I’élimination des ERO et par conséquence dans la préservation d’une

bonne qualité de sperme.

Les correélations fortes et positives notées entre les activités séminales du SOD, CAT et GPX
confirment le role important de ces derniers dans le maintien de la qualité spermatique, mais il est
toutefois difficile de conclure I'efficacité d'un antioxydant isolé d'un autre parce qu'il semble y avoir
une coopération. Ces associations notées a la fois soutiennent l'effet concomitant de ces enzymes
contre les effets délétéres des peroxydations lipidiques et du stress oxydatif qui affecte la qualité du

sperme.

Concernant I’étude des corrélations entre le taux en MDA et les parametres spermatiques
(tableau 18), aucune association n’est détectée. Ce résultat est en désaccord avec ceux de Suleiman
et al. (1996) ; Kobayashi et al. (1997) ; Ben abdallah et al. (2009), Zelen et al. (2010) ; Atig et al.
(2012) qui ont établis des corrélations significatives entre le contenue séminal en MDA et la
mobilité des spermatozoides chez des hommes infertiles.

Par contre une corrélation hautement significative est observée entre le MDA et le taux des
spermatozoides & ADN fragmenté (p < 0.001 r = 0.353).

Les spermatozoides sont particulierement sensibles a la peroxydation lipidique pour
plusieurs raisons, telles que la composition de leurs membranes cytoplasmiques tres riches en
acides gras poly insaturés, le tres faible niveau d'enzymes antioxydantes cytoplasmiques et le
manque de mécanismes de réparation de I'ADN dans les cellules spermatiques, (Agarwal et al.,
2008). A la lumiére des données précédentes et en raison de la forte potentialité d'interaction d’ERO
avec le matériel génétique, on peut justifier la corrélation observée entre le MDA et le taux des
spermatozoides a ADN fragmenté, donc on conclue que la peroxydation lipidique chez les infertiles
cause principalement la fragmentation des acides nucléiques, ce qui conduit a une altération et un

dysfonctionnement des cellules spermatiques conduisant a une perte de la fertilite.
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11.6. Résultats de I’étude moléculaire
11.6.1. Résultats du screening des micro-délétions du chromosome Y

Nous avons exploré la possibilité de 1’existence de microdélétions du chromosome Y chez
les patients infertiles, afin d’éliminer tout sujet qui présentent cette aberration chromosomique.
Nous avons utilisé un Kit qui permet de détecter les trois régions AZFa, AZFb et AZFc par une PCR
multiplexe. Les trois loci AZF sont explorés en utilisant des amorces STS speécifiques a chaque

région du chromosome Y (Figurel?).

Quatre-vingt seize sujets infertiles (29 Azoospermes, 18 oligozoospermes et 49 OAT) et 5
témoins fertiles normozoospermes ont été candidats du screening des microdélétions du
chromosome Y. Parmi ces cas, un seul sujet Azoosperme a présenté cette aberration
chromosomique (1/96) et c¢’était au niveau des deux régions AZFb et AZFc. Aucune délétion n’a
été détectée chez les témoins. Ci-dessous le profil électrophorétique des résultats obtenus (Figure
17).

Figurel9. Photographie du profil électrophorétique d’un témoin sain et d’un patient azoosperme
avec des microdélétions au niveau des régions AZF du chromosome Y. M : représente un marqueur de
taille d’ADN a I’échelle de 50pb. A, B, C, D, E : représentent les produits d’amplification de ’ADN d’un
témoin fertile, A’, B’, C’, D, E’ : représentent les produits d’amplification de I’ADN du patient azoosperme,

BL : puits vide, CT, CT’ : contrdles négatifs contenant des multiplexes mixes sans ADN.

La figure 19 montre les résultats du screening des microdélétions du chromosome Y du
patient azoosperme, on remarque 1’absence des bandes qui correspondent aux STS ; SY130, SY157,
SY254 au niveau du multiplexe mix A. SY208, SY242, SY127 et SYPR3 au niveau du multiplexe
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mix B. SY255, SY145, SY121 et SY128 au niveau du multiplexe mix C. SY124, SY152 et SY133

au niveau du multiplexe mixe D. SY134 au niveau du multiplexe mix E.

Nous n’avons remarqué aucune délétion au niveau de la zone AZFa qu’est en générale
associée a un syndrome « Sertoli cell only » de type | avec absence de cellules germinales. Par
contre la délétion complete de la zone AZFb chez le patient azoosperme est justifiée, car par
définition, elle est associée a un blocage de la spermatogénése ce qui conduit a une azoospermie. La
délétion compléte de la zone AZFc induit de multiples phénotypes, pouvant aller de 1’azoospermie a
I’oligozoospermie (Vogt et al., 1996). Une évolution négative de la fertilité a été remarquée chez
les patients porteurs d’une délétion de la région AZFc allant d’une oligospermie sévére Vers une
azoospermies (Kim 2001 ; Sharlip et al., 2002).

Enfin, il est important de préciser que ces liaisons entre génotype et phénotype ne sont
valables que lorsque la délétion est compléte. En effet, en cas de délétions partielles d’une région,
ou de délétions affectant plusieurs régions, tous les phénotypes allant de 1’azoospermie jusqu’a
I’oligospermie pourront aussi bien étre retrouvés (De Vries et al., 2002 ; Luetjens et al., 2002). Par
consequence, il est possible de dire que la sévérité du trouble de la fertilité de le patient azoosperme

est uniqguement en fonction des délétions identifiées.

Dans ce travail, nous avons constaté que 1.05% des cas étudiés présentent des
microdélétions du chromosome Y. D’autres études ont rapporté des fréquences variables allant de
1,3 a 55% (Osterlund et al.,2000; Foresta et al., 2001; Chiang et al., 2004). Notre constat est
inférieur a la valeur déclarée précédemment par des études menées en Tunisie (6.85%, 1.9% et
9.5%) Rejeb et al. (2008), Hammami et al. (2014) et Moez et al. (2015), une étude au Maroc
(18.85%) Naas et al. (2015), en Jordanie (8.3%) Khabour et al. (2014), en Egypte (12%) EI
Awady et al. (2004) et méme dans différents pays de 1I’Asie et de I’Europe (Najmabadi et al.,
1996; Silber et al., 1998; Kim et al., 1999; Simoni et al., 2004).

Dans la majorité de ces études, les microdélétions ont été essentiellement détectées chez les
cas azoospermes et ont été localisées principalement dans les deux régions AZFb et AZFc ce qui est

conforme a nos résultats.

Nos résultats sont proches a ceux trouves par la seule étude Algérienne déja menée par
Chellat et al. (2013) qui ont signalé un pourcentage de 1.3% de microdélétions du chromosome Y

(soit un seul patient azoosperme parmi 80 sujets azoosperme et oligozoospermes étudiés).
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De nombreux facteurs peuvent expliquer cette grande variation de résultats de fréquences
des microdélétions et de leur localisation au niveau du chromosome Y, tels que les différences
ethniques et géographiques (Krausz et al., 2003), les criteres d’inclusion des sujets infertiles, les
aspects méthodologiques et le nombre et le choix des STS pour la recherche des microdélétions du

chromosome Y.

11.6.2. Etude des polymorphismes génétiques

A cause des conditions de la manipulation et I’état des échantillons, 1’¢tude moléculaire des
polymorphismes génétiques et leur impact sur Dinfertilité masculine, ainsi que [1’étude
d’associations entre les différents polymorphismes et les activités enzymatiques ont été réalisées

uniquement sur 111 cas et 104 témoins (57 cas et 27 témoins sont omis de cette partie de 1’étude).

Etant donné I’implication du SOD et de la CAT dans un grand nombre de pathologies y
compris I’infertilit¢ masculine, nous avons recherché, une relation entre une infertilité idiopathique
et des polymorphismes constitutionnels au niveau des génes codant ces enzymes impliquées dans la
détoxification des radicaux libres et dans le maintien d’un équilibre oxydatif. Nous avons ainsi
étudié les variantes ; -262C/T du gene CAT et 362G/A du gene SOD3. Ces polymorphismes ont été
choisis parmi ceux qui peuvent étre potentiellement déléteres pour la fertilité masculine et aussi

pour I’activité enzymatique concernée.

11.6.2.1. Résultats de I’étude de polymorphisme CAT-262C/T (rs1001179)

Nous avons analysé le polymorphisme -262C/T au niveau du promoteur du gene CAT chez
111 hommes infertiles et 104 témoins fertile par une PCR a alléle spécifique (AS-PCR). Les
résultats représentatifs de genotypage pour le locus -262C/T du gene CAT par électrophorese sur gel

d’agarose sont représentés dans la figure 25.

Les fréquences alléliques et génotypiques de SNP CAT-262C/T (rs1001179) chez les cas et
chez les témoins sont représentés dans le tableau 19. Les fréquences alléliques sont en équilibre de
HW (p>0,05) dans les deux groupes étudiés. Il n'y a pas de différence significative dans la
distribution des alleles ou de génotypes entre les hommes infertiles et les témoins fertiles (p>0,05).
Ce résultat est en désaccord avec celui rapporté par Sabouhi et al. (2015) qui ont mené une étude
sur des homme infertiles et des témoins fertiles Iraniens, il ont déclaré que les porteurs du génotype

CAT-262T/T sont moins susceptibles d’étre toucher par I’infertilité.
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Figure 20. Photographie d’un gel d’électrophorése qui montre Les résultats du génotypage de CAT-
262C/T.

Puit 1 et 20 (M) ; marqueurs de taille d’ADN a 1’échelle de 100 pb. S1 & S6 représentent des échantillons de nos

résultats. N représente un contrdle négatif (CC). P2 représente un contréle positif de I'hétérozygote (CT). P1 représente
un contrdle positif de I'nomozygote (TT). Pour chaque contrdle et tous les échantillons représentatifs, les puits gauche
(nombres paires) contiennent les produits de PCR amplifiés a I'aide de I'amorce de type sauvage, tandis que les puits

droits (nombres impaires) contiennent des produits d’amplification utilisant une amorce mutée.

En ce qui concerne le dépistage des différents génotypes CAT-262C/T dans notre echantilon
( des hommes originaires de la wilaya de Batna ; Aures), les sujets porteurs du génotype CC se sont
révélés les plus fréquents (tableau 19), suivis respectivement des génotypes CT et TT. Ceci est en
accord avec différentes études antérieures sur la population suédoise (52% CC, 31% TT et 7% TT),
Allemande (59,8 CC, 34,2% CT et 6% TT) et Russes (69% CC, 25% CT et 6 % TT) (Forsberg et
al. (2001); Zarbock et al. (2007); Komina et al. (2012). Alors que dans I'étude iranienne de
Sabouhi et al. (2015), le génotype CT a présenté la fréquence la plus élevée dans le groupe des
infertiles et dans celui des témoins.
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Tableau 19. Résultats des frequences alléliques et génotypiques du polymorphisme CAT-262C/T

chez les sujets infertiles et les témoins fertiles

CAT Genotypes infertiles Témoins OR (95% CI) P- value
n (%) n (%) n (%) (Lower — Upper)
CcC 77 (74%) 82 (73.9%) Reference
CT 24 (23.1%) 25 (22.5%) 0.946 (0.515 - 8.56) 0.946
TT 3(2.9%) 4 (3.6%) 1.252 (0.271 - 5.776) 0.773
CT+TT 27 (26%) 29 (26.1%) 1.009 (0.653 - 1.560) 0.966
Allele C 178 (85.6%) 189 (85.1%) 0.997 (0.687 - 1.447) 0.988
Allele T 30 (12.4%) 33 (14.9%) 1.033 (0.576 - 1.852) 0.913

OR odd ratio, IC intervalle de confiance, P significatif quand < 0.05.

Nos résultats n’ont montré aucune association entre le polymorphisme CAT-262C/T et
I’infertilité masculine, mais représentent les premiéres données de ce type sur une population

Algérienne, précisément celle de Batna et pourrait ouvrir la porte a d’autres études et investigations.
11.6.2.2. Résultats de I’étude du polymorphisme SOD3 362G/A (rs77 2536512)

Nous avons analysé un polymorphisme d’un simple nucléotide au niveau du géne SOD chez
111 infertiles et 104 témoins par PCR-RFLP. Les résultats représentatifs de génotypage pour le

362G/A du géne SOD par électrophorése sur gel d’agarose sont représentés dans la figure 21.
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Figure 21. Photographie d’un gel d’électrophorése représentatif des résultats de génotypage de

SOD3 362G/A. Puits 1 et 20: magueurs de taille de ’ADN a I’échelle de 50 pb. N: contrdle négatif (GG). P1:
controle positif homozygote (AA). P2: controle positif hétérozygote (GA). S1 & S6 représentent des echantillons de
cette étude, ou le puit gauche de chaque échantillon est le produit de PCR non digéré, tandis que les puits droits sont les

produits digérés par ’enzyme BSSHII des échantillons respectifs.
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Les homozygotes de type sauvage, les hétérozygotes, et les mutants homozygotes ont
montré respectivement ; deux bandes (91pb et 70 pb), trois bandes (159 et 91 et 70 pb), et une
bande (159pb), respectivement, en raison de la production d’un site de coupure pour BSSHII par
l'allele G.

Les fréquences alléliques des cas et des témoins sont dans I'équilibre de Hardy-Weinberg
(p> 0,05). La répartition des génotypes et des alléles avec 1’Odd ratio (OR) pour les cas et les
témoins sont résumeés dans le tableau 3. Les fréquences des deux alléles G et A et la distribution des
différents génotypes (AA, GA et GG) chez les cas et les témoins étaient statistiquement non
significatives (p> 0,05) (pour GA vs GG: OR = 0,826, IC 95%: 0,439-1,55, P = 0,554; pour AA vs
GG: OR =0,639, IC a 95%: 0,305-1,340, P = 0,235).

Nous n’avons pas trouvé d’association entre le variant étudié du SOD3 et I’infertilité
masculine. Ces données semblent indiquer que ce polymorphisme n’a pas d’impact significatif sur

la qualité spermatique, du moins chez les sujets infertiles de notre population.

Une seule étude sur la population chinoise s’est intéressée a I'évaluation de I'effet possible
de trois polymorphismes au niveau des génes SOD sur I’infertilité masculine et conformément a nos
résultats, aucune association n'a été signalée concernant le polymorphisme SOD3 362G/A. Par
contre, une association négative a été rapportée a propos d'un autre polymorphisme dans le méme
gene (rs2695232) (Ji et al., 2012). Cependant, les mémes auteurs ont indiqué que le génotype
SOD2Vall6Ala (rs4880) est associé a un risque significativement plus élevé d'infertilité masculine.
Une autre étude francaise concernant les polymorphismes au niveau du SOD2 a rapporté que la
présence d'au moins 1 alléle Ala-MnSOD (rs4880) augmente significativement le risque d'infertilité

chez les hommes (Faure et al., 2014).

0
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Tableau 20. Fréquences génotypiques et alléliques de polymorphisme SOD3 362G/A, (rs 77

2536512) et leurs associations avec I’infertilité masculine.

SOD3G362A Cas Témoins OR (95% ClI) P-Value
génotypes n (%) n (%) (Lower_upper)

GA 52 (46.84%) 48 (46.15%) 0.826 (0.43, 1.55) 0.55
GG 36 (32.43%) 28 (26.92%) / Referance /
AA 23 (20.72%) 28 (26.92%) 0.639 (0.30, 1.34) 0.23
Allele G 124 (55.85%) 104 (50%) 0.920 (0.52, 1.60) 0.76
Allele A 98 (44.14%) 104 (50%) 0.725 (0.42, 1.27) 0.26

OR odd ratio, IC intervalle de confiance, P significatif quand < 0.05

I1.7. Résultats de I’étude des associations entre génotypes activités séminales

11.7.1. Résultats de I’étude de I’association entre les génotypes de SOD3 362G/A et I’activité

séminale SOD

L'activité du SOD séminale était Iégerement différente entre les porteurs de différents

génotypes de SOD3 362G/A , mais chez les hommes infertiles la différence n'a pas atteint un niveau
significatif (GG: 88,715 + 39,408 U / mL, GA: 84,471 + 37,893 U / mL, AA: 87,824 + 45.051 U /
mL, P = 0.875) et de méme chez les témoins (GG: 155.164 + 46.557 U / mL, GA: 154.880 + 50.556
U/mL, AA: 152.227 £ 48.318 U/ mL, P = 0.968).

<C

o

©

™

O 2001

™

a ——

8 ——

» 1504

5]

o

=

2 100 B

n S

o G R et

° 504 o

o S

=

S o0 ; ; >
o

2 ¥ s )
e \g © ©

Activité séminal de SOD

Figure 22. Histogramme des activités séminales de SOD chez des cas porteurs de différents

génotypes SOD3 362G/A
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A Tlinverse de nos attentes, aucune association n'a été observée entre les génotypes

SOD3 362G/A et l'infertilité masculine ou avec 1’activité séminale de SOD.

Notre travail, et comme la seule étude menée en ce qui concerne l'association entre ce
polymorphisme et I'activité séminale du SOD (Yan et al., 2014), n'a révélé aucune influence des
différents génotypes du SOD3 362G/A sur I’activité enzymatique dans le plasma séminal, mais
selon la méme étude, il semblait que le polymorphisme SOD2Vall6Ala (rs4880) a été associee a de
faibles activités du SOD.

Le manque d'association entre les génotypes SOD3 362G/A et l'activité du SOD séminale et
le risque d'infertilité masculine dans notre population peuvent étre attribués au nombre limité de
sujets, aux critéres d'inclusion et d'exclusion ou aux facteurs nutritionnels et environnementaux qui

sont des paramétres qui peuvent fortement influencer les résultats.

Il est bien connu que le SOD est présent dans les spermatozoides et le plasma séminal
(Mennella et Jones 1980; Zini et al., 1993) dans trois isoformes (SOD1: CuzZnSOD; SOD2:
MnSOD; SOD3: ecSOD) et chacun est un produit d’un genes distinct et a une localisation
subcellulaire différente, mais catalyse la méme réaction. Cette localisation subcellulaire distincte
des isoformes SOD est particulierement importante pour la signalisation redox (Fukai et Ushio-
Fukai 2011). Alors que le SOD2 se trouve dans les mitochondries et fournit une protection vitale
contre les ERO générées par I'nyperoxie (Afonso et al., 2007). Le SOD3 se retrouve principalement
dans les compartiments extracellulaires (plasma, lymphatique, liquide céphalo-rachidien et liquide
articulaire) (Fattman et al., 2003) .

Ainsi, l'effet positif de SOD2 Vall6Ala sur Il'activité séminale du SOD contre I'absence
d'effet du polymorphisme SOD3 362G/A semble un peu étrange car SOD2 est un géne qui code
pour I'isozyme endogéne contrairement au SOD3 qui est extracellulaire et que le SOD dans I'étude
mentionnée a été mesurée dans le plasma séminal. Nous croyons fermement que l'activité séminale
diminuée du SOD peut étre le résultat d'une modification génétique au niveau du gene SOD3. Une
étude avec plus de polymorphismes au niveau de SOD3, et spécialement au niveau de la région du

promoteur et avec un nombre plus élevé de sujets sera recommandée.
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11.7.2. Résultats de I’étude de I’association entre les génotypes de CAT-262C/T et I’activité

séminale de la catalase.
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Figure 23. Histogramme des activités seminales du CAT des cas porteurs des différents génotypes
CAT -262C/T.

L'activité du CAT est remarquablement différente entre les trois groupes génotypigues,
12.92 + 4.98 U/mL pour les porteurs de CT et 10.73 + 5.40 U/mL pour le groupe génotypique TT,
elles sont significativement inférieures a l'activité CAT du groupe génotypique CC 14.23 + 4.34 (P=
0.042, P = 0.001 respectivement).

A notre connaissance, notre étude est la premiére a chercher la présence d'un lien entre les
génotypes CAT-262C/T et Il'activité du CAT dans le plasma séminal des hommes infertiles. Nos
résultats les plus pertinents ont été la détection des concentrations du CAT les plus élevées chez les
individus porteurs du génotype sauvage CAT-262C/C et des concentrations plus faibles chez les
porteurs des genotypes mutés sous ses deux formes ; hétérozygote CAT-262CT et homozygote
CAT-262TT (Bousnane et al., 2017). Ceci est en accord avec différentes études dans lesquelles
I'activité sanguine du CAT était plus élevée chez les homozygotes CC par rapport a ceux qui
portaient l'allele T soit dans 1’état hétéro ou homozygote (Ahn et al,. 2005; Nadif et al., 2005;
Perianayagam et al,. 2007; Komina et al,. 2012).

L'explication la plus possible et raisonnable de nos résultats dans lesquels l'activité CAT
était associée a l'allele CAT-262T pourrait étre basée sur la preuve que H,O; est le seul substrat pour
la CAT et donc lors d’un stress oxydatif, et en raison de la forte potentialité¢ d'interaction d’ERO
avec le matériel génétique (Gibbons et al., 2006), il peut considérablement entrainer une
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modification génétique capable de causer une modification voir une inactivation enzymatique. Par
conséquence, une diminution de I'expression de la CAT chez les porteurs de l'alléele mutant CAT
peut entrainer une diminution de l'activité CAT, ce qui est en accord avec les résultats de Komina
et al.(2012) et Ji et al.(2012b) dans lesquels ce polymorphisme mutant CAT-262C/T avait été
associe a une activité CAT inférieure et donc a des niveaux éleves de ERO. Ceci est également en
accord avec le fait qu'un polymorphisme nucléotidique unique situé dans la région du promoteur

peut affecter non seulement I'expression de la CAT, mais aussi son activité Liu et al.(2010).

Une telle diminution de I'activité enzymatique du CAT provoque une altération du processus
de détoxification des radicaux libres ce qui peut conduire a une formation accrue de radicaux
hydroxyle et a un risque élevé pour de nombreux troubles (Ahn et al,. 2005; Mak et al,. 2007) y

compris I’infertilité masculine comme nos résultats I'ont indiqué.

D'autres études ont également confirmé les interactions significatives entre plusieurs
polymorphismes dans les génes antioxydants et le risque accru d’infertilit¢ masculine Ji et al.,
(2012a), mais notre étude reste la premiere & mettre en évidence I'effet délétére de CAT-262C/T sur
L'activité de la CAT séminal chez les hommes infertiles. Elle fournit également des preuves que

cette enzyme est nécessaire pour protéger la qualité des spermatozoides.




Conclusion

Avec I’augmentation de I’incidence de I’infertilité masculine et la diminution de la qualité
du sperme au cours de ces dernieres décennies, la santé reproductive de I’homme est devenue une
préoccupation de santé publiqgue. Malgré les progrés énormes dans 1’évaluation et la
compréhension de la physiologie de la reproduction humaine, la cause exacte de l'infertilité
masculine reste encore inconnue dans la majorité des cas (prés de 50%). Cependant, le nombre
d'hommes avec une infertilité idiopathique augmente et les analyses spermiologiques et
biochimiques de base ne parviennent pas a identifier le facteur masculin de I'infertilité dans tous les
cas. Alors une grande attention a été récemment donnée aux facteurs génétiques et au stress
oxydatif, démontrés comme des sources importantes de pathologie de la reproduction chez les
hommes.

A travers cette étude, nous avons évalué le statut oxydatif séminal des hommes infertiles
idiopathiques a travers le dosage de MDA, marqueur de la peroxydation lipidique, et 1’évaluation
des activités enzymatiques antioxydantes (le Superoxyde dismutase le Glutathion peroxydase et la
Catalase), afin de chercher une éventuelle relation entre le statut oxydatif séminal et les différentes
anomalies spermiologiques rencontrées. Par la suite, nous avons étudié deux polymorphismes
génétiques de type SNP (simple nucléotide polymorphisme) (CAT -262C/T, SOD3 362G/A) dans
les 2 génes codants d’enzymes sujettes de notre étude, pour déterminer une association probable
entre des variations au niveau de ces genes et les activités enzymatiques concernées ainsi qu’avec
les différents cas d’infertilité masculine inclus dans notre étude.

Nos résultats ont clairement montré que les activités enzymatiques du SOD, CAT et GPX
dans le plasma séminal sont fortement diminuées chez les hommes infertiles par rapport aux
témoins fertiles, et cette diminution a été une tendance générale de la majorité des sous groupes
infertiles. Nos résultats ont aussi révélé que les concentrations du MDA séminal sont
significativement plus élevées chez les cas par rapport aux témoins. Les taux éleves du MDA dans
le plasma séminal des hommes infertiles, de notre échantillon représentent les effets pathologiques
de la peroxydation lipidique sur la membrane des spermatozoides et par conséquence sur les
principaux parameétres spermiologiques ; la morphologie, la mobilité et la vitalité des cellules
spermatiques et méme sur la fragmentation de I’ADN spermatique.

L'étude des corrélations a montré que les concentrations du SOD, CAT et GPX dans le
plasma séminal des hommes infertiles sont positivement associées aux criteres les plus importants
pour la capacité fertilisante normale des spermatozoides ; concentration de sperme, vitalité,
mobilité, pourcentage de la morphologie typique et avec la fragmentation de I'ADN du sperme. Les
correlations fortes et positives qui ont été notées confirment le role si important de ces enzymes

dans le maintien de la qualité spermatique. Ces associations notées a la fois soutiennent I'effet




concomitant de ces enzymes contre les effets déléteres des peroxydations lipidiques et du stress

oxydatif affectant la qualité du sperme.

La diminution claire de la défense antioxydante enzymatique dans le plasma séminale de
notre population infertile et les quantités importantes du MDA dans leurs plasma séminal, ainsi que
les différentes corrélations détectées suggérent que le stress oxydatif induit une mauvaise qualité du
sperme et confirment la contribution et I’impact du stress oxydatif sur le potentiel de fertilité
masculine et par conséquence peuvent expliquer I’absence de fertilité chez notre population
d’étude. Ces paramétres plasmatiques pourraient étre des bio-marqueurs utiles pour 1’évaluation des
dommages oxydatifs spermatiques.

Notre étude est la premiere a chercher la présence d'un lien entre les génotypes CAT-262C/T
et l'activité CAT dans le plasma séminal des hommes infertiles. Nos résultats les plus pertinents ont
été la détection des concentrations les plus élevées de CAT chez les individus portant le génotype
sauvage CAT-262C/C et des concentrations plus faibles chez les porteurs des génotypes mutés CAT-
262CT et CAT-262TT. Par contre aucune association n’a été détectée entre les différents génotypes
SOD3 362G/A et I’activité séminale de SOD.

Ce travail n’as pas miS en évidence ’effet des variations génétiques de type SNP; CAT-
262C/T et SOD3 362G/A sur I’infertilit¢ masculine, mais représente les premieres donnees sur les
fréguences genotypiques et alléliques de ces deux polymorphismes au sein de notre population.

Notre étude est considérée comme un point de départ qui nous va nous orienter vers
d’autres problématiques et perspectives, en 1’occurrence, la nécessit¢ de 1’é¢tude des taux
d’expression du géne CAT dans le plasma séminal pour confirmer I’association trouvée entre
I’alléle mutant au niveau du promoteur de ce gene et la diminution de I’activité de cette enzyme
chez les patients infertiles. Egalement, I’étude des autres polymorphismes au sein des genes codants
d’enzymes antioxydantes semble nécessaire et surtout au niveau de la région du promoteur
susceptible d’avoir un impact sur les activités enzymatiques concernées.

L’étude des antioxydants non enzymatiques pourrait aussi confirmer nos constats et
renforcer les résultats trouvés concernant 1’association entre la carence en antioxydants et les

anomalies spermiologiques au sein de notre population.

.
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Annexe 1 : Consentement
Consentement a ’utilisation du sperme et du sang pour des études biologiques
Je soussigne Monsieur, .......................

Avoir été informé par écrit que mes prélevements (sperme et sang) seront utilisés pour des études
biologiques. J’ai été informé aussi qu’a la fin des études mes prélévements ne seront pas stockés et
seront detruits.

Signature du concerné

Annexe 2 : Interrogatoire
Fiche des renseignements

N° de la fiche :

Nom. Prénom :

Date de naissance :

Profession :

Numéro de téléphone :

Milieu de Vie / région d’origine :

Taille : Poids :
Durée du désir de grossesse :

Statut matrimonial
Marié : oui/_/ non/__ /depuis Quand ?
Polygame/___/ Monogame /__/

Nombres d’enfants : avec sa (ses) femme(s)............... Avec autres femmes...............
Célibataire/ ___/ Divorcé/ [/ Veuf/ [

Antécédents
1. Antécédents de la fratrie :
2. Antécédents de pathologie testiculaire :
Cryptorchidie/__/  traumatisme testiculaire / _/
3. Antécédents chirurgicaux :
Chirurgie pelvienne/__/ Chirurgie inguinale/___/
Chirurgie scrotale /__/Chirurgie testiculaire / __/

4. Antécedents médicaux :
Maladies sexuellement transmissibles /__ / tuberculose /_/ bronchites/ __/ orchite
ourlienne / __ / Prostatite / _ /Diabétes/ [/ Varicocéle/ /  hypertension /[
/Drépanocytose / [ Tumeur/__/Kyste/ [/
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5. Autres antécédents :
*Exposition professionnelle : chaleur /__/ solvants organiques/__/  pesticides/__/

*Addictions:alcool / _/ tabac/__/ cannabis/__/ héroine/ [/
Sport de compétition/__/
*Traitements passés ou en cours : passes/__ /encours/__/
Chimiothérapie /__/ radiothérapie /__ /depuis quand ?.................
Symptomatologies
Troubles rénaux ou urinaires :

Polyurie /__/ Oligurie/___/Anurie/__/

Pollakiurie / _ / Dysurie / __ / Incontinence d’urine / __ /
Rétention aigue d’urine /  /Enurésie / _ /

Hématurie/ __ /Pyurie/___/

Trouble de 1’¢jaculation :
Ejaculation Prématuré / __ / Anéjacula/___/

Ejaculation rétrograde /___/ hémospermie / __/
Trouble de L’érection/  / Trouble de la libido/  /

Renseignements sur le couple :

Age de I’épouse :

Etat de santé de 1’épouse :

La date de vie commune, avec/sans contraception :

Période de I’incapacité de procréer :

Présence de problemes de fertilité chez la femme : oui/___/ non/__/

Rapports sexuels réguliers et physiologiques, programmeés en preovulatoire

Oui/__/ non/__/
Leurs fréquences : réguliers/ ___/ épisodiques/___/
Prise médicamenteuse par I’homme : oui/__/ non/___/

Quels médicaments.

Prise médicamenteuse par la femme : oui/__/ non/__/
Quels médicaments.
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Annexe 3 : Manuel du dosage du SOD

aPy

RANSOD

Superoxide dismutase
MAMNUAL
RX MONZA

INTENDED USE

For the guantitative in vitro determination of Superoxide
dismutase in whole blood. This product is suitable for
manual use and on the Rx Monza.

Cat. No.

sD 125 R1a. Mixed Substrate 5 x 20 mi

5 x 20 ml R1b. Buffer 1x 105 mi
R2. Xanthine Oxidase 3x10 mi
CAL Standard 5x10 mi

ASSAY PRINCIPLE
The role of supercxide dismutase (SOD) is to accelerate the
dismutation of the toxic superoxide radical (0z ), produced
during oxidative energy processes, to hydrogen peroxide
and molecular oxygen.
This method employs xanthine and xanthine oxidase (XOD)
o generate superoxide radicals which react with
2-{4-icdophenyl -3-{4-nitrophencl }-5-phenyltetrazolium
chloride (I.LM.T.) to form a red formazan dye. The
superoxide dismutase activity is then measured by the
degree of inhibition of this reaction. One unit of 30D is that
which causes a 50% inhibition of the rate of reduction of
IMT under the conditions of the assay.
=00
Xanthine ——s Uric acid + 02’

U:.
LM.T. — formazan dye

OR
. . . 800
Oz +0z+2H — 0z + HAD:z

SAMFLE PREFARATION

Use heparinized or EDTA whole blood samples. it is
recommended that erythrocytes should be washed four
times with 0.8% MaCl solution.

Centrifuge 0.5 ml of whole blood for 10 minutes at

3000 rpm and then aspirate off the plasma. Then wash
enythrocytes four times with 3 mil of 0.9% NaCl solution
centrfuging for 10 minutes at 3000 rpm after each wash.

The washed centrifuged erythrocytes should then be made
up to 2.0 ml with cold redistilled water, mized and left to
stand at +4°C for 15 minutes. The lysate is diluted with 0.01
moll Phosphate Buffer pH 7.0, so that the % inhibition falls
between 30% and G0%.

A 25 fold dilution of lysate is recommended for human
samples (Final dilution factor = 100) and a 50 fold dilution
for bovine samples (Final dilution factor = 200).

REAGENT COMPOSITION

Contents Initial Concentration of Solutions

R1a. Mixed Substrate

Xanthine 0.05 mmoli

LM.T. 0.025 mmaold
R1b. Buffer

CAPS 40 mmaoll, pH 10.2

EDTA 0.24 mmali
R2. Xanthine Cxidase a0 un

CAL Standard See assigned value on Lot Specific Insert

SAFETY PRECAUTIONS AND WARNINGS

For in vitro diagnostic use only. Do not pipette by mouwth.
Exercise the nomal precautions required for handling
laboratory reagents.

Health and Safety data sheets are available on request

The reagents must be used only for the purpose
intended by suitably qualified laboratory personnel,
under appropriate laboratory conditions.

STABILITY AND PREPARATION OF REAGENTS

R1a. Mixed Substrate
Reconstitute the contents of one vial of Mixed
Substrate R 1a with 20 ml of Buffer R1b. Stable for 10
days when stored at +2 to +8°C.

R1b. Buffer
Contents ready for use. Stable up to the expiry date
when stored at +2 to +8°C.

R2. Xanthine Oxidase
Reconstitute one vial of Xanthine Oxidase R2 with
10 ml of redistilled water. Stable for 2 weeks when
stored at +2 to +8°C.

CAL Standards
Reconstitute one vial of Standard (CAL) with 10 ml of
redistilled water. Subsequent dilutions of this standard
should be preparad with Ranscd sample diluent.

R1 = Mixed Substrate
R2 = Xanthine Oxidase

It is recommended that all reagents and samples are
equilibrated to room temperature prior to use.

MATERIALS PROVIDED
Mixed Substrate

Buffer

Hanthine Oxidase
Standard

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Ransod Diluent (Cat. Mo. SD 124) (0.01 moll Phosphate
Buffer, pH 7.0}

Ransod Contrel (Cat. Mo. 5D 126)
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MANUAL/ RX MOMZA - RANSOD - 5D 125

PROCEDURE

Select 50D in the Run Test screen and camy out a water
blank as instructed.

Pipetie into a cuvette:

Standard  Standards  Samples  Control

51 52T0O 58
Ransod Sample Diluent 230 pl - - -
Standard - 30 pl - -
Diduted Sample - - 30 pl -
Diduted Control - 30l

Mixed substrate (R1) 1000wl 1000w 1000 1000 ul

Az - My

Mix well and add :-

¥anthine Ohidase (R2) 150 pl 150 150p 150l

Mix well, insert the cuvette into the Rix Monza cell holder
and press read.

CALIBRATION

Calibrate this assay using the standard supplied with the kit.
It is recommended that the following dilutions are made of
the Standard CAL [or S56) to produce a standard curve:-

Standard Volume of
Standard Saoln Sample Diluent
i ] Undiluted Standard -
55 5 ml of 56 5 ml
54 5 ml of 55 5 ml
53 5 ml of 54 5ml
52 3 mlof 53 & ml

51 = Sample Diluent (0.01 mol Phosphate buffer pH 7.0)
All diluted standards are stable for 2 weeks at +2 to +8°C.
A fresh calibration is required for each run.

FOR MANUAL USE

Wawvelength: 505 nm
Cuvette: 1 cm path length
Temperatura: 3arec
Measurement: against air

Pipette sample and R1 into a cuvette and mix well. Add R2,

mix and read initial absorbance A, after 30 seconds and
start timer simultaneously read final absorbance Az after 3
minutes.

PAGE 2 OF 3
CALCULATION

= —Afmin of standard or sample
3

Sample diluent rate (51 rate) = rate of uninhibited reaction
=100 %

All standard rates and diluted sample rates must be
converted imto percentages of the sample diluent rate, and
subtracted from 100 % to give a percentage inhibition.

{—Asitimin x 100)
iog- ——— = %% inhibiticn
(-Aztimin}
[—ﬂmrrlienin x 100)
inog-—m—m—— = %% inhibiticn
(—As1mn)

Plot percentage inhibition for each standard against Logy,
(standard conc. in SO0 units/ml])

Use percentage inhibition of sample to obtain units of 30D
from standard curve.

50D unitsiml of whole blood =
50D wnits/ml from std curve x dilution factor

Converting to SOD units/g Haemoglobin
50D units fmil

E— = S0D units/g Haemoglobin
@ Haemoglobin/ml

ILLUSTRATION

(a) A bovine sample was diluted 1 in 300 times with Ranscd
sample diluent. The diluted sample gave am inhibition of

33 %.

From the standard curve:

Humber of 300 units in sample = 0.575

(b} Converting to SOD units/ml of whole blood
0.575 x 300 = 172.5 50D unitsiml

(z) Converting to S0D units/g Haemoglobin
Sample hasmoglobin value =0.118 giml

1725

(SOD units/ml)(g Haemoglobin/ml) = =1481.9

0.118

QUALITY CONTROL

Ramnsod Control is recormmended for daily quality control. The

control should be assayed at least once a day. Values

obtained should fall within a specified range. If these values

fall cutside the range and repetition excludes emor, the

following steps should be taken:

1. Check instrument settings and light source.

2. Check cleanliness of all equipment im use.

3. Check water, contaminants i.e. bactenal growth may

contribute to inaccurate results.

4. Check reaction temperature.

5. Check expiry date of kit and contents.

6. Contact Randox Laboratories Customer Technical
Support, Morthem Ireland (028) 84422413,

RAMDOX Laboratories Lbd., 55 Diamond Road, Crumiin, Co. Amnim, United Kingdom, BTZ9 40Y

Tol: =44 (0] 28 5442 2413 Fax: +44 [0} 28 5445 2512
Emall: applications@rando: com Webele: wew randocom

ABX

128

\



Annexes

MANUAL/ RX MOMZA - RANSOD - SD 125

HNORMAL RANGES
1102 - 1601 Wig He
184 - 240 Wmil

It is recommended that each laboratory establish its own
reference range to reflect the age, sex, diet and
geoagraphical location of the population.

SPECIFIC PERFORMAMNCE CHARACTERISTICS
The following performance data were obtained using an Rx
Monza analyser in cuvette mode at 37°C.

LINEARITY

Samples should be diluted to give an inhibition between
30 % and 80 % of the sample diluent rate (i.e. the
uninhibited reaction).

SENSITIVITY
The minimum detectable concenfration of 300D less than
standards should be reported as <51 standard value.

PRECISION
Within run precision

Level 1 Level 2
Mean 1010 1315
5D 4.88 4.30
CWi{%) 4.64 3.58
n 20 20
Between run precision

Level 1 Level 2
Mean 1010 131.5
5D 627 8.50
CWI{%) 5.06 7.07
n 20 20

CORRELATION

The Randox method on the Rx Monza (Y) was compared to
the Rx Daytona (X) and the following linear regression
equation was cbtained:

W =0.9417 X +0.1004
and a comelation coefficient of 0.965

41 patient samples were analysed spanning the range 23 -
318Uimi.

REFEREMCES
1. Wooliams JA, Wiener G, Anderson PH, McMurray
CH Research in Veterinary Science 1883, 34: 253-256.
2. Sutile NF, The Veterinary Record 1888, 119: 518-522.
3. Sutile NF, McMurray CH Research in Veterinary
Science 1883; 35: 47-52.
4. Arthur JR, Boyne R Life Sciences 1985 36: 1582-1575.

RAMNDOX Laboratories Ltd., S5 Diamond Road, Crumin, Co. Amnm, Unitad Kingdom, ET29 40

Tal: =44 1) 26 5442 3413 Fax: +44 [0} 28 5445 2312
Emiall: applications@rando: com Websits: wans rantocom
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Annexe 4 : Manuel du dosage du GPX

MANUAL - GLUTHATHIONE PEROXIDASE - RS 504 / RS 505 / RS 506 PAGE 2 OF 2
NoTE B REFERENCE RANGE

When wsing human heparinized whole blood, itis 275-736 UlgHb

recommended that Drabkin's reagent is used for dilution. 4171 - 10881 UA

This is due to the presence of peroxidases in human blood

which may give falsely elevated results, and the addition of The range was measured in a European working

cyanide serves to inhibit this positive interference. Howewer, population. It is recommended that each laboratery should
dilution of the bleod with diluting agent (solution 4} is assign its own normal range.

necessary prior o addition of Drabkin's to convert the
glutathione to the reduced form. This is because, in the LINEARITY

oxidized form, cyanide will quickly lead to inactivation. If the absorbance change per minute exceeds 0.1 at

: ) . 340 nm, dilute sample accordingly with diluting agent, and
The following methed is recommended using double mulfiply the result by the dilution factor.

strength Drabkin's:

REFERENCES
Preparation: Dilute the contents of one vial of Drabkin's - - )
reagent with 420 ml of redistilled water. Store pro 1. I;'sggaTnDIfﬁsnd Valentine, W.M., J. Lab. Clin. Med.,

from light. Stable for 8 months or to expiry date, whichewer

is the shortest, when stored at +15 to +25°C. 2. Kraus, R.J. & Ganther, H. E. Biochem. & Biophys. Res.

Comm 1880; 96: 1116.

’ . . T 3. Prohaska, J.R., Oh, 5.H., Hoekstra, W.G. & Ganther,
Dilute 0.05 ml heparinized whaole bloed with 1 ml diluting = = ' ' i
agent; incubate for & minutes and add 1 ml of double H.E. Biochem. & Biophys. Res. Comm. 1977 74: 64.
strength Drabkin's reagent. Mix well and assay in the
nomal manner. Itis recommendead that the samples are
aszayed within 20 minutes of adding the Drabkin's reagent.

PROCEDURE

Wavelength: 340 nm
Cuvette: 1 om light path
Temperaturs: arc
Measurement: against air

Pipatte into cuvetie:

Macro Semi-Micro

Diluted Reagent  Diluted Reagent
Sample Blank  Sample Blank

Diluted Sample 0.05 ml —  D.02Zml —
Distilled HzO —  0.05ml —  D.0Zml
Reagent 280ml  250ml  1.00ml 1.00 ml
Cumene 010ml  0.10ml  0.04ml 0.04 ml

Mix, read initial absorbance of sample and reagent blank
after one minute and start imer simultanecusly. Read again
after 1 and 2 minutes. Subfract reagent blank value from
that of the sample.

CALCULATION
Glutathione Pernxidase Concentration may be caloulated
from the following formula:

UM of Haemotysate = 8412 « AA 2340 nm [ minute
(See technical brief for example).

GQUALITY CONTROL

A Ransel Control is recommended for daily quality control.

The control should be assayed at least once a day. Values

obtained should fall within a specified range. I thase values

fall outside the range and repetition excludes emor, the

following steps should be taken:

1. Check instrument settings and light source.

2. Check cleanliness of all equipment in use.

3. Check water, contaminants i.e. bacterial growth may
contribute to inaccurate resulis.

4. Check reaction temperature.

5. Check expiry date of kit and contents.

8. Contact Randox Laboratories Customer Technical
Support, Morthern Ireland (028) 84422413,

Revised 0G/005 ne

> (€

RAMDOX Laboratories Lidl, Ardmore, Diamand Road, Crumiln, Co. Anirm, Unied Kingdom, BT29 42Y
TebCRUMLIN (02B)84473413 Fax NoUINT.44 [028)04452012 UK [028)94452912 m
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Annexe 5 : Manuel de I’évaluation de la fragmentation de ’ADN spermatique

halotech’

halosperm’
CE‘J 1o consult instructions of use

praduct reference

ot number
. wse by
Kit to analyze
spermdna manutacturer
fragmentation

e
for " lests

lermperature [imitation

keep dry

[REF]
LoT|
&
™|
(vD]
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v
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Halosperm® Kit from Halotech Dna, SLis a simple test that alows assessment of sperm DNA fragmentation in humans.

Principle of the method:

The method is based on the Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test (Fermandez et al, J. Androl 24: 59-86, 2003; Fertil Steril 84: B33-84 2, 2005). Intact unfixed
spermatozoa (fresh, frozen/unthawed, diluted samples) are immearsed in an inert agarose microgel on a pretreated slide. An initial acid treatment denatures DNA
in those sperm cells with fragmented DMNA. Following this, the lysing solution removes most of the nuclear proteins, and in the absence of massive DNA breakage
produces nucleoids with large halos of spreading DA loops, emerging from a central core. However, the nuclecids from spermatozoa with fragmented DMNA either
do not show a dispersion halo or the halo is minimal

D of kit

Each kit is sufficient for 10 tesis:

a 5C5: 10 Super coated slides.

o ACS: 10 Eppendorf tubes with low=melting-point agarcse (Agarcse Cell Support),
a AD: 1 Tube with acid denaturation solution (Tube labeled AD) 1 ml

a L5 1 Botile of lysis solution. 100 ml.

Material and equipment required not provided with the kit:
Bright field or fluorescence microscope. 4°C fridge. 90-100°C and 37°C incubation bath(s). Plastic gloves. Glass slide covers {18 x 18 mm or 22 x 22 mm). Micropipeties.
Trays for harizontal incubations, Distilled water, Ethanol 70%, 80%, 100%. Microwave oven and fume hood.

Recommended solution Tor microscopy visualization:
o Bright field microscopy: Diff Quick stain (several trademarks) or Wright solution (Merck 1.01383,0500),
e Fluorascence microscopy: Fluorochromes for DMA staining.
o Phosphate buffer solution pH 6.88 (Merck 1.07294.1000).
o Mounting medium: Eukit® (Panreac 253681},

Specimen:
Samples should be collected in clean containers and the assay should be done as soon as possible. Cryopreserved and freezed samples at -20°C could be also
processed. In this case, the sample will be totally thawed, and brought ta room temperature before testing, which should be done right after thaw out.

@tructions foruse

1.Set the lysis solution (L) at room temperature (22°C),
2. Dilute the semen sample in culture medium or sperm extender or PBS to & concentration of 510 million per milliliter. Be careful that solvent is not extremely dense.

3,Put the agarose eppendorf (ACS) provided through a float; the float should be at the level of the top of the tube. Leave floating in water 5 minutes at 90°-100°C,
untilthe agarose dissolves. Alternatively, the agarose can be melted in a microwave oven.

4, Transfer the agarose eppendorf, with the float, to a temperature controlled water bath maintained at 37°C and leave for & minutes until the temperature is even,

5. Add 25 microliters of the semen sample to the agarose eppendorf and mix well. Place the cell suspension from the agarose eppendorf (SCS) on to the treated
side of the slide and cover with a glass coverslip, being careful fo avoid air bubbles, A drop of 14 or 20 ulforan 18 x 18 mm or 22 x 22 mm coverslip respectively,
is recommended. If liquid does not spread till the edge of the coverslip, press gently with the tip of the micropipette.

6, Take care to keep the slide in a horizontal position throughout the entire process,

7.Place the slide on a cold surface (for example, a metal or glass plale pre<cooled at 4°C). Put the cold plate wilh the slide/s into the fridge at 4°C and leave the
sample to gel for 5 minutes.

8. Prepare the denaturant solution (AD). To do this, add 80 microlitres of the contents of the acid denaturation solution (Tube labelled AD) to 10 millilitres of distilled
water, mix and place in the incubation tray,

9.Remove the slide cover by sliding it off gently. From now on, wear gloves and use slide horizontally with the help of a lancet,

10, Immediately, immerse the slide into the acid denaturation solution from step 8 in a horizontal position, leaving it to incubate for 7 minutes,

11. Afterwards, place itin another incubation tray containing 10 ml of tempered lysis solution. Incubate for 25 minutes.

12, Pick the slide up and set up horizontally into a tray containing abundant distilled water in arder to wash the lysis solution, Leave to incubate for 5 minutes,
13, Place the slide horizontally into a tray with 70% ethanol (2 minutes), followed by 90% ethanal (2 minutes) and finally, 100% ethanol (2 minutes).

14. Leave to dry at room temperature and stain.

15, After drying, the processed slides may be kept in archive boxes at room temperature, in the dark, for months,

Note: As an internal contral, it is recommended to process a microgel with a sample of well-known level of DNA fragmentation. Because two samples can be
analyzed on the same slide, a conirol and sample or two different samples can be co-processed using a single slide,
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@croscoplc visualization

For bright field microscopy, it is recommended two types of stain:

o Diffquick stain, through the following guide: incubate the slide in horizontal position in the Eosin solution, red colour, for 8 minutes. Afterwards, incubate the slide in
horizontal position in the Azur B solution, blue colour, for 6 minutes.

o Wright stain, prepare the Wright solution by mixing it in phosphate buffer (1:1). While keeping the slide in horizontal position, cover the sample with a gentle layer of
the dying sclution, Leave it for 10-15 min blowing con it from time to lime. Remove the dying solution, wash briefly and carefully in tap water and air dry.

Check colouring level under the microscope. Strong staining is preferred, to clearly discriminate the peripheral border of the halo. If staining results are very weak,

especially on the region of chromatin dispersion halos, the slide can be re-stained. If colouration is teo strong, the slide can be discoloured by washing gently in tap
water, or 10% ethanol if preferred. After air dried, it can be dyed again with reduced colouring exposure time. Once the desired level of colouration is achieved and
the slide is perfectly dried, it can be mounted in a permanent mounting medium such as Eukit®,

Visualization under fluorescence microscopy is also possible using standard DNA directed fluorochromes.

@erm classification

Removal of sperm nuclear proteins results in nucleoids with a central core and a peripheral halo of dispersed DNA loops. The sperm tails remain preserved. For sperm
classification we must take into accounti that sperm DNA fragmentation is a continuous process which produces a series of different halo sizes. Initially, the study of
a minimum of 500 spermatozoa per sample is recommended, adopting the criteria of Fernandez et al. (Fertil Steril 84: 833-842, 2005). Avoid scoring cells close to
the edge of the microgel. Classification:

=« Spermatozoa without dna fragmentation:

o spermatozoa with big halo: those whose halo width is similar or higher than the minor diameter of the core (Figure 1).

< spermatozoa with medium-sized halo: their halo size is between those with large and with very small halo (Figure 2).

= Spermatozoa with fragmented dna:

< spermatozoa with small halo: the halo width is similar or smaller than 1/3 of the minor diameter of the core (Figure 3).

< spermatozoa without hale: (Figure 4).

o spermatozoa without halo and degraded: those that show no halo and present a core irregularly or weakly stained (Figure 5).

= “others”: cell nuclei which do not correspond to spermatozoa. One of the morphological characteristics which distinguish them is the absence of tail.

without fragmentation with fragmentation 2 3/\

T / ' 1 4
-
1. big halo ‘ 2, medium halo | 3,small halo | 4, without halo ‘ 5, degraded b

@itations

This test provides presumptive quantitative information of DNA fragmentation in spermatozoa, This parameter should be analysed by a specialist, The results should
be evaluated taking into account all clinical and laboratory findings related to the same sample.

»

safety and the environment

o

Attention! Slide processing must be performed under fume hood.

Avoid inhalation and contact with the solutions supplied. The acid solution (AD) contains Hydrochloric acid, and the lysing solution (LS) contains Dithiothreitol and
Triton X-100. Consult specifications supplied by manufacturers.

Do not release the products used into the environment, Follow center guidelines for the storage and disposal of toxic substances,
Biological samples must be handled as potentially infectious.

precautions

(3)

For professional use only. For research use only.

1, All patient samples and reagents should be treated as potentially infectious and the user must wear protective gloves, eye protection and laboratory coats when
performing the test.

2,The test should be discarded in a proper bichazard container after testing,

3. Do not eat, drink or smoke in the area where specimens and kit reagents are handled.
4, Do not use beyond the expiration date which appears on the package label,

5.1tis recommended the use of gloves and face mask.

storage conditions

(2)

The kit should be stored closed at room temperature (2-30°C). Once open, it is recommended to storage lysis solution in the fridge and protected from light, the rest
of the components at room temperature. If the kit is stored under these conditions, it will be stable until the expiry date printed on the package label.

Expiration: the reagents supplied are stable for a minimurm period of 12 months. It is recommended that solutions be kept well sealed and air tight as much as possible,

Halosperm® is a trade mark by Halotech Dna, SL

Halotech Dna, sL IUHALOSPERM-REVD2
Parque Cientifico de Madrid / PTM=-c/ Santiago Grisolia 2 / 28760 Tres Cantos (Madrid) / T+34 91571 3598/ F+34 91 567 1557 / www.halotech.es f info@halotech.es Wersion 2 / 2008 13 06
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Annexe 6 : Manuel de ’extraction de ’ADN

Purification Procedure Using Mini Kit

Experimental Overview

Introduction The procedure for purifying genomic DNA using the PureLink® Genomic DNA
Mini Kits is illustrated in the following flow chart.

Prepare lysate using
Digestion Buffer and
Protelnase K

Add Lysis/Binding Buffer
and ethanol to the lysae

Apply sample to a
PureLink™ Spin Column

‘Wash the column
with Wash Buffer 1

 -§ &=l -§ &) — T —

‘Wash the column
with Wash Buffer 2

-3

Elute DHA with
Elution Buffer

14
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Preparing Lysates—Mini Kit

Introduction

Important

Materials Needed

Instructions for preparing lysates from mammalian cells and tissues, mouse tail,
buccal swabs, blood, bacteria, yeast, FFPE tissues, and Oragene™ preserved saliva
are described in the following sections.

To obtain high-quality genomic DMNA, follow the guidelines recommended on
page 11.

Make sure there is no precipitate visible in PureLink® Genomic Digestion Buffer
or PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer. If any precipitate is visible in the
buffers, warm the buffers at 37°C for 3-5 minutes and mix well to dissolve the
precipitate before use.

Components supplied by the user

*  96-100% ethanol

*  Sample for DMNA isolation (see page 12 for recommended starting amount)
* Phosphate Buffered Saline (PBS) for mammalian cell lysate (page 43)

*  Lysozyme and Lysozyme Digestion Buffer (25 mM Tris-HCI, pH 8.0, 25 mM
EDTA, 1% Triton X-100) for bacterial cell lysate

¢ Zymolase Buffer (1 M sorbitol, 10 mM sodium EDTA, 14 mM
B-mercaptoethancl) and Zymolase (lyticase) enzyme for yeast lysate

*  CitriSolv™ Clearing Agent (Fisher cat. no. 22-143-975) or xylene for FFPE
tissue

+ 3 M sodium acetate (pH 5-5.5) and 2.8 mL isopropanol for Oragene™

samples
*  Sterile, DNase—free microcentrifuge tubes
*  Water baths or heat blocks
Comtponents supplied with the Kit
*  PureLink® Genomic Lysis/Binding Buffer
*  PureLink® Genomic Digestion Buffer
*  Proteinase K (20 mg/mL)
*  RNase A (20 mg/mL}

15
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Preparing Lysates-Mini Kit, Continued

Blood Lysate Use the following protocol to prepare lysate from blood samples (nucleated or

nonnucleated).

Note: [f you are processing 200 pL blood sample, you need to purchase
additional PureLink” Genomic Lysis/Binding Buffer and Proteinase K
(page 43,

. Seta water bath or heat block at 53°C.

1 Toa sterile microcentrifuge tube, add <200 pL fresh or frozen blood sample (if
using <200 pL. blood sample, adjust the sample volume to 200 pL using PBS).
For processing blood samples »200 pl and <1 ml, scale up all reagent
volumes accordingly.

3. Add 20 pL Proteinase K (supplied with the kit) to the sample.

4 Add 20 pL RNase A (supplied with the kit) to the sample, mix well by brief

vortexing, and incubate at room temperature for 2 minutes.

5. Add 200 pL PureLink® Genomic Lysis,/Binding Buffer and mix well by

vortexing to obtain a homogenous solution.
6. Incubate at 55°C for 10 minutes to promote protein digestion.

7. Add 200 pL. 9-100% ethanol to the lysate. Mix well by vortexing for
5 seconds to yield a homogenous solution.

8. Proceed immediately to Binding DNA (page 23).
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Purification Procedure Using Spin Columns

Introduction

Materials Needed

Before Starting

Binding DNA

The purification procedure is designed for purifying genomic DNA using a spin
column-based centrifugation procedure in a total time of 10-15 minutes.

Components supplied by the user

* Lysates prepared as described on pages 16-21

*  Sterile, DMase-free 1.5-mL microcentrifuge tubes for elution

*  Microcentrifuge capable of centrifuging = 10,000 x g

*  Optional: sterile water, pH 7.0-8.5, if you are using water for elution
Components supplied with the Kit

*  TureLink® Genomic Wash Buffers 1 and 2

*  PureLink® Cenomic Elution Buffer

*  PureLink® 5pin Columns in Collection Tubes

»  PureLink® Collection Tubes

Follow the recommendations below to obtain the best results:
*  Perform all centrifugation steps at room temperature

*  Review Elution Parameters on page 13 to determine the suitable elution
volume for your requirements

*  Perform a | minute incubation step with PureLink® Genomic Elution Buffer
*  Be sure to perform the recommended wash steps to obtain the best results

*  [f you are using water for elution, always use sterile water, pH 7.0-8.5

Add 96-100% ethanol to PureLink® Genomic Wash Buffer 1 and PureLink®
CGenomic Wash Buffer 2 according to instructions on each label. Mix well. Mark
on the labels that ethanol is added. Store both wash buffers with ethanol at room

temperature.

—

Remove a PureLink® Spin Column in a Collection Tube from the package.

L Add the lysate (~640 pL) prepared with PureLink® Genomic Lysis/Binding
Buffer and ethanol to the PureLink® Spin Column.

3. Centrifuge the column at 10,000 x g for I minute at room temperature.

Naote: If you are processing »200 pL starting material such as blood, buccal
swabs, or Oragene”™ preserved saliva, you need to perform multiple loading
of the lysate by transferring any remaining lysate to the same PureLink® Spin
Column (above) and centrifuge at 10,000 = g for 1 minute.

4. Discard the collection tube and place the spin column into a clean PureLink®
Collection Tube supplied with the kit.

5. Proceed to Washing DNA, page 24.
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Purification Procedure Using Spin Columns, Continued

Washing DNA

Eluting DNA

Storing DNA

L

Add 500 pL. Wash Buffer 1 prepared with ethanol (page 23} to the column.

Centrifuge column at room temperature at 10,000 = g for 1 minute.

3. Discard the collection tube and place the spin column into a clean PureLink®
collection tube supplied with the kit.

4. Add 500 pL Wash Buffer 2 prepared with ethanol (page 23} to the column.

5 Centrifuge the column at maximum speed for 3 minutes at room
temperature. Discard collection tube.

6. Proceed to Eluting DNA.

1. Place the spin column in a sterile 1.5-mL microcentrifuge tube.

2. Add 25-200 pL. of PureLink® Genomic Elution Buffer to the column. See
Elution Parameters {page 13) to choose the suitable elution volume for your
neads.

3 Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the column at
maximum speed for 1 minute at room temperature. The fube contains purified
gemomtic DNA.

4. To recover more DMA, perform a second elution step using the same elution
buffer volume as first elution in another sterile, 1.5-mL microcentrifuge tube.

5. Centrifuge the column at maximum speed for 1.5 minutes at room

temperature.
The tube contains purified DNA. Remove and discard the column.

Store the purified DMNA at -20°C or use DNA for the desired downstream
application.

For long-term storage, store the purified DNA in PureLink® Genomic Elution
Buffer at -20°C as DN A stored in water is subject to acid hydrolysis.

To avoid repeated freezing and thawing of DMNA, store the purified DNA at
4°C for immediate use or aliquot the DNA and store at -20°C for long-term
storage.
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Annexe 7 : Manuel du screening des microdeélétions du chromosome Y

o
Promega

A, Reaction Setup

See Figure 2 for a flow chart summary of the reaction setup protocol. In this
procedure, aliquots of the sample DMNAs are placed in a reaction tube. Separatdy,
Tag DNA polymerase is added to each of the Multiplex Master Mixves. Then the
Multiplex Master Mix containing Tag DNA polymeraseis added to the reaction
tubes containing the sample DNA. Each DNA sample is analyzed using each of the

five Multiplex Master Mixes.
Diluwie sample OMA
{im Kuelease-Free Water),
and prepare conirols
\ Prepare Maltiplex Master Mix
and Tayg DMA polymarzse mirtures,
QD QH o for sach Mubtiplax Master Mix.
Positive Megates  Prepare reactions: i ;
Sample  Conirol Mals Control 1. Flaumplu DNA Muitiplex Tag Dhla
DA Genomio DMA Mo DRA of cantrol in tubes. Mlarsdier Mo for potymerase for
7. Add “Iiplﬂl each sampls sach sample
Master Mix and Tag DNA —— il
polymerase mixture. T

ddqddgg

=
s

—

Thermal eycling

“U“J
17
17
17
17

:

Agarose gel electrophoresis

Figune 2. Schematic representation of the Y Chromosome AZF Analysis System assay,

Promega Comporabion - 500 Woods Haollow Road -Madison, W] 2711539 1BA -Td Fee in USA 800356953 - Phone 608284300 -Fax s082TT- 516 -www. pramegacom

Parié TME52
Pagef

FPrinded in LEA.
Revied 3/ H

138



Annexes |

1. Thaw the Multiplex Master Mixes, Nudease-Free Water, and Male Genomic
DMA on ice. Once thawed, storeon ice. Vortex the Multiplex Master Mixes for

5-10 seconds before use. m

2. Complete the table below to determine the number of reactions for each
Multiplex Master Mix. For each DN A sample there will be five reaction tubes,
one for each Multiplex Master Mix. Include a positive Male Genomic DNA
control and a negative no-DNA control for each Multiplex Master Mix. a

# of Positive Negative Total
Multiplex Sam ple Control Male Control Reaction
Master Mix DNAs Genomic DNA NoDNA Tubes

| Dy | o= =
U ) (RS Y Y
U ) (RS Y Y

3. Setupand label the required number of reaction tubes as determined above.
Use thin-walled amplification tubes. Place the reaction tubes on ice,

4 Inaseparate tube, dilute each sample DNA to 10ng,/ul using the supplied
Nuclease-Free Water. Mix well by vortexing for 510 seconds. Add 5ul diluted
DNA to the appropriately labeled reaction tubes on ice,

Positive Control DNA Sample: For the positive control Male Genomic DNA
sample, dilute the Male Genomic DNA to 10ng /il by ad ding 6l of Male
Genomic DNA to 24yl of Nuclease-Free Water. Mix well by vortexing for 5-10
seconds. Add 5pl to appropriately labeled reaction tubes on ice.

Negative Control No-DNA Sample: For the negative control (no DNA), add
5l of Nuclkase-Free Water to the appropriately labeled reaction tubes on ice.

5. Prepare five Multiplex Master Mix /GoTaq® DNA polymerase mixtures onice,
one for each Multiplex Master Mix, Vortex the Multiplex Master Mixes before

using them.

Volume per Volume per
Component Reaction 10 Reactions
Multiplex Master Mix 2l 2001
GoTag® DNA polymerase (5u/pl) 02l _
final volume 20.2ul 2l

6 Vortex to mix.

7. Add 20pl of the Multiplex Master Mix/GoTag® DNA polymerase mixture {o the
appropriate reaction tubes, which contain the sample DNA or contiols, on ice,

8 Gently vortex to mix.

9. Centrifuge the tubes briefly to bring the contents to the bottom of the tubes.
Place reaction tubes on ice until ready for thermal cyding.

10.  Thermal cyclers without a heated lid (for example, the Perkin-Elmer Model
480 thermal cycler) require a mineral oil overlay of the reactions in the reaction
tube. Tilt the tubes and add one drop of oil to the side of the tube, letting the
oil run down theside of the tube.

Premega Corporation - 2300 Woods Hollow Road - Madion, W 537133259 USA -Toll Free in [5A 80355506 -Phone SE-274-830 -Fax 48 Z7-2516 - www. promegacom
Prinfed inUSA Part TMIS2

Revied 3/H Page?
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Optimal PCR Thermal Cycling Protocol for the Perkin-Elmer Model 480

Thermal Cycler

The following protocol was optimized for the Perkin-Elmer Model 480 Thermal
Cycler. The user is responsible for protocol optimization and validation if using a
different thermal cycler.

Itis crucial to preheat the instrument to 94°C before placing tubes into the machine.

Thermal Cycler

Reaction Tubes

DNA Polymerase

PCR Conditions

Model 480

05m] GeneAmp® thin-
walled reaction tubes

GoTag® DNA
Polymerase

W4C for 2 minutes, then:
UAC for 1 minute

574C, for 30 seconds
72°C for 1 minute

Repeat for 35 cydes then:

72°C for 5 minutes
4°C soak

Agarose Gel Electrophoresis

4% NuSieve® 3:1 Plus TBE buffer precast Reliant® minigels (Cambrex Cat# 51927,

54928 or 54929) are required for electrophoresis and subsequent optimal

visualization of amplification products.

1. Dilute molecular weight marker as follows:

Component

30bp DNA Step Ladder

Blue /Orange 6X Loading Dye
Nuclease-Free Water

mix.

A

Volume
12ul

4l

Bul

2. Add 25pl of the Blue/Orange 6X Loading Dyve to each amplification tube and

dye front migrates to the bottom of the gel.

Load 10ul of the diluted molecular weight marker onto the first well of the gel.
Load 10ul/ well of each sample.
Load 10p! of diluted molecular weight marker onto the last well of the gel.

Run the gel in 1X TBE containing 0.5pg,/ml ethidium bromide at 3V /cm
(measured as the distance between the elecirodes) until the bromophenal blue

7. Photograph the gel using a UV transilluminator (32nm).

140



Annexes

Annexe 8 : La publication

I/":\.:' Taylor & Francs

Systems Biology in Reproductive Medicine

IS5M: 1939-6368 (Print) 1939-6376 (Online) Journal hemepage: http:! fwww. tandfonline com/lollaan

Association of CAT-262C/T with the concentration
of catalase in seminal plasma and the risk for male
infertility in Algeria

Mour El Houda Bousnane, Sadig May, Mouloud Yahia & Abed Alkarem Abu
Alhaija

To cite this article: Nour El Houda Bousnane, Sadig May. Mouloud Yahia & Abed Alkarem
Abu Alhaija (2017): Association of CAT-262C/T with the concenfration of catalase in seminal
plasma and the risk for male infertility in Algena, Systems Biclogy in Reproductive Medicine, DOI:

To link to this article: http://dx.doi.org/10.1080/19396368 2017.1318187

[
h View supplementary material [

ﬁ Published online: 24 Apr 2017.

3
El’ Submit your article to this journal (£

™
h View related articles CF

@ View Crossmark data ('

[T

Full Terms & Conditions of access and use can be found at
http:/fwww. tandfonline com/actionfjeurnalInfermatien?journalCeode=iaan 20

f/_[!uwnluad by:-[32.241.51.134] Date: 24 April 2017, At 12:47

)

141

\



Annexes |

SYSTEWS BIOLOGY IN REPRODIUCTIVE MECKINE Ti:‘)u"qr & Francis
e e oy 10, 10080 14PEB6R 017, 1318147 Tush i Francs Grovp
RESEARCH COMMUNICATION

Association of CAT-262C/T with the concentration of catalase in seminal plasma
and the risk for male infertility in Algeria

Mour Bl Houda Bousnane?, Sadig May®, Mouloud Yahia®, and Abed Alkarem Abu Alhaija®

*laboratory of Bioactive Molecules and Cellular Pathophysiclogy, Faculty of Matural and Life Sdences, Department of Biology of Organisms,
Batna University, Algeria; “Faculty of Sciences, Department of Biclogical Sciences, Yarmouk University, Irbid, Jordan

ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Catalase [CAT) plays a central role in the protection of different cell types against the deleterious Feceived 22 November 2016
effects of hydrogen perceide. In human, CAT isimplicated in many physiclogical and pathological — Pevised 14 Februagy 2017
conditions including idiopathic male infertiity. In this study we examined the assodation between  Adepted 17 March 2017
CAT levels in seminal plasma with different sperm parameters and with CAT-262 OT polymorph-  jgvwoRns

ism and their risk for idiopathic male infertility in Algeria. Semen and blood samples were Mlgea: CAT2620/T
obtained from 111 infertile males and 104 fertile controk from the region of Eastem Algeria pu by phism; Galaliie;
following informed consent. Standard semen parameters, DNA integrity, and CAT concentration in e infertiity; semean
seminal plaama were evaluated. CAT-2620T genotypes were screened wing allele specific PCR. paramelen

Seminal CAT activity was significantly different [p<0.0001) between infertile males and controls, it

was alo markedly deoeased in oligo-astheno-teratozoospermia (p<0.0001), azoospemia

(p=0.0001), and normozoospermia (p=0.045] subgroups compared to controk. Positive comela-

tions betwesn CAT activity and semen parameters (wolume, motility, concentration, and momphaol-

ogy) were detected, but not with sperm DNA integrity. There was no direct assodation between

CAT-2620/T polymorphism and general male infertility. However, the results presented in this

study showed that CAT activity is remarkably associated with the CAT-262T allele (p=0.001) and

the different CAT-262CT genotypes. This study highlighted the major differences in the seminal

plasma CAT content between infertile and fertile males and the differences of CAT concentration

between different CAT-26 20T genotypes camiers,

Introduction antioxidant capacity [Tramellen 2008]. Oxidants inter-
fere with normal sperm funcion via membrane lipid
peroddation and fragmentation of nucleic acids, which
result in sperm alteration and dysfunction leading to a
reduction in semen parameters such as sperm motility
and its ability to bind and fuse with the cocyte [Agarwal
et al. 2005; Nabil et al. 2008 Malkker et al. 2009],
Seminal plasma containg antioddants that are free
radical scavengers that protect sperm cells against oxida-
tive stress, Antiooddant eneyme activities and polymorph-
isms in antioddant genes are becoming assodated with

Male infertility is a polygenic multifactorial syndrome;
about 15% of couples trying to achieve a pregnancy are
affected by infertility [Ferlin et al. 2006; Trussell 2013],
almost half of these cases account for male factor
[Sharlip et al. 2002]. In male infertility, some abnorm-
alities can be detected during semen analysis that can
be used as predictors of male infertility risk factors,
These include olipproospermia (<15 million spermato-
zoa'mL), asthenozoospermia (<40% motile spermato-

zod), teratozoospermia (<4% normal forms), and quite

numerous diseases, especially those with unknown causes.
Catalase (CAT) (EC 1.101.1.6) plays an integral role in the
primary drﬂ:nsragd.i.n st oxd dative stress, as it catalyzes the
decomposition of H;O; to O and Hy O [Kodydkova et al,
2014; Saadat et al, 2014),

A CAT-262 C/T (rs1001179) single nucleotide poly-
morphism upstream of the CAT gene transcription site
has already been deseribed [Forsberg et al. 2001] and its
association with CAT activity was reported in different
populations in different pathological conditions such as

often, all three pathologies occur simultaneously as
oligo-astheno-teratozoospermia  (OAT)  syndrome,
Other cases include necrozoospermia (percentage of
vital spermatozoa is less than 58%) and azoospermia
in which there is a total absence of spermatozoa in the
ejaculate [WHO 2010].

Deterioration of male fertility potential is linked with
oxdative stress because spermatozoa with abnormal
morphology have an increased ability to generate reac-
tive oxygen species (ROS), but have a reduced

CONTACT Nour B Houda Bousnane @ had anonel20@hotmail fr gPH nurmiber 08 Mebarki, Batna, Algeda
) Supplementsl data for this article @n be scesed on the publishers website.

& 27 Tayor & Fanas
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Alzheimer [Goulas et al. 2002 and vitiligo development
[Casp et al. 2002; Gavalas et al. 2006; Schallreuter et al.
2012]. A link between deficient seminal CAT activity
and male infertility [Tremellen 2008] as well as an
association between CAT-262 CfT and altered blood
CAT levels have been reported [Forsberg et al. 2001;
Komina et al. 2012], otherwise only one study has
reported an association between CAT-262T/T genotype
with less susceptibility to male infertility in Tranian men
[Sabouhi et al. 2015], no other previous studies had
been reported in relation to CAT activity in seminal
plasma and its association to CAT-262 CfT
polymor phism.

Taking into account the preceding facts and the
reality that the Algerian population is not well studied
concerning the risk factors for male inﬁ:rlilit‘jr'. the
objective of this study was to investigate the association
between the different CAT -262C/T genotypes and
CAT levels in seminal plasma and to search for a
possible association between these two parameters and
male infertility,

Results and discussion

The present case-control study is the first to be con-
ducted on the Algeran population that included two
groups of age matched 111 infertile men and 104 fertile
controls from Batna city in the eastern mountainous
part of Algeria. We evaluated the activity of CAT in
seminal plasma and its associaion with sperm DNA
fragmentaion and some selected semen parameters
that could be predictors of ROS damage in our popula-
ton In addition, we analyzed CAT polymorphism
-262CHT (s 10000179) in all the subjects in an attempt
to search for its possible association with the concen-
tration of CAT in seminal plasma as well as its associa-
Hon with male infertility. An example is shown in
Figure 1

Demographic characteristics of cases and controls
including age, smoking, and body mass index (BMI)
are presented in Table 1, that shows no statistically
significant differences (p=0.05) in their distributions
between the cases and the controls, This result excludes
any implication of the indicated characteristics in pos-
sible pathological condition causing male infertility and
highlights the significance of the coming comparisons
of the semen parameters and CAT activities between
infertile men and controls,

As shown in Table 2, semen volume was not statis-
tically different (p=0.331) between the cases and the
controls, in comparison to all other semen parameters
that showed significantly lower values in infertile males
compared to those in the controls. The concentration

—

}r:
s
}!l:
1=

[

P |
—
-
-
gt
-
B

E

=

=

=

B

H

=

-]

L1
L1

L
L

1y

Figure 1. Representative results of the AS-PCR assay for the CAT
-262 /T polymorphism resolved on 2% agarose gel stained
with ethidium bromide. Lanes 1 and 20: 100 bp DNA ladder
marker (M). 51 through 56 represent samples from our results.
N represents a negative contral. P1 orepresents heterozygote
positive contral. P2 represents homozygote positive control,
For each control and all representative samples the left well
(even numbers) contained the amplified PCR products using the
wild type primer, while the right lanes (odd numbers) con-
tained products using mutant primer (with no DNA produc).

Table 1. Demographic characteristics of the studied population.
Tharsdefistics Cases =111 Contik (A=104) PAahie

Age (Mean + 30 [Vears) 3586573 37M:a72  01&
BMI Meszn + 5D) (Kg/im?)  25BE+ 417 2TIB: 33 Q10

Smoking st s
YES {n) 52 & 748
ND in) k] 58

BME body mag index; Povalue signifiant when = 005,

Table 2 Semen parameters, percentage of DNA fragmentation,
and catalase (CAT) activity in the infertile men and contrals.

Cantral
Characteristics (Mean + 500 Cases (n =111}) n=104) Pialusa
Vaduime {ml) 321151 392+ 134 033
Mability (%) 315+ 2908 @26+ 1773  <00001
Vility (%) I5E0+ 2789 G2BEEx 17B4  <00001

Concentration {1 0%ml) 02+ 4408 HA4E29H0 Q017
Typical Morghalogy ) 121221204 31B62094 <0001
DMA Fragmentation (% 193891215 1703+421 00682
CAT Coneentration (Usml) 1254 £ 443 1750+ 45 <00001

Palue significant when = .05

of seminal plasma CAT in the controls was statistically
higher than that in the cases (17.59 + 4523 UfmL and
12,54 + 4,43 UimlL, respectively, p<0.0001). After clas-
sification of the infertile cases according to semen para-
meter values [WHO 2010], four subgroups were
obtained: normozoospermia (= 22), azoospermia
(n=26), oligo-astheno-teratozoospermia (n=42), and
necrozoospermia (n= 21). Table 3 shows the results af
the comparison of demographic eriteria, semen para-
meters, DA frd.gmrntatiun. and seminal CAT activity
in subgroups of infertile men with fertile controls. Low
CAT activity was a general trend in our infertile male
population, a signiﬁca.nt decreass was observed in this
enzyme activity in the first three subgroups compared
to controls (p<0.05). However, the CAT activity in
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Table 3. Demographic critera, semen characteristics, DNA integrity, and Catalase (CAT) adtivity in the infertile men
subgroups and results of their comparison with fertile controls.

Nonmaead .ﬂ.ﬂ{ﬂﬁm‘l—ﬂ O-A-EEla ]
Characerisics spesmia |i=23) = 26) rompenmia [r=42) spermia W1=21)
Mge [Yeas 3750+ 628 IEO2 617 3455 + 5.45" 62 ¢ 4R3
BMI Pgirn’) 25584 4325 571 & 485 2647 £ 411 2503 +335
Ve (ml) 325+ 157 166 £ 127° 327 £ 147 A7 £ 172
Makility (34 5531 + 1555 i 28.90 + 19.68° T + 1376
Vitality ) G422 = 1109 ! 4643 = J16T B9 £ 1RR°
Cancentation {10° jml) 62.78 = 6.60° o 16 M + 6.57° 62.95 + 24.297
Typical Marphalogy (%] 163+ 1.7 i 890 £ 9.33° BE £A5F
DA Fragmen@Ban %) 1150 755 i 19,16 = 5.83° 1874 = 280
CAT Concentration (LV'mij 1554 = 3.0 .75 £ 3.16° 1.9 £ 3.06° 1638 + 304

o= 004; Bp= 0033, “ps Q0001; “p= 0045 “p= (L035: o= Q008 in comparison with contrals: Tp=0 005 Pvalue significant when < 005

necrozoospermia patients compared with controls did
not reach a significant level (p=0.245), this can be
attributed to 2 compensatory mechanism to preserve
sperm vitality and inhibit cell death. By definition the
sperm parameters of the OAT group was the most
different (p=0.001) since it gathers simultaneously
three types of sperm abnormalities. But generally
speaking, there were different levels of varation
between cach subgroup and controls and the biggest
differences were regarding the sperm concentration,
vitality, and the percentage of spermatozoa with typical
morphology which had been regarded as the most
important criterda for normal fertilizing ability.

Chur results revealed a significant difference in CAT
activity in the seminal plasma between the infertile men
and controls (p<0.0001) and between three out the four
infertile subpopulations and controls (p<0.05). These
results were biologically reasonable and highlighted
the central role of CAT in detoxification of ROS and
its protection of spermatocoa integrity, in agréement
with and supported those reported by Khosrowbeygi
et al. [2004] who showed that an altered CAT state can
have a significant role in the etiology of impaired sperm
function. Cur results alse supported those of Zelen
et al. [2010], in which they showed fertile donors had
significantly higher CAT activities in seminal plasma
than infertile men. Our results also supported those of
Ramya et al. [2011]. They observed that CAT activities
were attenuated in all infertile groups. Al-Azzawie et al.
[2014] also observed a significant decrease of seminal
CAT activity in two male infertility subgroups: severe
oligozoospermia and  asthenozoospermia  compared
with controls. However, contrary to our findings, Zini
et al. [2000] reported no such difference in CAT-like
activiies between fertile and infertile males, and
Tavilani et al. [2008] did not note any significant dif-
ferences in the concentrations of CAT in seminal
plasma  between asthenozoospermic and  controls.
These contradictory results could be due to many vari-
ables such as genetic background, sample size, age, and

BMI of the studied subjects, and/or the inclusion and
exclusion criteria with the abstinence time, that
strongly modify the composition of seminal plasma,

Orverall, the amount of seminal CAT in the control
group and its decrease in infertile men in general and
most of the male infertility subgroups may be due o
the increased turnover of this enzyme as a way for
preventing oxidative damage. Also, it confirmed the
positive contribution of CAT as a strong antioxidant
to maintain sperm quality so it could be a useful ool in
the management of male infertility. This hypothesis is
in agreement with many literature data, which indi-
cated that CAT provides the most effective antioxidant
protecion against the effects of free radicals when the
sperm cells are incubated in systems producing oxygen
radicals [Gagnon et al. 1991; Aitken et al. 1993; Plante
et al, 1994],

The study of correlations shows that the concentra-
tion of CAT in the seminal plasma of the infertile men
is positively associated with the most important criteria
for normal fertilizing ability to the spermatozoa includ-
ing: sperm concentration (p<000001, r = 0.348), sperm
witality (p<0.0001, r = 0.510]), sperm mobility (p<0.0001,
r = 0.585), and percentage of typical sperm morphology
(00001, r = 0.599), but not with sperm DNA frag-
mentation (p=0.122, r = (L106). Our results were con-
sistent with many others in the literature, such as
Sanocka et al. [1997], Khosrowbeygi et al. [2004],
Kawakami et al. [2007), and Samant Parinecta et al,
[2004].

In light of such an important role of the seminal
plasma for sperm function, the expression of the CAT
gene as well as the CAT gene product in seminal
plasma were found in association with some semen
quality parameters such as sperm morphology and pro-
gressive mobility [Macanovice et al. 2015], However, the
absence of any association between seminal CAT and
DNA integrity of spermatozoa in our results and those
of Hammadeh et al. [2008], are consistent with a pro-
tective effect of the tight packaging of sperm DNA with
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protamines that makes it more resistant to free radical
attack than other cell types [Olivia 2006].

Allelic frequencies were in Hardy-Weinberg equili-
brium. The genotypes and allele distribution with the
odd ratios (ORs) for the infertile males (cases) and
controls are summarized in Table 4, which shows that
the frequencies of both alleles and the different geno-
types in the infertile cases and the controls were not
statistically  different  (p=0.05). CAT activity was
remarkably different between the three genotypic
groups, 1292 + 498 U/mL in the CT and 10.7345.40
U/ml in the TT genotypic groups which were signifi-
cantly lower than CAT activity in the OC genotypic
group 1423 + 4.3 (p=0001). The lack of association
between the different CAT -262C/T genotypes and the
risk of male infertility in our Algerian study does not
support an Tranian report [Sabouhi et al. 2015] in
which CAT-262T/T genotype confers less susceptibility
to male infertility,

Regarding the sereening of the different CAT-262C/T
genotypes in our population, subjecs with the CC gen-
otype were found to be the most frequent (Table 4)
followed by the CT and TT genotypes, respectively.
This is in agreement with different previous studies in
Swedish population (52% CC, 31% CT, and 7% TT),
Germans (598 CC, 342% CT, and 6% TT), and
Russians (69% CC, 25% CT, and 6% TT) [Forsberg
et al 2000; Farbock et al. 2007; Komina et al. 2012],
While in the Iranian study [Sabouhi et al. 2005] the CT
genotype presented the highest fraquency in both infer-
tile and control groups, consistent with the differences
between our populations. In the supplementary data
(Supplemental Tabls 1 and 2), addifonal information
about the CAT gene and CAT-262CT polymorphism
related to male infertility is provided.

To our kmwludgc. our study is the first to search for
the presence of a link between CAT-262C/T genotypes
and CAT activity in seminal plasma of infertile men
Our most relevant findings were the detection of the
highest CAT concentrations in individuals carrying the
wild type CAT-262C/C genotype and lower concentra-
tions in the carrers of the CAT-262CT and CAT-
262TT genotypes. This is in agreement with different

studies in which CAT blood activity was higher in CC
homozygotes compared to those carrying the T allele
either in hetero or homozygotic states [Ahn et al. 2005;
Nadif et al. 2005; Pedanayagam et al. 2007; Komina
et al, 2002).

The results presented in this study in which a lower
seminal CAT activity was associated with the CAT-262T
allele is consistent with H;0; induced enzyme inactiva-
tion [Gibbons et al. 2006]. Consequently, decreased CAT
expression in the CAT mutant allele carrers may lead to
further attenuating CAT activity; this is in agreemnt
with the report of Komina et al. [2002] and Ji 4 al
[2012a] in which this mutant CAT -262C/T polymorph-
ism had been associated with lower CAT activity and
thus increased the levels of ROS. This is also in agree-
ment with the suggestion that a single nucleotide poly-
morphism located in the promoter region can affect not
only CAT expression but also its activity as suggested by
Liw et al. [2010]. Decreased CAT activity impairs detos-
ification of free radicals that may lead to an increased
formation of hydroxyl radicals and an elevated risk to
many disorders [Ahn etal 2005 Mak et al. 2007] includ-
ing male infertility as our results had indicated. Other
studies also confirmed the significant interactions
between several polymorphisms in the antioddant
genes and an increased ridk of male infertility [Ti et al.
[2012b]. As reported here, our study remains the first to
highlight the deleterious effect of CAT -2620T on semi-
nal CAT activity in infertile males and provides evidence
that this enzyme is necessary to maintain sperm quality,

As presented above, the study has revealed that the
concentration of CAT in the seminal plasma of infertile
men is significantly associated with sperm quality
including concentration, sperm vitality, sperm motility,
percentage of typical sperm forms, but not with sperm
DMNA fﬁ.gma:ntati.un. which indicated that CAT has an
essential role in maintaining normal sperm parameters.
The decreased concentration of this antioeidant
enzyme in three out of the four male infertility sub-
groups (normozoospermia, azoospermia, and OAT)
supports the hypothesis that deficient catalase status
can be an important causative factor in the pathogen-
esis of male infertility,

Table 4. CAT-2620T genotypes and allele frequendies of the infertile cases and controks.

Cae Conuraks EEwa

Genalype A (%) A ) on (Lewer - Upger) Pyshue
[ 77 (4% 82 [739%) Refemiice

T MBI 25 22.5%) 0944 10515 - £.55) 098
1 3 (29%) 4 [3.6%) 1252 0271 - 5776) 0.773
CT+TT 7 (6% 29 RE1H) 100 {0653 - 1560) 095
Al € 178 |85 6%) 189 (B5.1%] 0997 {587 - 1447) 0.988
Allsle T 30{124%] 33 {14.9%) 1033 10576 - 1852) 0913

Of: axdds ratier Ck confidence interval Povalue significant when < 005,
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Our study showed for the frst time that there was no
direct association between CAT-262CT polymorphism
and general make infertility in Algerm; however, we
reported that CAT -262T has a deleterious effect on
seminal CAT adivity in infertile patients. These results
could provide a base for further research on the negative
effect of the CAT-262T allele on seminal CAT activity
and male factor infertility. Although the evaluation of
antioxidants is not yet a routine in dinical practice, our
results highlighted the importance of seminal CAT in
maintaining a good sperm quality. Further, it supported
the possibility that this enzyme may provide 2 useful tool
for the management of male infertility.

Materials and methods
Subjects

A total of 111 men sufferng from idiopathic male
infertility (cases) and 104 healthy fertile controls with
regular  semen  parameters  volunteersd and  were
recruited from the University Hospital of Baina and
private laboratories from the same ¢ty in the Middle
East of Algeria. A detailed medical history and andro-
logical examination was performed for all studied con-
trods and cases, also detailed questionnaires were given
to discard any female contribution in these infertility
cases. We excluded from the study infertile men who
had recognizable causes of male infertility; obstructive
azoospermia, chromosomal aberrations, hypogonad-
ism, hormonal disorders, and infections. Also, subjects
under antioxidant supplementation during the period
of the study were excluded. The effects of varations in
different parameters (genetic ba.ckgmu nd, sample sie,
age, and BMI of the studied subjects, and inclusion and
exclusion criteria and abstinence time) which strongly
modify the composiion of seminal plasma, were
avoided by making very rigorous inclusion criteria to
eliminate any causes affecting semen quality and ant-
oxdant status, These criteria included age- and BMI-
malched cases and controls groups, equivalence in the
number of the control and the cases groups, potentially
sufficient size of the studied samples, which came from
the same homogencous population that originated
from the same peographic region, and finally by match-
ing the abstinence Bme to three days for all the cases
and controls. The study was approved by the Scientific
Committee of Batna 2 University. Informed written
consent was obtained from each of the subjects parti-
cipating in this study and the protocols and procedures
used in this research were in compliance with the
Declaration of Helsinki,
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Semen samples and processing

Semen samples were collected in sterile containers by
masturbation, after three d of sexual abstinence, Within
an hour from sjaculation, the samples were analyzed
for semen quality (volume, motility, concentration, and
morphology]  according  to the World  Health
Organization {WHO) [2010] manual. Semen was cen-
trifuged to separate the seminal plasma which was
liquated and stored at -80°C till use.

DNA integrity evaluation

DNA integrity was evaluated by the sperm chroma-
tin dispersion (SCD) test using 2 special kit
(Halosperm kit, Halotech Dna S.1, Spain) according
to Fernandez et al. [2005]. A 25 pL sample of diluted
semen (5-10 million spermatozoa /mL) was added to
an Eppendorf tube containing dissolved agarose, 20
pL of this suspension were placed on a treated side
and covered with glass coverslip. The slide was left
to gel in horizontal position for 5 min at 4°C. After
solidification, the coverslip was removed and the
slide was incubated respectively into acid denatura-
tion solution (7 min), lysis solution (25 min), and
abundant distilled water (5 min). Finally, the slide
was placed horizontally into a tray containing 70%
ethanol (2 min), followed by 90% (2 min), and
finally 100% ethanol (2 min) and left to deay at
room temperature. The last step consisted of stain-
ing the slide to be observed under bright field
microscope using Diff-quick stain. Removal of
sperm nuclear proteins results in nucleotdes with
central core and peripheral halo of dispersed DNA
loops. Spermatozoa were classified according to the
presencefabsence or the diameter of the halo
observed around their head. A study of at least 500
spermatozoa per side was performed to obtain a

representative percentage of sperm DNA fragmenta-
tion for each sample.

CAT activity measurement

CAT aclivity was measured according to the method of
Acbi [1984]. In the ultraviolet range Hy0, shows a
continual increase in absorption with decreasing wave-
length. The decomposition of Hal, can be followed
directly by the decrease in absorbance at 240 nm
(Ezs0 = 0.00394  0.0002 liters mmol " mm ). The
difference in absorbance (AA240) per unit time is a
measure of the catalase activity.
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We measured a preparation containing 2 mL of
diluted seminal plasma (1:10) and 1 mL Hy0. (10
mM) against a blank containing 1 mL phosphate buffer
(50 mM, pH 7.0) instead of substrate and 2 mL diluted
seminal plasma. The reaction was started by the addi-
ton of Hylls The inibal absorbance should be approsd-
mately A = 0500, The decrease in absorbance was
followed at a wavelength of 240 nm CAT activity was
then caleulated from the change in absorbance within 3
min and finally expressed as Uml A unit of CAT
activity was defined as the amount of CAT which was
absorbed in 30 sec at room temperature,

Blood samples and DNA extraction

Venous blood (5 mL) were collected in an EDTA tube
from each of the participated subjects, then immedi-
ately separated in aliquots and stored at =80°C until
use. Genomic DNA was extracted from frozen blood
according to the manufacturer’s instructions using the
“Purelink Genomic DNA Mini Kit" from Thermo
Fischer Scientific (Waltham, MA, USA). DNA concen-
tration and purity were measured before storing the
DMA at 4°C until molecular analysis,

Genotyping of CAT-262 C/T

CAT palymorphism -262C/T (rs 1001179) was determined
using the allde-specific PCR (AS-PCR) assay as described
by Khodayari & al. [2013]. Primers were obtained from
Gene Link USA (Hawthorne, NY, USA). Forward primer
specific for alele C detection “rs 1001179 C™: 5-
GCOCTGGGTTOGGCTATC-3, forward primer specific
for allele T daedion “s 1000179 T §-
GUOCTGGLGTTOGGCTATT-3, and common  réverse
primer s 1001179 R% 5 GGTTTGCTGTGC
AGAACACT -3

Two PCR reactions were run in parallel for each
sample, one with primers “rs 1001179 C" and “rs
1001179 B* and a second with “rs 1000179 T* and “rs
1001179 R", cach containing 125 pL of GoTaq Green
master mix 2X (Promega, San Luis Obispo, CAJUSA),
0.5 pL of MgCL2 (Promega), 8 pL of free nucleases HyO
(Promega), and 1 pL genomic DNA (40 ng) in a final
volume of 25 pl. PCR conditions included initial heat-
ing at 95°C for 5 min, followed by 38 eyeles each
consisting of 95°C for 30 s, 62°C for 1 min, 72°C for
1 min, and a final extension step at 72°C for 5 min. The
PCR products were electrophoresed in 2% Tris-Borate-
EDT AJethidium bromide agarose gel and wvisualized
under UV illumination The presence of a 340-bp
band in PCR C or T indicated the presence of the allele.

A sample was considered negative for a particular allele
when the amplicon was absent (Figure 1),

Statistical analysis

Statistical amalyses were performed with IBM SPSS
statistics 20 for Windows, Differences between the
means of the two continuows variables were evaluated
by the Student’s i-test; Chi-square 32 test was used for
categorical variables and to evaluate the genotype dis-
tribution and allele frequencies of the studied poly-
murphisrns. and whether individual varants were in
the Hardy-Weinberg equilibriuvm (HWE). Pearson cor-
relation was used to search for possible associations
between the different semen parameters and CAT
activity. The difference in seminal concentration of
CAT between the three genotype carriers was analyzed
by oneway ANOVA basing on normality and the
homogeneity of distribution of varances in the three
groups using the Leven test (p = 0,691). The association
between male infertility and the studied penotypes was
estimated based on an odds ratio (OR) and a 95%
confidence interval (T} using a multivariate logistic
regression analysis, Povalue of < 005 was considered
statistically significant
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Résumé

L’infertilit¢ masculine idiopathique est devenue un vrai probleme de santé publique. Récemment, une grande attention
est attribuée a I’implication des facteurs génétiques et du stress oxydatif dans cette pathologie. Dans le but d’établir une
association entre le statut oxydatif séminal et les parameétres spermatiques, de rechercher un effet possible des polymorphismes
CAT-262 C/T et SOD3 362G/A sur les activités enzymatiques concernées et sur le risque de linfertilité masculine
idiopathique, nous avons réalisé, sur une période allant de Mars 2013 au Mai 2016, une étude portée sur 168 hommes infertiles
et 131 témoins fertiles de la région de Batna. Les paramétres spermatiques standards, la fragmentation de I'ADN, les activités
de SOD, GPX, CAT et les taux de MDA dans le plasma séminal ont été évalués, par des méthodes spectrophotométriques. Le
polymorphisme CAT-262C/T a été criblé en utilisant une PCR d'allele spécifique et le SOD3 362G/A en utilisant PCR-RFLP.

Nos résultats montrent que les activités séminales de SOD, CAT et GPX étaient significativement inférieures (P
<0,001) chez les malades par rapport aux témoins, elles étaient également atténuées dans la majorité des sous-groupes
infertiles. Parallelement, Nous avons noté que le taux de MDA séminal des hommes infertiles est supérieur a celui des témoins
(1,795 + 0,607 nmol/mL vs 1,620 + 0,533 nmol / mL, P=0,007). Des corrélations positives entre les activités enzymatiques, les
parametres spermatiques et la fragmentation de I’ADN ont été détectées. Le MDA a été exclusivement corrélé avec la
fragmentation de I’ADN des spermatozoides. Nous n’avons trouvé aucune association entre les polymorphismes CAT-262C/T
et SOD3 362G/A et le risque de I’infertilité masculine (P> 0,5). Cependant, Nous avons montré pour la premiére fois 1’effet
délétére de I’alléle mutant CAT-262T sur I’activité séminal de CAT.

Mots clés: Infertilité masculine, Parameteres spermiologiques, Superoxyde dismutase, Catalase, Glutathion peroxydase,
Malondialdehyde, CAT-262C/T, SOD3 362G/A.

Abstract

Idiopathic male infertility has become a real public health problem. Recently, a big attention has been paid to the
implication of genetic factors and oxidative stress in this pathology. In order to establish an association between the seminal
oxidative status and semen parameters, to search for a possible effect of the CAT-262 C/T and SOD3 362G/A polymorphisms
on the related enzymatic activities and on the risk of idiopathic male infertility, we conducted a study on 168 infertile men and
131 fertile controls from the region of Batna, that extended from March 2013 to May 2016. Standard sperm parameters, DNA
fragmentation, activities of SOD, GPX, CAT and MDA levels in seminal plasma were evaluated using spectrophotometric
analysis. The CAT-262C/T polymorphism was screened using allele specific PCR and the SOD3 362G/A using PCR-RFLP.

Our results show that Seminal c activities of SOD, CAT and GPX were significantly decreased (P<0.001) in patients
compared to controls, they were also attenuated in the majority of infertile subgroups. At the same time, we noted that the rate
of seminal MDA of infertile men is higher than that of controls (1.795 £ 0.607 nmol/mL vs 1.620 + 0.533 nmol/mL, P= 0.007).
Positive correlations between enzymatic activities, sperm parameters and DNA fragmentation were detected. MDA was
exclusively correlated with fragmentation of sperm DNA. We found no association between CAT-262C/T and SOD3 362G/A
polymorphisms and the risk of male infertility (P> 0.5). However, we showed for the first time the deleterious effect of the
CAT-262T mutant allele on seminal CAT activity.

Key words: Male infertility. Semen parameters. Superoxide dismutase. Catalase. Glutathione peroxidase. Malondialdehyde.
CAT-262C/T. SOD3 362G/A.

uaidls

038 8 sl slga Yl 5 431 5l Jal sal ).ULJ).\.\SeLuA\ D) Al b a ) A3V A Aids Ao daa WSSl Jsgae ) sSY) e C_..a\

SOD3 362G 5 C /T 262-CAT J &Y axeil daine Ll e sl (5 sial) Jilall cilales 5 4 sial) dpanslill Al oy dMe L) ol e il 1aY)

O slana¥) Jla N e 131 5 il Gubaall Qs 5l (0 168 e A 5o Lysad ccamd) Jsgae 5 oS3 aie jlad e g Alall ¢l dpe 31 3daiil) e / A

SOD, GPX, ddaiil 5 (5 5 5ill (rmanll 4303 dul 50 5 4 siall i) gaall Lpul @l Cllalaall 4yl a5 2016 sibe (A 2013 Lol (e el Al all il dilaia

SOD3 362G / A sAS-PCR alaiuly C / T262-CAT JSaY) aaed Gand ai gl Cadall Jilas aladialy 455l L33 8 MDA SCAT
.PCR-RFLP plaaiuly

o Lot i 1 LS eyl gualy 45 i an 5all 3 (0.001> P) L sine Caadil 38 SOD, CAT GPX I (30 4y siall Aaii¥l) o)) Linilis & jgli)
elaal) vie Al 4uasl) o Aef aiall (e ¢ silas Al dla U (5 53l MDA Jaza of LY i Cigl) b alad) (e e il Cle ganall dplle
Glaleal) ey 331 Al dulaaY) bl )Y e iS5 (P = 0.007 «Je / dse s 0.533 + 1.620 Jiie o / J5e 5L 0.607 £ 1.795)
JEY) 2005 CAT o b)) sf an b Ay siall i) guall (g5 530 el 45305 ga | s Lai s MDA oS0 55l (rmanl) 45 a3 5 4y siall il gall
Ll e T262-CAT _ilall JaSU jlaall 5l 5 5e J5Y U edl «lld aas (0.5 <P) LsSY) wie odall ylad s SOD3 362G /A5 C/ T262- dxal)

(g5l Jildl 3 CAT

.CAT-262C / T. MDA. SOD3362G / A.GPX .CAT.SOD .¢s sl Jiluall clalaa . ) oSAll ade -allall cilalSl)



