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Introduction

L’infertilité est définie comme 1’incapacité a concevoir un enfant aprés une année de
rapports sexuels non protégés (Schlosser et al., 2007). Elle constitue de nos jours un réel
probleme de santé publique du fait de sa prévalence, de la généralisation de sa repartition et
des difficultés inhérentes a sa prise en charge.

L’infertilité¢ touche 80 millions de personnes dans le monde, un couple sur dix est confronté a
une infertilité primaire ou secondaire. L’ Algérie n’est pas épargnée par cette épidémie, plus
de 300.000 couples ne parviennent pas a concevoir un enfant, de maniére naturelle. Cette
statistique se traduit par, approximativement, entre 10% et 12% de la population ciblée
(Hamdi, 2013).

En effet, I’infertilité est due a des facteurs féminins, masculins ou une combinaison des deux
dans respectivement 30%, 20% et 40% des cas. Il reste 10% des cas de cause indéterminée ou
dite « idiopathique » (Coat et al.,, 2011). Elle peut étre expliquée par des problémes
hormonaux, immunologiques, environnementaux ou de la structure physique des organes
reproducteurs. Toutefois, dans un certain nombre de cas, la cause de I’infertilité est inconnue
en raison du mangue de connaissance des mécanismes génétiques et moléculaires qui jouent
un role dans le contréle de la production de spermatozoides ou d’ovocytes et leurs
maturations (Cameron, 2006).

Les couples infertiles ont toujours recours a ’assistance médicale a la procréation (AMP).
L’insémination artificielle avec sperme de conjoint (IAC) est une simple technique d’AMP,
son utilisation répond soit a la correction d’une anomalie mise en évidence lors du bilan,
étiologie possible de I’infertilité, soit a une attitude thérapeutique empirique dans les
infertilité idiopathiques (Geister et al., 2015)

La génétique de I’infertilité est un nouveau champ de recherche qui a connu un essor au cours
de ces dernieres années. Des preuves ont montré que le systeme rénine-angiotensine (SRA)
est impliqué dans les problémes de fertilité observés dans certaines populations. Ainsi, depuis
quelques années un intérét particulier avait été accordé au polymorphisme du géne de
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA). Des études ont examiné le r6le du géene
ECA dans d’infertilit¢ masculine et féminine (Pan et al., 2013).

Le géne ECA, est localisé sur le chromosome 17 en 23, mesurant environ 21 Kb et constitué
de 26 exons. Le clonage de I’ADNc de ’ECA, a permis d’identifier un polymorphisme
d’Insértion (I)/Délétion (D) d’un fragment intronique de 287 pb, riche en séquence Alu, au
sein de I’intron 16. Trois génotypes sont possibles, deux homozygotes (Il et DD) et un
hétérozygote (ID) (Laraqui, 2006).
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Ce polymorphisme du géne ECA est le premier variant génétique associé aux performances
physiques humaines et présente un fort déséquilibre de liaison avec les facteurs génétiques qui
influent sur les concentrations sériques en ECA (Kucera et al., 2001 ; Poornima et al., 2015).
En Algérie, aucune étude antérieure ou en cours sur la corrélation entre I’infertilité du couple
et le polymorphisme 1/D du géne ECA. Par conséquent, le but de ce travail est de :

- étudier les parametres épidémiologiques et anatomo-cliniques des couples infertiles ;

- analyser les paramétres spermatiques ;

- apprendre et appliquer la technique d’TIAC ;

- faire une exploration moléculaire du polymorphisme du géne ECA chez les couples

infertiles.



Etude
bibliographique



Etude bibliographique

I. Anatomie et physiologie de la reproduction

1. Appareil génitale masculin
L’appareil génital masculin assure la production des gamétes males ou spermatozoides, leur
transport, leur nutrition, leur stockage dans les voies génitales masculines ainsi que leur
expulsion dans les voies génitales féminines lors de la copulation. Il comprend les organes
génitaux externes (pénis et scrotum), les testicules et les voies spermatiques ainsi que les

glandes annexes sécrétrices du liquide séminal (Figure 1) (Thibault et al., 2001).
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Figure 1 : Schéma anatomique de 1’appareil génital masculin adulte (Auger et al., 2009)

2. Appareil génital féminin
L'appareil génital féminin regroupe un ensemble d'organes situés dans la cavité pelvienne : les
ovaires, les trompes de Fallope, l'utérus et le vagin (organes génitaux internes). Le vagin se
poursuit par la vulve qui comprend le vestibule, les petites lévres, les grandes lévres et le

clitoris (organes genitaux externes) (Coussieu, 2004).
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Figure 2 : Anatomie de I’appareil génital féminin (Coussieu, 2004)

3. Gamétogenese
3.1.Spermatogenése

La spermatogenése est un processus de développement du gamete male dans I'épithélium du
tube séminifere, a partir de spermatogonies souches diploides générent des gamétes masculins
haploides, les spermatozoides (Figure 3).
Chez les étres humains, ce processus de maturation commence a la puberté et se poursuit
pendant toute la durée de vie de I'individu. Le cycle spermatogénetique correspond au passage
d’une spermatogonie a 16 spermatozoides et dure 74 jours (Hazard et Perlemuter, 2000).
Le processus de formation des spermatozoides peut étre divisé en trois composantes
distinctes:
La spermatogenése : la formation de spermatozoides qui ont subi des premiére et deuxieme
divisions méiotiques ;
Spermiogenese : pendant laquelle les spermatozoides subissent un changement
morphologique ;
Spermiation : la libération des spermatides dans la lumiere des tubules séminiféres (Bronson,
2011).
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Figure 3 : Schéma simplifié d’une portion transversale de tube séminifére montrant les

différentes étapes de la spermatogenese (Auger et al., 2009)

3.1.1. Le spermatozoide
Le spermatozoide est une cellule sexuelle haploide spécialisée de forme allongée. Le

spermatozoide humain a une longueur de 60 um (figure 5) :

La téte de 3 a 5 pm de long élargie enticrement en forme de spatule dont la partie

effilée porte 1’acrosome a la maniére d’un capuchon.
- Le col qui mesure 1 um de long, comprend le centriole proximal et les clones

segmentées. Il réalise la jonction entre la téte et la piece intermédiaire.

- La piece intermédiaire est de 6 pm de long s’étend du centriole distal a I’anneau de
Jensen. Elle comprend le flagelle en position axiale, un anneau périphérique, 1’hélice

mitochondriale et une mince couche cytoplasmique dilatée.

- La piéce principale est la partie la plus longue de 40 a 50 um de long, contient le
flagelle en position axiale.

- La piéce terminale de 5 a 10 um de long constituée uniquement des tubules de
flagelle (Nazzal, 2002).
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Figure 4 : Représentation schématique de 1’ultra-structure du spermatozoide (Faure, 2010)

3.1.2. Régulation de la spermatogenése

- Controle hormonal
La spermatogenese dépend de signaux émanant d’un axe formé par 1’hypothalamus,
I’hypophyse et la gonade (Figure 4). Cette signalisation débute par une sécrétion pulsatile de
la GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone) par les cellules neurosécrétrices de
I’hypothalamus. La fixation du GnRH aux récepteurs des cellules gonadotropes situés dans
I’antéhypophyse stimule la synthése et la sécrétion des deux gonadotrophines, 1’Hormone
Folliculo-Stimulante (FSH) et I’'Hormone Lutéinisante (LH). Ces deux gonadotrophines
stimuleront les fonctions exocrines et endocrines de la gonade (Tachdjian et al., 2016).
La FSH est responsable de I’initiation et du maintien de la spermatogénése en agissant sur les
cellules de Sertoli testiculaires dont elle stimule 1’ensemble des secrétions.
La stéroidogenése est commandée par la LH qui se fixe sur des récepteurs membranaires des
cellules de Leydig ou elle stimule, la biosynthese de la testostérone essentiellement. La
testostérone pénetre dans le compartiment tubulaire ou elle se lie a une glycoprotéine de
liaison, I’ABP (Androgen Binding Protein) pour conditionner le développement de

I”épithélium séminal et le bon fonctionnement des voies génitales.
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La régulation de la fonction gonadotrope est caractérisée par un rétrocontréle négatif exercé a
la fois au niveau de 1’hypothalamus et de I’hypophyse par la sécrétion testiculaire (Hazard et
Perlemuter, 2000).
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Figure 5 : Régulation hormonale de la spermatogenese (Elaine & Katja, 2007)

- Controle paracrine

En plus d’étre régulées par les hormones, les fonctions des différentes cellules du testicule
sont soumises a une régulation paracrine au cours de la spermatogenése. Cette régulation est
due a des substances (protéines, peptides...), sécrétées par une cellule ou un groupe de
cellules, qui agissent sur des cellules voisines a I’intérieur du testicule. La plupart des
substances secrétées par la cellule de Sertoli influencent la stéroidogenese dans la cellule de
Leydig, notamment : les inhibines et les activines, I'lGF1, le TGFB, I’EGF, quant a I’IL1 et
I’IL6 (Idelman et Verdetti, 2000 ; Poncelet et Sifer, 2011).
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3.2.0vogenése

L’ovogénése est un processus discontinu qui débute a la 15¢me semaine de la vie
embryonnaire par la multiplication mitotique des ovogonies, qui se poursuivent jusqu’au
7éme mois de la vie feetale pour aboutir a la constitution d’un stock 7 millions d’ovogonies. A
ce stade les ovogonies sont entourées par une couche de cellules folliculeuses. Les mitoses
stoppent a la 28eme semaine de grossesse. Durant cette période de temps, de tres nombreuses
ovogonies sont éliminées (atrésie), et les autres commencent leur entrée en méiose
transformant les ovogonies en ovocytes du premier ordre (Thiry et Poncin, 2005 ; Oktem et
Oktay, 2008).

Le processus de folliculogénese commence par de la méiose. Les ovocytes | entrent en
méiose mais restent bloqués sous 1’action de 1’Ovocyte Maturation Inhibiteur (OMI) au stade
diplotene de prophase de la premiere division méiotique, et ne reprendront qu’au moment de
la puberté. Durant cette phase, I’ovocyte accumule des réserves nutritives et s’entoure d’une
enveloppe folliculaire formant ainsi un follicule ovarien. A la naissance, le pool de cellules
gamétiques d’une fillette est d’environ 1 million, seulement 300.000 a 400.000 se trouvent a
I’adolescence. Quelques ovocytes | par cycles menstruels poursuivront ensuite leur méiose.
En regle générale, un seul d’entre eux terminera la méiose I et débutera la méiose II, avant
d’étre bloqué une nouvelle fois au stade de métaphase Il. La division cellulaire en méiose |
n’induit pas la formation de deux cellules identiques comme chez I’homme, cela est di par
I’expulsion du premier globule polaire entrainant ainsi la réduction de la moitié du matériel
chromosomique. L’ovocyte Il ne terminera sa seconde division méiotiqgue que si la
fécondation a lieu (Figure 6) (Patifio et Sullivan, 2002 ; Oktem et Oktay, 2008).
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Figure 4 : Représentation schématique de 1’ovogénése (Hassold et Hunt, 2001)

- Cycle ovarien
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Le cycle ovarien ou cycle menstruel est définit comme étant 1’ensemble des modifications de
I’appareil génital féminin, du ler jour des régles jusqu’au ler jour des régles a venir. Il dure
28 jours : ce cycle débute et se termine par la menstruation et comporte 3 grandes phases :
folliculaire, ovulatoire et lutéale. Au cours de ces phases, une variation cyclique des
gonadotrophines hypophysaires, la LH et la FSH qui contrélent la synthese des hormones
stéroides ovariennes, les cestrogenes, la progestérone et les androgénes. Ces deux hormones
hypophysaires sont elles-mémes sous le controéle d’une hormone hypothalamique, libéré de
maniere pulsatile, la GnRH (Beaudeux et Durand, 2008). La FSH est la seule gonadotrophine
impliquée dans le recrutement. Le développement de la cohorte de follicules recrutes
s’accompagne d’une élévation de 1’cestradiol et de I’inhibine qui rétrocontrolent négativement
la production de FSH. Les taux de FSH baissant, les follicules les moins sensibles arrétent
leur développement et partent en atrésie alors que le follicule dominant (seuil de sensibilité
haut) se maintient et portera le nom de follicule de DE GRAFF. Pendant ce temps, au hiveau
de I’utérus, sous I’influence des cestrogenes, 1’endometre qui avait été éliminé lors des régles
commence a se régénérer ; c’est la phase proliférative (Mihm et al., 2011).

Les taux croissants d’cestradiol déclenchent le pic ovulatoire de LH. La LH agit sur les
cellules de la granulosa pour entrainer leur dissociation et la rupture des liens entre corona
radiata et ovocyte. Elle induit la reprise de la méiose ovocytaire et 1’ovulation (Lesourd,
2010).

En phase lutéale, le follicule de DE GRAFF qui libére I’ovocyte mature va se remplir de sang
(follicule hémorragique) et ses cellules vont se modifier. 1l va des lors sécréter principalement
de la progestérone (et aussi un peu d’cestrogéne), qui atteint un pic maximal vers le 9iéme jour
post-ovulatoire en 1’absence de fécondation et nidation. La progestérone inhibe par
rétrocontréle la synthése de LH, le corps jaune va commencer a régresser et les taux de
progestérone et des cestrogenes vont diminuer. Le développement de 1I’endomeétre qui se
prépare a une éventuelle nidation s’est amorcé. Sous 1’action de progestérone, la paroi de
I’endométre s’épaissit et se vascularise (phase sécrétoire) (Annexe I). En absence de nidation
suite a la chute de la progestérone, cette paroi va étre éliminée en fin de cycle, ce qui
déclenche des saignements : les menstruations (Gougeon, 2008 ; Séedes, 2014).

Cette fonction endocrine est régulée a I’intérieur de ’ovaire par des facteurs paracrine
synthétisés par les cellules de la granulosa (IGF2, IGF-BPs, inhibine, activine, follistatine,
EGF, TGF-b1 et le 17 b cestradiol) et les cellules de la théque interne (IGF1, EGF, TGF-b2 et
les androgenes) (Lesourd, 2010).
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1. Infertilité du couple

1. Epidémiologie

En 2010, I’organisation mondiale de santé (OMS) a analysé les résultats de donnees de 277
enquétes démographiques sur la prévalence de I'infertilité (nationale, régionale, et mondiale).
Cette étude avait pour but d’estimer la prévalence et les tendances de l'infertilité dans 190
pays, les résultats ont montré que 48,5 millions de couple souffraient d’infertilité, et la
prévalence était plus élevée en Asie du Sud, en Afrique subsaharienne, Afrique du Nord /
Moyen-Orient et Europe centrale / et en Asie centrale (Maya et al., 2012).

Environ 15% des couples en &ge de procréer consultent pour infertilité. Un couple sur dix est
confronté a une infertilité primaire ou secondaire. Elle est due a des facteurs féminins (30%),
masculins (20%) ou associés (40%). Il reste 10% d’infertilité idiopathique (Coat et al., 2011).
Une étude menée par Mascarenhas et ses collaborateurs estime la prévalence de I’infertilité

féminine dans différents pays du monde (Tableau 1).

Tableau 1 : Estimation du taux de prévalence de 1’infertilité primaire et secondaire chez les

femmes agées de 20-49ans (Mascarenhas et al., 2012)

Pays Année Prévalence (%)
Primaire | Secondaire
Viét-Nam 2002 0,8 13,8
Turquie 2003 2,3 15,9
Philippines 2003 2,7 17,7
Kenya 2003 1,0 11,6
Tanzanie 2004 1,8 16,5
Bangladesh 2004 1,7 20,5
Arménie 2005 1,3 32,6
Moldavie 2005 3,2 29,5
Inde 2005 2,7 24,6
Indonesie 2007 2,1 17,7
Egypte 2008 3,1 14,7

Ainsi, la prévalence de I’infertilité masculine varie d’une région a une autre. Elle est de
I’ordre de 27,7% en Australie et Nouvelle-Irlande, 36% en Afrique du Sud, Indonésie et
Finlande, 38,9% en Iran, 42,4% a Nigeria (Mascarenhas et al., 2012).
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En France cette prévalence est augmentée jusqu’au 59% (Thonneau et al., 1991), alors qu’au
Canada, elle se situe entre 30-40 % (Gunby et al., 2010).

Les études maghrébines montrent que 1’infertilité est d’origine masculine chez environ 30%
des cas (Huyghe et al., 2008). Selon les enquétes nationales menées par le ministere de la
sant¢ de la population et de la réforme hospitaliére entre 1992 et 2002, 1’ Algérie compte plus

de 300.000 couples souffrant de I’infertilité (Hamdi, 2013).

2. Etiologies de I’infertilité du couple

2.1.Chez la femme

e Age maternel
L’augmentation de I’age maternel a des effets marqués surtout sur la baisse de la fécondabilité
et sur I’augmentation du risque d’avortements. La baisse de la fertilité avec 1’age s’explique
par la diminution avec les années de la réserve ovarienne, de la qualité ovocytaire et de la
réceptivité utérine. De plus, la survenue d’une grossesse apres 40 ans expose la patiente a une
surmortalité importante et des complications gravidiques. Aussi, il existe des risques
d’anomalies génétiques non négligeables, comme la trisomie 21 de 0,30 % a 30 ans, 1,35 % a

40 ans et 2,5 % a 42 ans (Brzakowski et al., 2009).

e Infections génitales
Les femmes ayant été touchées par des infections génitales ont plus de risque de voir leur
fertilit¢ diminuée. En effet, a I’issue d’infections sexuellement transmissibles, le risque est
multiplié par 7,5 chez les femmes présentant une infertilité primaire et par 5,7 dans le cas
d’une infertilité secondaire (Lansac et Guérif, 2005).
Les infections génitales liées a Chlamydia et Gonocoque entre autres, multiplieraient les
risques d’obstruction tubaire (représentant 26% des causes d’infertilit¢) par 32,1 pour une

infertilité primaire et par 22 pour une infertilité secondaire (Lansac et Guérif, 2005).

e Antécédents chirurgicaux
Toute chirurgie abdomino-pelvienne peut étre a I’origine d’adhérence tubo-pelvienne ou
d’exérése (ovaire, trompe...), elle multiplie le risque d’infertilit¢ primaire par 4,7 et

secondaire par 7,1 (Lansac et Guérif, 2005).
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e Facteurs hygiéno-diététiques

- Tabac
Les éléments chimiques qui composent la cigarette, tels que le benzopyrene et le cadmium,
ont été retrouves en quantité importante dans le liquide folliculaire et le tissu ovarien des
femmes fumeuses. Le tabac est un facteur de risque des désordres menstruels et de ménopause
précoce car il diminue le taux d’cestradiol. Ainsi, il augmente le risque de grossesse ectopique
et d’avortement spontané en début de grossesse (Berthiller et Sasco, 2005 ; Sépaniak et al.,
2006).

- Poids

De nombreuses études épidémiologiques sur de grandes cohortes ont démontré le lien entre
poids de la femme et ses chances de grossesses, le risque de mettre plus d’un an & concevoir
est augmenté de (27%) en cas de surpoids, et de (78%) en cas d’obésité (Ramlau-Hansen et
al., 2007).

Le poids est un facteur majeur du risque d’infertilité¢ par anovulation. Ce risque est multipli¢
par 1,3 pour un indice de masse corporelle (IMC) compris entre 24 et 25,9 kg/m2 et par
environ 3,7 pour un IMC supérieur a 32 kg/m2. La répartition des graisses au niveau
abdominal est directement liée aux troubles du cycle menstruel et aux chances de conception

apres traitement (Pasquali et Gambineri, 2006).

- L’alimentation
Le statut nutritionnel d'une femme et son régime alimentaire auraient un réle dans la fertilité.
Des modéles diététiques spécifiques, riches en acides-gras oméga-3 et contenant des
micronutriments, comme la vitamine D, ont révélé un impact sur la fertilit¢ (Mmbaga et al.,
2012).

2.2.Chez I’homme
o Age paternel
Un age supérieur a 55 ans diminue nettement les chances d’avoir un enfant ou provoque un
risque accru d’avoir un enfant anormal. L’age est responsable d’une altération de la
spermatogénese. La plupart des études ont montré que le vieillissement paternel est associé a
des changements dans les paramétres du sperme. Plus précisément, il est lié a la baisse du
volume de sperme, la motilité des spermatozoides et leur morphologie (Lansac et Guérif,
2005 ; Brzakowskia et al., 2009).
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e Infections génitales
Les antécédents d’infections sexuellement transmissibles multiplient par 1,9 les infertilités

primaires et par 5,8 les infertilités secondaires (Lansac et Guérif, 2005).

e Facteurs urologiques
Les antécédents traumatiques de torsion testiculaire uni-ou bilatérale, une cryptorchidie
opérée ou non, la présence d’une varicocele et les antécédents d’infections sexuellement
transmissible augmentent le risque d’infertilité (Weber et al., 2005).

e Facteurs hygiéno-diététiques

- Tabac
Le tabagisme a des effets déléteres sur la fertilit¢é masculine. Des études ont montré qu’il
existe un passage de la barriere hémato-testiculaire de certaines substances contenues dans la
fumée de cigarette. La présence de tels composés dans le liquide séminal des fumeurs entraine
une altération des parametres spermiologiques classiques et de la qualité nucléaire des
spermatozoides, compromettant de ce fait les chances de grossesse. Au-dela de cette
diminution de la fertilitt masculine, le tabagisme a également des répercussions sur la
descendance de ces fumeurs: embryons de qualité médiocre, développement de certains
cancers dans la prime enfance. Le stress oxydatif généré par le tabac semble étre 1’une des

principales causes d’altération de la qualité des spermatozoides (Sépaniak et al., 2006).

- Poids
Les hommes souffrant d’embonpoint ou d’obésité présentent souvent un profil altéré des
hormones de la reproduction se caractérisant entre autres par un taux diminué de testostérone.
Ils sont également plus a risque d’éprouver des problémes érectiles (Chavarro et al., 2010).
Un seul article rapporte qu’un amaigrissement obtenu apres régime permettrait d’améliorer la
quantité et la qualité des spermatozoides. Cependant, un impact négatif de la chirurgie

bariatrique sur les parameétres spermatiques a été observé (Sermondade et al., 2012).

- Alimentation
Chez I’homme, il ne semble pas avoir de corrélation étroite entre alimentation et fertilité, sauf

en cas d’anorexie sévere (Hazard et Perlemuter, 2000).
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2.3.Facteurs de risque d’infécondité liés au couple

- Environnement hostile et toxique : les metiers exposant aux radiations, aux ondes, a la
chaleur (sidérurgie), aux métaux (plomb, mercure, manganese, composes chromés),
aux herbicides et pesticides diminuent la fertilité.

- Eloignement des deux partenaires : la mobilité géographique d’un des deux conjoints,
des horaires décalés...diminuent la probabilité de conception par la diminution de la
fréquence des rapports sexuels.

- La fréquence des rapports sexuels : Plus les rapports sont fréquents, plus le délai
nécessaire a concevoir (DNC) diminue et les chances de concevoir augmentent. Bien
sar, il faut tenir compte de la période ovulatoire, ou la fécondabilité est maximale du
treizieme au quinziéme jour du cycle (Lansac et Guérif, 2005).

3. Etiologies de ’infertilité féminine
3.1.Anomalie du vagin
Le vaginisme est le spasme involontaire récurrent ou persistant de la musculature du tiers

externe du vagin qui interfere la pénétration vaginale (Scott et al., 2003).

3.2.Anomalie du cervix
La glaire cervicale peut étre secrétée de facon inadéquate. De plus, ’exposition longue des
glandes cervicales a des infections, des dysfonctionnements des glandes endocervicales ou
étre consécutives a des traitements de Iésions du col de ’utérus, ceux- ci peuvent engloutir les
spermatozoides ou produire des composés chimiques qui leur sont toxiques. Le mucus

cervical serait hostile s'il est acide (Godwin, 2004).

3.3. Anomalie de I’utérus
3.3.1. Fibrome
Les fibromes utérins sont des tumeurs de muscle lisse de 1'utérus. Le léiomyome est un terme
plus scientifique pour le fibrome. Les chercheurs pensent que les myomes interferent avec la
contractilité utérine normale et le transport des gametes et puissent changer le flux sanguin
endométrial, menant a l'atrophie ou I'ulcération et la diminution de I’incidence de

I'implantation (Godwin, 2004).

3.3.2. Endométrite
L'endométrite est une inflammation de I'endometre et peut résulter d'une infection avec des

organismes tels que les bactéries de tuberculose. L'infertilité peut surgir par les effets des
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toxines produites par les bactéries et les sécrétions anormales a partir des glandes endométrial
infectées (Godwin, 2004).

3.3.3. Syndrome d’Asherman

Les adhérences intra-utérines ou les synechies (syndrome d’Asherman) peuvent se développer
quand les surfaces endométriales opposées sont endommageées et qui se cicatrisent comme
une adhérence fusionnée. Ceci se produit typiqguement quand une inflammation ou une
infection persiste aprés avortement spontané du premier trimestre et quand la production
d'cestrogénes est faible. Les patientes qui ont eu des curetages puerpérales retardées pour les
fragments placentaires maintenus, sont a haut risque pour le développement du syndrome
d'Asherman (Godwin, 2004).

3.3.4. Malformations utérines
Si les femmes qui ont des problémes avec leurs menstruations (trop ou peu abondantes ou
irréguliéres, ou il n y a pas une communication entre la cavité utérine et le vagin pour
permettre a la perte menstruelle de s'écouler) deviennent enceintes, elles peuvent avoir des
problemes tels que des avortements répétés ou des naissances prématurées répétées (Godwin,
2004).

3.4.Anomalie des trompes de Fallope
L’infection dans les voies génitales inférieures (vagin et cervix) peut se propager vers les

trompes causant alors une salpingite (Godwin, 2004).

3.5.Anomalie de ’ovaire
3.5.1. Insuffisance ovarienne prématurée
L'insuffisance ovarienne prématurée est une entité unique dans laquelle une femme subit des
changements semblables a la ménopause, telle que I'aménorrhée, les niveaux élevés de FSH,

et I'épuisement des follicules ovariens, avant I'age de 40 ans (Scott et al., 2003).

3.5.2.Hypogonadisme Hypogonadotrophique
Il s'agit d'un ensemble de troubles ayant en commun un manque ou une production deficiente
de gonadolibérine (GnRH) ou I’hormone folliculostimuline (FSH) ou encor I’hormone

lutéinisante (LH) (Godwin, 2004).
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3.5.3.Syndrome d’ovaire poly kystique (SOPK)
Le SOPK est une pathologie complexe d’origine ovarienne qui touche environ 10% des
femmes. 1l est la conséquence d’une altération de la sélection du follicule dominant avec une
accumulation de petits follicules qui sécretent en exces des androgenes. Ce syndrome associe
un terrain génétique et des facteurs environnementaux. Le SOPK pourrait débuter des la vie
intra-utérine, il pourrait illustrer le phénomene de programmation hormonale ayant lieu

pendant la vie feetale (Nugent et al., 2012).

3.5.4. Dysfonctionnement pituitaire
La cause classique la plus fréquente de dysfonctionnement pituitaire est I’hyperprolactinémie.
Elle se produit dans environ 15% de patientes présentant une aménorrhée. Il existe plusieurs
causes de I'élévation de prolactine : physiologiques, pharmacologiques, et pathologiques. Les
chercheurs spéculent que 1’hyperprolactinémie peut empécher la sécrétion de GnRH et peut

affecter la dopamine, qui influence alors sur les pulses de GnRH (Keel et al., 2000).

3.6.Endométriose

L'endométriose est définie par la présence des glandes et de stroma endométriales en dehors
de la cavité endométriale et de la musculature utérine. Le bassin est le site le plus fréquent de
I'endométriose, mais les implants endometriotiques peuvent se produire presque n'importe ou
dans le corps.

Le tissu endometriotique produit des substances toxiques qui peuvent interférer avec
I'interaction entre les spermatozoides et I'ovocyte dans la trompe utérine causant de ce fait
I'infertilité (Godwin, 2004).

3.7.Avortements spontanés a répétition (ASR)
IIs sont définie classiquement en tant que trois avortements spontanés ou plus. Les chercheurs
font parfois une distinction entre ASR primaires et secondaires. Les ASR primaires concernent
les femmes qui n'ont jamais eu un enfant né vivant, tandis que les femmes avec ASR
secondaires ont au moins un enfant né vivant (Keel et al., 2000).
L'étiologie des ASR peut étre retrouvée dans approximativement la moitié des cas. Ceux-ci
incluent les causes chromosomiques (3,5%), anatomiques (16%), endocriniennes (20%),

infectieuses (0,5%), et immunologiques (20%) (Stephenson, 1996).
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4. Classification de P’infertilité masculine selon I’étiologie
L'infertilité masculine est un syndrome multifactoriel englobant une grande variété de

troubles.

4.1.Classification spermiologique
La stérilité masculine est diagnostiquée sur la base des parametres spermatiques (Tableau 2).

Tableau 2 : Définition des parameétres spermatiques normaux et anomalies associées (OMS,

2010)
Valeurs normales Définitions de I’anomalie
Volume du sperme: >15ml (1,44 1,7) < 1,5 ml : hypospermie
> 6 ml : hyperspermie
Numération des spermatozoides (par ml) : < 15 millions/ml : oligozoospermie
> 15 millions/ml (12 & 16) 0 : azoospermie
Numération des spermatozoides (par €jaculat) : < 39 millions/éjaculat
> 39 millions (33 a 46) 0 : azoospermie
Mobilité des spermatozoides a la premiere | Mobilité progressive de type (a + b)
heure apres I'éjaculation. des spermatozoides : < 32% (31 a 34)
- Grade (a) : mobilité en trajet fléchant, | (ou < 30%)
rapide (>25 pum/s), 5
- Grade (b) : mobilit¢ lente et =
progressive (5-25 um/s), 3
agey 7 [%2)
- Grade (c) : mobilité sur place, Mobilité de type (a + b + c) des| 3
- Grade (d) : immobile. spermatozoides : < 40 % (38 & 42) 3
=

Mobilit¢ a la quatrieme heure aprés | Chute de mobilité inférieure a 50%
I'éjaculation. comparativement aux chiffres de la
premiére heure

Morphologie normale des spermatozoides : >
30%

> 4% (3,0 a 4,00 (se rapproche de la _
classification Kruger) < 4% : tératozoospermie
Ou : > 15% (selon la classification de David
modifiée par Auger et Eustache).

Leucocytes < 1 million/ml > Leucospermie

Vitalité des Spermatozollldes :>58% (55 a 63) < 5809 - nécrozoospermie

Ph >7,2

4.2.Classification selon le type d'infertilité
L’infertilité est dite "primaire" lorsque le couple n’a jamais congu, "secondaire" lorsqu’il ya

déja eu une ou plusieurs grossesses a terme et "primo-secondaire” concerne quant a elle les
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couples ol une grossesse a démarré mais sans naissance d’un enfant : c’est le cas des fausses

couches (Hazard et Perlemuter, 2000).

4.3.Classification physiopathologiques
Les infertilités masculines peuvent étre classées en deux formes : obstructives excrétoires

dans 30 a 40 % des cas et non obstructives secrétoires dans 60 a 70% des cas (OMS, 2010).

a. Forme excrétoire (obstructives)

- L’infertilité obstructive congénitale
Dans ce cas les spermatozoides sont correctement produits au niveau des testicules mais les
canaux déférents et/ou veésicules séminales sont absents (agénésie bilatérale des canaux

déférents), de tel sorte que les spermatozoides n’atteignent pas I’éjaculat (Nazzal, 2002).

- L’infertilité obstructive acquise
Des lésions entrainent des obstructions au niveau 1’épididyme et/ou canaux différentielles
(tumeurs testiculaires, séquelles interventionnelles ou inflammatoires, des rares volumineux
kystes prostatiques comprimant les canaux éjaculateurs), troubles de 1’éjaculation (paraplégie,

troubles sexuels, éjaculation rétrograde).

b. Forme sécrétoire (non obstructive)

- L’infertilité non obstructive centrale
Anomalie due a une spermatogenése incompléte ou impossible. 1l s’agit soit d’un déficit de
stimulation des testicules par les gonadotrophines (FSH, LH), ou une atteinte congénitale ou
acquise du testicule. On distingue I’hypogonadisme hypergonadotrophique qui est une atteinte
testiculaire dont les causes sont congénitale avec anomalie de caryotype (Syndrome de
Klinefelter, hermaphrodisme, syndrome de Sohval), ou congénitale sans anomalie de
caryotype (Syndrome de La Chapelle (46 XX), Syndrome Del Castillo, cryptorchidie,
Anorchidie) ou encore acquise (Infectieuses, traumatiques ou iatrogenes) (Hazard et
Perlemuter, 2000).
Tandis que les causes de I’hypogonadisme hypogonadotrophique peuvent étre
hypothalamique congénitale (Syndrome de Kallmann de morsier, syndrome Prader-willi ou
syndrome adiposo-genital) ou hypothalamo-hypophysaire acquise (tumeurs hypothalamique
hypophysaire, maladies infiltratives, lésions infectieuses, traumatismes chirurgicales ou

radiotherapiques ou anomalies de réceptivité aux androgénes) (Nazzal, 2002).
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- L’infertilité non obstructive testiculaire

Il s’agit d’une atteinte fonctionnelle du testicule, liée a une anomalie :

Congénitale : Anomalies génétiques (syndrome de Klinefelter, microdélétions du
chromosome Y et mutations au niveau du récepteur de I’hormone folliculo-stimulante) (Ezeh
et al., 2004).

Acquise : La cryptorchidie, qu’elle soit uni ou bilatérale, opérée ou non, la dilatation
anormale des veines spermatiques, ou varicocele. L’altération ischémique (séquelle de
traumatisme inguino-scrotaux ou de torsion testiculaire), antécédent d’orchite ourlienne,
exposition a certaines substances toxiques (irradiation, chimiothérapie), 1’exposition a la

chaleur (Ezeh et

al., 2004).

5. Infertilité idiopathique

L'infertilité est dite inexpliquée lorsque les tests standards de I'ovulation, la perméabilité des
trompes et I'analyse du sperme, sont normaux (Bhattacharya et Hamilton, 2014).

Le comité de pratique de la société américaine de médecine de reproduction (ASRM) a publié
des lignes directrices pour une évaluation de I’infertilité qui comprend une analyse du sperme,
I'évaluation de I'ovulation, une hystérosalpingographie, et, le cas échéant, des tests pour la
réserve ovarienne et la laparoscopie. Lorsque les résultats d'une évaluation de l'infertilité sont
normaux, les praticiens attribuent un diagnostic d'infertilité inexpliquée. Bien que les
estimations varient, la probabilité que les résultats de tous ces tests pour un couple infertile
soient normaux (a savoir que le couple a une infertilité inexpliquée) est d'environ 15% a 30%
(ASRM, 2006).

La prévalence de I'infertilité inexpliquée est d'environ 25%, mais la condition est plus souvent
diagnostiquée chez les femmes de plus de 35 ans, ce qui indique que la diminution des
réserves ovarienne pourrait étre un facteur contributif (Bhattacharya et Hamilton, 2014).
Comme les tests standard de fertilité ne sont pas exhaustifs, ils sont susceptibles de ne pas
trouver d’anomalies subtiles dans la voie de la reproduction, y compris endocrinologique,
immunologique et facteurs génétiques. La pertinence du terme «infertilité inexpliquée» a donc
été remise en question, car elle est sensible au nombre, nature et qualité des enquétes utilisées
(Bhattacharya et Hamilton, 2014).
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I1l. Génétique de infertilité

La connaissance de relation génotype-phénotype représente une étape importante dans la
prévention, le diagnostic et le traitement de I’infertilité.

Au cours des dernieres années, 1’attention s’est concentrée sur les études physiologiques et
physiopathologiques du SRA de I’appareil reproducteur humain.

De plus en plus de preuves ont montré que le SRA est impliqué dans les problemes de fertilité
observés dans certaines populations. De plus, des altérations dans 1’expression de I’enzyme 1
convertissant 1’angiotensine (ECAL), de I’enzyme 2 convertissant 1’angiotensine (ECA2) et
I’enzyme 3 convertissant I’angiotensine (ECA3) pourraient étre 1’'un des mécanismes les plus

importants sous-jacents a I’infertilit¢ féminine et masculine (Pan et al., 2013).

1. Systeme rénine-angiotensine (SRA)
Le SRA joue un role prépondérant dans I'hnoméostasie sanguine et le contréle des fonctions
cardiovasculaires de I'organisme. Des composants classiques du SRA sont identifiés dans le
systeme reproducteur, notamment dans les ovocytes, les cellules granulaires, les
spermatozoides et les cellules de Leydig (Pan et al., 2013).
De plus, les voies SRA locales, impliquées dans les événements de reproduction, sont

également €lucidées (Figure 7) (Pan et al., 2013).
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Female: follicle development, ovulation (1,2,3)
Male: steroidogenesis, epididymal contractility and sperm cell function (1,3

Figure 5 : Schéma du systeme local rénine-angiotensine(RAS) (Pan et al., 2013)
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2. Enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA)

2.1.Structure de PECA
L’ECA est une simple chaine polypeptidique de 1340 acides aminés (Coates, 2003).
L’ECA présente une structure protéique comportant quatre domaines distincts (Figure 8) : un
court domaine intracellulaire carboxy-terminal de 24 acides aminés; un domaine
transmembranaire hydrophobe de 20 acides aminés servant d’ancrage de la protéine dans la
membrane cellulaire; deux domaines extracellulaires montés en séries, ayant entre eux une

forte homologie (60%) et possedant chacun un site actif pouvant lier le zinc (Laraqui, 2006).

site acef site acef

N-terminal terminal

Domaine extracellulaire
Domaine
transmembranaire

S 88N
slelfefeoleole

Domaine intracellulaire

Figure 6 : Structure de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (Dzau et al., 2001)

2.2.Fonction de PECA

La fonction majeure de I’ECA est d’hydrolyser les deux derniers acides aminés de I’extrémité
carboxy-terminale des peptides. Son activité enzymatique est dépendante de la présence
d’anions. La présence de 1’atome de zinc et du chlore qui, modifiant la conformation
allostérique du site actif, lui donne sa spécificité pour les substrats dipeptidiques (Laraqui,
2006).

L’ECA joue un double rdle : elle transforme 1’angiotensine I (Angl) en angiotensine Il
(Angll), et elle dégrade la bradykinine en kinines inactives et les peptides neuronaux :
substance P, enképhalines, la LH-RH. Un taux ¢levé d’ECA dans le plasma ainsi que dans les
parois des vaisseaux favoriserait la formation d’Angll et la dégradation de la bradykinine
(Baudin, 2005).

2.3.Géne de PECA
Le géne de ’ECA est localisé sur le bras long du chromosome 17 en position 17q23.3

(Annexe 1), mesurant 21Kb et constitué de 26 exons et 25 introns (Figure 9). La longueur des
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exons varie de 88 paires de bases (pb) (exon 16) a 481 pb (exon 26) et celle des introns de 150
pb (introns 17 et 25) a 2000 pb (intron 20). Son transcrit mature, ayant une taille de 4,3 Kb et
est traduit en un peptide de 1340 AA (Lian et al., 2015).

Exons 1 8 15 17 21 26
5 3¢
Polymorphisme I'D
(287 pb)
——> - >

Figure 7 : Structure du géne de I'enzyme de conversion de I'angiotensine (Tchelougou, 2013)

Le géne code pour deux isoformes de I’ECA : une forme somatique (ECAS), avec une masse
moléculaire de 170 kDa, qui est exprimée dans les tissus somatiques; et une forme
testiculaire (ECAt) également appelée forme germinale (ECAgQ), avec une masse moléculaire
plus faible de 100 kDa, exprimés dans des cellules germinales dans les testicules (Pan et al.,
2013).

La transcription des deux types d’ECA est régulée par des promoteurs génétiques spécifiques
et distincts, localisés sur le méme géne. Elle donne lieu a une ECA somatique en utilisant les
exons 1 a 26 sauf I’exon 13, et par épissage alternatif a une ECA testiculaire, utilisant les
exons 13 a 26 qui est requise pour la fertilité masculine (Pan et al., 2013).

L’ECA somatique constitue 1’iso-enzyme le plus abondant et se retrouve sous une forme soit
liéce aux membranes cellulaires (cellules endothéliales vasculaires, cellules épithéliales
rénales, testiculaires de Leydig), soit soluble et en libre circulation dans le plasma (Pan et al.,
2013).

2.4. Polymorphisme génétique de ’ECA

Selon le Centre Nationale pour les Informations Biotechnologiques (NCBI), il a été répertorié
plus de 160 polymorphismes génétiques de ce géne, dont la plupart sont des polymorphismes
nucléotidiques simples (SNPs : single nucléotide polymorphismes). Seulement 34 de ces
polymorphismes sont situés dans les régions de codage ; 18 d'entre eux sont des mutations
faux-sens (Pan et al., 2013).

Le clonage de I’ADNc de I'ECA a permis d’identifier un polymorphisme
d’Insertion(I)/Délétion (D) d’un fragment intronique de 287 pb, riche en séquence Alu, au
sein de I’intron 16 du gene. Ce polymorphisme expliquerait entre 30 et 40 % de la variabilité

de la concentration plasmatique de I’ACE (Pan et al., 2013).
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La présence singuliere de formes délétées ou insérées pour une séquence de 190 pb reflete
I’existence de deux alléles: | (Insérée) de 490 pb et D (Déléte) de 190pb et définit le
polymorphisme du gene ECA I/D. Trois génotypes sont possibles, deux homozygotes (I et
DD) et un hétérozygote (ID) (Laraqui, 2006).

Les mutations responsables de ce polymorphisme n’ont pas encore été identifiées, mais les
hypothéses actuelles prétendent que ces mutations se trouveraient dans une partie de I’exon
18, dans la région 3’ UTR, par contre, d’autres auteurs incriminent d’autres variantes comme
étant responsables de ce polymorphisme (zones en fleches doubles sens dans la figure 9)
(Tchelougou, 2013).

2.5.Expression des ECA dans les ovaires et les testicules
2.5.1. ECA del’ovaire
- ECAl1

L’ECA1 est principalement exprimé dans les gros follicules des ovaires. Il est distribué a la
surface des ovocytes folliculaires et dans la zone pellucide, ce qui indique sa régulation
pendant le développement folliculaire et la maturation de I'ovocyte (Pan et al., 2013).
L’Angll, qui se trouve principalement dans les cellules de la granulosa, est également
impliqué dans le développement de Il'atrésie par l'induction locale d'une augmentation du
rapport entre le liquide folliculaire et I'androgeéne a 1'ecestrogene (Pan et al., 2013).

Les faits susmentionnés impliquent que I'ECA1 a une influence indirecte sur le
développement des follicules et de l'ovulation induit par I’Angll. Un autre mécanisme
potentiel d’implication de ’ECA1 dans la fertilit¢ féminine est 1’accroissement du stress
oxydatif. Il est rapporté que I'Angll favorise le stress oxydatif et exerce un effet pro-
inflammatoire par l'activation d’ATIR. Ainsi, une augmentation des niveaux d'ECAL, qui
produisent une Angll excessive, pourrait nuire a la capacité de reproduction en raison d'une

augmentation du stress oxydatif (Pan et al., 2013).

- ECA2
L’ECAZ2 est présent dans les ovaires. Les peptides Ang- (1-7), produits par ECA2, sont
également situés dans plusieurs compartiments ovariens et peuvent étre quantifiés dans le
liquide folliculaire. Les gonadotrophines induisent des modifications de I'expression
ovarienne des récepteurs ECA2, Ang- (1-7) et du récepteur Mas, ce qui implique que ’ECA2
participe a la physiologie ovarienne sous la mediation de Ang- (1-7) (Pereira et al., 2009).
De plus, en plus de Angll, Ang- (1-7) est devenu un facteur clé dans le controle de la

déviation du follicule (Ferreira et al., 2011).
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Ang- (1-7) et Mas, présents dans les cellules théca-interstitielles, sont capables de stimuler la
stéroidogenése ovarienne et donc de moduler les fonctions physiologiques de l'ovaire, telles
que le développement folliculaire, la stéroidogenése, la maturation de I'ovocyte, lI'ovulation et
I'atrésie ( Pan et al., 2013).

L'axe ECA2/Ang (1-7)/Mas a récemment été verifié pour favoriser la reprise méiotique, qui
est fortement régulée par I'hormone lutéinisante, vraisemblablement comme intermédiaire

gonadotrophine (Pan et al., 2013).

2.5.2. ECA de testicules
- ECA1

L’ECAtl est exclusivement exprimé dans les spermatides en développement et les
spermatozoides matures et localisé dans les tétes des spermatides, les corps résiduels et les
gouttelettes cytoplasmiques de spermatozoides épididymaires (Pan et al., 2013).

Au cours des différentes phases de la fécondation, le niveau d'expression de I’ECAt1 a la
surface du sperme différe, ce qui peut dicter son réle sur la reproduction. De plus, 'ECAL
présent dans le plasma séminal est sécrété ou éliminé de la prostate et de I'épididyme (Pan et
al., 2013).

Au cours de la capacitation, les membranes des spermatozoides sont modifiées par les
protéines épididymales situées a leur surface, ce qui est une étape cruciale pour la réussite des
interactions sperme-ovule. Au cours du passage épididymal, ’ECA1 minimise la motilité des
spermatozoides en facilitant la translocation de ADAM3 (Figure 10). En plus de son rdle

important dans la capacitation, il a également été démontré que I’ECAt1 participait a la fusion

ovule-sperme (Pan et al., 2013).
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Figure 8 : Mécanisme d’interaction sperme-ovule (Pan et al., 2013)
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- ECA2
Dans l'appareil reproducteur masculin, 'ECA2 est exprimée par les cellules de Leydig adultes
dans le testicule. De plus, I'Ang- (1-7) et son récepteur Mas ont également été détectés dans
les testicules, et ceux-ci sont principalement situés dans le compartiment interstitiel et le
cytoplasme des cellules de Leydig (Pan et al., 2013).
Les humains souffrant de troubles graves de la spermatogenése présentent des taux inférieurs
d’ECA2, d’Ang (1-7) et de Mas par rapport aux sujets fertiles. Il est suggéré que L’ECA2

participe a la modulation se la spermatogenése (Pan et al., 2013).

- ECA3

Contrairement a ECA1 et ECA2, ECA3 n'est pas largement distribué. L’ECA3 n'est détecté
que dans le ceeur, les testicules et les embryons. Chez I'hnomme, 'ECAS3 contient un motif
typique de liaison au zinc (HEMGH) similaire a celui de 'ECA1L. Cependant, aucune preuve
n'a été trouvée que le géne ECA3 est exprimé, ce qui indique que I’ECAS3 est un pseudogene
chez 'nomme (Rella et al., 2007).

De la méme maniére que ’ECALt1, ’ECALt3 est une protéine associée a IZUMO1 (Figure 10).
IZUMO1, une nouvelle protéine spécifique au sperme avec des facteurs essentiels, se situe

dans les fusions sperme-ceuf (Inoue et al., 2005).

2.6.Lien entre le polymorphisme de PECA et ’infertilité
Chez les femmes, le SOPK est un trouble de l'ovulation qui provoque une altération de la
fécondite. Les études génétiques démontrent en outre que les polymorphismes
chez ECA1 sont liés aux facteurs de risque du SOPK (Pan et al., 2013).
Jia et son équipe ont proposé que les polymorphismes d’insertion/suppression (I/D) d'ECA1
soient associés a un risque accru de SOPK (Jia et al., 2012). L'allele D, présent chez environ
55% de la population, est associé a une augmentation de l'activité de 'ECAL1.Une étude a
également suggéré que le génotype ECAL DD est lié a une augmentation de la résistance a
I’insuline (RI) chez les femmes atteintes de SOPK (Pan et al., 2013).
En outre, le SOPK est une maladie commune et complexe présentant des caracteristiques
communes d'hyperinsulinémie et de RI. Outre son effet sur I'obésité et le diabete, une
signalisation anormale de l'insuline a également été associée a des issues défavorables de la
grossesse, car elle affecte I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique de la femme (Pan et al.,
2013).
Chez les hommes en surpoids, une probabilité accrue de troubles du sperme (oligozoospermie

ou azoospermie) et d'infertilité masculine (Sermondade et al., 2012).
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Riera-Fortuny et al. ont trouvé que le type et le grade de I'obésité étaient en corrélation avec
les génotypes du polymorphisme I/D du gene ECAL chez les sujets atteints de maladie
coronarienne (Riera-Fortuny et al., 2005).

Il existe une corrélation significative entre 1’hypertension et un ADN de sperme plus
fragmenté (anormal), I’hypothése étant que I’hypertension altére le statut vasculaire en
améliorant la génération d’espéces réactives de I’oxygene et la défense anti-oxydante limitée
dans les testicules. De plus, les dérivés réactifs de l'oxygene (DRO) sont sous la
réglementation de ECA1 et ECA2, activés par ECAL et atténués par ECA2 (Pan et al., 2013).

3. Autres genes candidats associés a I’infertilité

La fonction de reproduction est contrdlée par de nombreux processus et génes faisant d’elle
une fonction génétiquement contrélée.

L’¢évaluation de la fertilité chez les hommes est basée sur la concentration des spermatozoides
dans le sperme. La production correcte de ces cellules (spermatozoides) a été attribuée a plus
de 1666 genes. Un défaut de 1’un de ces genes peut affecter le développement des cellules
germinales. En effet, les causes génétiques actuellement bien établies: les anomalies
chromosomiques (autosomiques ou gonosomiques) détectées dans 1,9% a 12% des cas
infertiles, les microdélétions du chromosome Y dans 8,2% des cas et les mutations du gene
CFTR dans 2% des cas (Coutton et al., 2012) (Annexe I11).

Cependant, les causes génétiques de la stérilité féminine peuvent atteindre soit le nombre de
chromosomes comme dans les monosomies (syndrome de Turner 45,X0), ou les polysomies,
soit la structure des chromosomes, comme dans les translocations ou les délétions. On estime
que 10% des femmes stériles présentent des gametes génétiquement déséquilibrés induisant
une mortalité précoce des embryons de plus de 8 semaines dans 50% des cas (Christin-Maitre,
2010) (Annexe IV, V et VI).
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IVV. Diagnostic : les examens de fertilité

1. Bilan clinique de Pinfertilité
Chacun des partenaires d’un couple essayant sans succes d’avoir un enfant depuis plus d’un
an de rapports réguliers non protégés doit étre exploré et avoir un bilan comportant un
interrogatoire complet, un examen clinique et des examens complémentaires détaillés plus
loin (Zorn et Savale, 2005).

1.1.Interrogatoire médical
C’est une ¢tape fondamentale du diagnostic car 1’interrogatoire fournit la moiti¢ des éléments
d’orientation lorsqu’il est conduit avec attention (Khallouk et al., 2010).
Pour cela, le médecin recherche ’existence de facteurs favorisant 1’infertilité féminine ou
masculine :
- L'age : c’est surtout 1'age de la femme qui importe.
- Les antécédents médicaux et chirurgicaux : pouvant avoir un impact sur la fertilité
(antécédents d'infections génitales, de chirurgie pelvienne, etc.) ;
- L'existence d'une maladie chronique actuelle (diabéte...) ;
- Les antécédents familiaux : L'existence d'une maladie génétique ou d'une difficulté a
concevoir un enfant chez des parents proches ;
- Le mode de vie : le travail, I'environnement, le tabagisme et les addictions;
- La vie sexuelle : date d'arrét de la contraception et pratiques sexuelles (fréquence et

régularité des rapports, troubles de la libido...).

1.2. Examen clinique

1.2.1. Chez la femme
L'examen de la femme est un bilan gynécologique habituel. Il comprend entre autre :

- lamesure du poids ;
- untoucher vaginal ;
- un frottis vaginal ;
- Uun examen de la pilosité (présence d’un hirsutisme) ;
- une palpation des seins ;

- un examen au spéculum.

1.2.2. Chez I’homme

L’examen clinique chez I'nomme est essentiel et il consiste a noter :
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v le morphotype ;
v lapilosité ;
v I'examen des bourses pour palper les testicules, les canaux déférents et rechercher une

varicocele...

1.3. Bilan d’infertilité
1.3.1. Chez la femme
Certains examens de premiére intention seront réalisés systématiquement au cours de ce bilan,
comme 1’évaluation de la réserve ovarienne par le bilan hormonal et I’échographie, et
I’exploration de la perméabilité tubaire par 1’hystérosalpingographie (HSG) (Copin et al.,
2011).

- Bilan hormonal
Le bilan hormonal est pratiqué au début du cycle menstruel (J2-J3 du cycle) et comprend le
dosage plasmatique de FSH, de LH et d’cestradiol complété par 'AMH si la réserve
ovarienne est diminuée. La prolactine est également dosée selon des conditions strictes de
prélevements. En cas de signes cliniques de dysthyroidie, un dosage de thyréostimuline (TSH)
est effectué (Copin et al., 2011).

- Echographie de I’utérus et des ovaires
L’échographie permet d’obtenir des renseignements sur la morphologie utérine (myomes
intra-muraux, adénomyose), la présence et la morphologie des ovaires (kystes), I’existence

des masses latéro-utérine (hydrosalpinx) (Copin et al., 2011).

- Hystérosalpingographie (HSG)
L’hystérosalpingographie est un examen essentiel irremplagable pour I’exploration de 1’utérus
et surtout des trompes. Il permet de dépister des anomalies dans la cavité utérine (polypes,
fibromes, synéchie, cloison, malformation) et d’apprécier la perméabilité tubaire (Olivennes
et al., 2006).

- Autres examens

- Bilan immunologique ;
- Caryotype ;

- Echo doppler ;

- Hystéroscopie ;

- Biopsie de I’endometre ;
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- Ceolioscopie.

1.3.2. Chez I’homme
- Le spermogramme
Le spermogramme tient la premiére place dans le bilan d’infertilit¢ du couple et permet

d’orienter vers une origine masculine a cette infertilité (Guerin, 2001).

- Spermoculture
La spermoculture doit étre demandée en cas, de leucospermie (>1 million de leucocytes/ml,
en particulier des polynucléaires), de pH basique, d’hyperspermie d’asthéno-térato-
zoospermie. De méme, un contexte clinique évocateur d’une infection uro-génitale doit
conduire a la prescription d’une spermoculture par recherche compléte de germes (Guerin,

2001 ; Schlosser et al., 2006).

- Bilan hormonal

Les dosages de la testostéronémie matinale et de la FSH plasmatique permettent de classer en
premiére intention les oligozoospermies et les azoospermies en hypogonadotrophiques,
normogonadotrophiques et hypergonadotrophiques (Schlosser et al., 2006).

Les dosages de I'LH et de la prolactinémie sont indiqués en cas de baisse de la
testostéronemie avec une FSH normale ou diminuée. Elle fait rechercher une cause
medicamenteuse, une hypothyroidie et une anomalie morphologique de 1’axe pituitaire.
Le dosage de I’inhibine B, corrél¢ a la spermatogenése intratesticulaire, a essentiellement une
valeur pronostique avant biopsie testiculaire pour évaluer les possibilités d’extraction de
spermatozoides (Schlosser et al., 2006).

Le dosage de la testostérone explore la fonction endocrine du testicule. Une diminution
conjointe de la testostérone et des gonadotrophines, est en faveur d’une insuffisance
gonadotrope (I’hypogonadisme, avec impubérisme ou de troubles de la virilisation). Une
diminution de la testostérone avec augmentation des gonadotrophines signe une résistance

périphérique aux gonadotrophines (Guerin, 2001).

- Bilan génétique
Le bilan génétique permet d’établir un conseil génétique, lorsqu’on envisage une ICSI. La
réalisation d’un caryotype sur leucocytes périphériques est indiquée en cas d’oligozoospermie
sévere (< 10 millions/ml) ou de signes cliniques évoquant une anomalie chromosomique
(Schlosser et al., 2006).
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- Autres examens paracliniques

- Echographie de I'appareil génital ;

- Biochimie du liquide séminal ;

- Biopsies testiculaires ;

- Test de fragmentation de I’ADN ;

- Test de Migration de Survie (TMS);

- Tests Leukocytospermia (quantification des leucocytes séminaux).

1.3.3. Chez le couple
En cas de prise en charge en AMP, la loi de bioéthique impose la prescription d’un bilan
infectieux pour les deux membres du couple, et suivant les résultats de ce bilan d'infertilité, le
médecin orientera le couple vers la technique d'assistance médicale a la procréation (AMP) la

plus adaptée (Ludovic, 2018). Le bilan vise a rechercher :

- une contamination par le virus du sida (VIH).
- une contamination par le virus de I'hépatite.

- une syphilis.

- une rubéole.

- une toxoplasmose (chez la femme).

- une infection a cytomégalovirus (CMV).
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I. Patients et témoins

1. Recrutement des patients
50 couples candidats pour IAC sont inclus dans cette étude, recrutés au niveau de
I’Etablissement Public Hospitalier (EHP) mere-enfant de Sidi-Mabrouk, service de
gynécologie obstétrique et d’assistance médicale a la procréation, Constantine. L’étude s’est
étendue du mois de Mars au mois d’Avril 2019. La sélection de ces couples a été faite en

respectant des critéres bien définis.

1.1.Critéres d’inclusion
Un ensemble de critéres d’inclusion a été retenu pour notre cohorte, a savoir :
- les couples recues en consultation chez lesquels le diagnostic d’infertilité (primaire,

secondaire ou idiopathique) a été posé.
- les couples programmes pour une IAC.

1.2.Critéres d’exclusion
Nous avons exclu de cette étude les couples pour lesquels les données hormonales,

spermatiques ou cliniques étaient insuffisamment renseignées.

2. Recrutement des témoins
Les témoins sont recrutés a partir d’une population prise au hasard, supposée saine, leurs ages
s’échelonnent de 25 a 50 ans pour les femmes et de 22 a 78 ans pour les hommes, leurs
ADN constituent un pool stocké au sein du laboratoire de biologie et génétique moléculaire.
Nous avons recruté 55 témoins des deux sexes (33 hommes et 22 femmes) qui n’ont pas des

antécédents personnels d’infertilité.

3. Collecte des données
La méthodologie la plus fréguemment utilisée pour se documenter sur certaines données
sociodémographiques, ainsi que 1’évolution et les circonstances de diagnostic de la maladie
est ’enquéte, par le biais d’un questionnaire (Annexe VII) et en se reférant au dossier

meédical.

- Dossier médical : il sert de support a toutes les informations concernant 1’histoire de la
maladie, les circonstances de diagnostiques ainsi que 1’état biologique et clinique.
- Questionnaire : I’enquéte a été réalisée auprés de chaque sujet au cours d’un entretien

privé pendant au moins 15 minutes.
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Le couple a bénéficié d’un prélévement sanguin sur deux tubes d’EDTA (Ethyléne Diamine
Tétra Acétique), aprés avoir recu des explications sur les procédures et les objectifs de

I’étude, et aprés avoir signé un consentement éclairé (Annexe VIII).

Il. Meéthodes expérimentales

1. Examen biologique
Les examens biologiques pratiques dans cette étude ont été réalisés au niveau du laboratoire
d’analyse médicale du centre d’AMP. Ils comportent le spermogramme et le

spermocytogramme ainsi que la préparation du sperme pour I’TAC.

1.1.Spermogramme
Le spermogramme est I’examen clé qui permet une appréciation quantitative et qualitative du
sperme. Il permet une double analyse :
- L’évaluation de I’activité sécrétoire a travers la mesure du volume, de pH et de la
Viscosité ;

- La production gamétique a travers la numération, mobilité et la vitalité du sperme.

1.1.1. Examen macroscopique
L’examen macroscopique permet d’évaluer un certain nombre de parameétres :
- Liquéfaction : Dés sa réception, 1’échantillon de sperme est déposé dans une étuve
a 37°C pendant 30 minutes pour assurer sa liquéfaction. Au terme de celle-ci,
I’examen est réalisé. Une liquéfaction prolongée doit étre notée si I’éjaculat ne se

liquéfie pas apres ce délai.

Couleur : L’observation de la couleur est faite a 1I’ceil nu. Un sperme normal a un
aspect homogene gris opalescent, et peut prendre une couleur brune en cas
d’hémospermie ou jaunatre qui témoigne une probable infection.

- Odeur : On utilise notre propre odorat pour déterminer ce paramétre. A 1’état
normal le sperme a une odeur caractéristique chlorée, alors qu’en cas d’infection
I’odeur du sperme peut devenir fétide.

- Viscosité : Elle est évaluée en plongeant une pipette Pasteur dans le sperme, en

notant la fagon dont le sperme s’écoule. Un sperme d’une viscosit¢ normale,

s’écoule sous forme de gouttes bien séparées alors qu’un sperme de forte viscosité
forme des filaments de plus de 2 cm entre chaque goutte.

- Volume : 11 est estimé a 1’aide d’une éprouvette graduée, la mesure est faite a 0,1
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ml prés. Un volume normal se situe entre 2 a 6 ml, au dessous de 2 ml on note une
hypospermie et en dessus de 6 ml on parle d’une hyperspermie. En cas d’absence
d’¢jaculat on note une aspermie.

pH : Une goutte de sperme est déposée sur une bandelette de papier pH, la couleur
de la zone imprégneée est comparée a une échelle de lecture. Le pH est mesuré dans

I’heure qui suit 1’éjaculation, il est normalement compris entre 7,2 et 8.

1.1.2. Examen microscopique

L’analyse microscopique est réalisée aprés préparation des échantillons en fonction du

parametre a apprécier.

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

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

Les spermatozoides ondulant sur place ou traversant lentement le champ ou
présentant un trajet irrégulier sont considéres comme formes a mobilité diminuée ;
Si aucun mouvement n’est observé, les spermatozoides sont considérés comme
formes immobiles.

Quatre a six champs sont parcourus pour classer 100 spermatozoides consécutifs et
calculer leur pourcentage respectif dans chacune des formes. Selon les normes plus
de 50% de spermatozoides doivent présenter une progression rapide rectiligne. On
dessous de cette valeur, on parlera d’une asthenospermie.

Appréciation de I’agglutination : Sur la lame précédemment préparée, plusieurs
champs microscopiques consécutifs sont parcours pour apprécier la présence ou
non d’agglutinats spontanés de spermatozoides entre eux par la téte, la piece
intermédiaire ou bien le flagelle. En fonction de 1’appréciation, 1’auto-agglutination
est notée a I’aide de crois, (+) nombre réduit, (++) plus ou moins important, (+++)
important. Un sperme normal ne contient pas d’agglutinats spontanées de
spermatozoides.

Numération des spermatozoides : La numération des spermatozoides est évaluée
en nombre de spermatozoides par ml compté dans un hémocytometre apres

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

en millions/ml est obtenu par la formule suivante :

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

Concentration des cellules rondes : Elle est mesurée a 1’état frais a 1’aide d’un
hémocytometre. La concentration en cellules rondes d’un éjaculat normal n’excede
pas 10° cellules/ml (inférieure & 5% de la concentration totale des spermatozoides).
Vitalité (coloration Eosine-Nigrosine) : Le test de viabilité est évalué par la
coloration Eosine-Nigrosine. Ce test permet d’estimer la nécrospermie par la
recherche des spermatozoides morts et vivants sur des frottis spermatiques.

Une goutte de sperme est mélangée a 2 gouttes d’Fosine a 1% dans un tube a
hémolyse. Apres 30 secondes, on ajoute 2 gouttes de Nigrosine a 10%. Le frottis est
préparé a partir d’une goutte de mélange déposée sur une lame, puis laissée sécher a
I’air libre.

La lecture est faite sous un microscope optique, au grossissement (40X). Ainsi, les
spermatozoides morts apparaissent colorés en rose, alors que les spermatozoides
vivants sont incolores. 100 spermatozoides sont comptés sur plusieurs champs
consécutifs et le pourcentage des spermatozoides morts ainsi le pourcentage des
spermatozoides vivants sont déterminés.

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

cellules vivantes, on parle d’une nécrospermie.

1.2.Spermocyto-culture

Le spermocytogramme est une analyse morphologique des spermatozoides. Il est determiné

par une coloration simple de Papanicolaou sur un frottis spermatique (Annexe 1X).

Le pourcentage des formes typiques et atypiques est dénombré selon la classification de

David (1975). Un spermocytogramme est considéré normal quand il comporte plus de 50 %
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de spermatozoides normaux, en dessous de cette valeur on parle d’une tératozoospermie. La
préparation des frottis est décrite comme suit :
- on met 10 pl de sperme liquéfie et homogénéisé sur une lame propre ;
- on tire la goutte de sperme a 1’aide d’une autre lame et laisser les frottis sécher dans
lair ;
- on fixe les frottis dans 1’alcool éther pendant 5 a 15 minutes et laisser sécher a I’air
- on colore les lames en utilisant la méthode de coloration de Papanicolaou ;
- on monte les lames.
La lecture de la morphologie est effectuee sur 100 spermatozoides au grossissement a
I’'immersion (100X). Nous avons utilisé la classification de David établie en 1975 (annexe X)
qui recense :
- Sept anomalies de la téte :
Téte allongée : le grand axe est plus long que la normale et le petit axe présente une longueur
normale ;
Téte amincie : le petit axe a une longueur plus petite que la normale et le grand axe présente
une longueur normale ;
Téte microcéphale : le grand axe et le petit axe sont plus petits que la normale ;
Téte macrocéphale : le grand axe et le petit axe sont plus grands que la normale ;
Téte multiple : plus d’une téte par spermatozoides ;
Téte a acrosome anormal ou absent : I’acrosome normal occupe 40-70 % de la surface de
I’acrosome. L’acrosome normal joue un role important dans 1’interaction des spermatozoides
avec ’ovocyte ;
Téte présentant une base (région post-acrosomique) anormale: cette anomalie correspond
a un defaut de la morphogenese de la téte et ou du noyau dans sa partie distale.
- Trois anomalies de la piéce intermédiaire :
Le reste cytoplasmique: est considéré comme anomalie s’il y a une surface supérieure au
tiers de la surface d’une téte normale. 1l se situe a la jonction de téte a la piece intermédiaire ;
Piéce intermédiaire gréle: correspond a une gaine mitochondriale qui ne s’est pas
constituée ;
Piece intermeédiaire enroulée: la piéce intermédiaire et 1’axe de la téte forment un angle net ;
- Cing anomalies du flagelle :
Flagelle absent : ou la piéce connective est rudimentaire ;
Flagelle court : flagelle inférieur a cing fois la longueur de la téte ;

Flagelle irrégulier : quand le diamétre du flagelle est variable, présentant des rétrécissements
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ou elargissement ;
Flagelle enroulé : flagelle enroulé autour de la téte ou en dehors de la téte ;
Flagelle multiple : il y a plus d’un flagelle par spermatozoide, la piece intermédiaire étant

commune ou multiple.

1.3. Insémination artificielle intra-utérine avec sperme du conjoint (IAC)
Le couple qui a des problemes de fertilité se voit proposer différents examens qui ont pour but
de préciser le diagnostic. Différentes approches thérapeutiques peuvent ensuite étre
envisagées, notamment le recours a certaines techniques. Ces techniques comprennent
I’insémination intra-utérine (11U /IAC), la fécondation in vitro (FIV) et I’injection intra-
cytoplasmique de spermatozoides (ICSI).
Dans I'unit¢ d’AMP, il n’y a que I’'TAC qui consiste a déposer le sperme préalablement

préparé au laboratoire dans la cavité utérine, au moyen d’un cathéter.

1.3.1. Stimulation ovarienne
Un traitement de stimulation préalable est prescrit a la femme afin d’obtenir le
développement de follicules; Les patientes ont subi le traitement hormonal suivant :

- Les secrétions hormonales des patientes ont été bloquées par un analogue
agoniste de GnRH selon un protocole court ou long. Si le protocole est long
I’injection de I’agoniste de GnRH de se fait soit & raison de 3,75 mg dans le
21eme jour du cycle soit a raison de 0,1 mg pendant 14 jours a partir de 21éme
jour du cycle. Si le protocole est court 1’injection se fait a partir du 2éme jour du
cycle.

- La stimulation ovarienne est réalisée par une FSH recombinante 15 jours apres
I’injection de 1’agoniste de GNRH dans le protocole long et dans le 3¢éme jour du
cycle dans le protocole court

- Lasurveillance de stimulation est réalisée a partir du 8éme jour par 1’échographie

- Lorsque le follicule atteint au moins 18 mm de diameétre, ’ovulation est

déclenchée par un hCG recombinant.

1.3.2. Préparation du sperme en vue de I’insémination
Les principales méthodes de préparation : la méthode des gradients de densité, le simple
lavage et la méthode de la migration ascendante (Swim up). La méthode des gradients de
densité est la technique de choix dans la plupart des laboratoires, ce qu’est le cas dans le
laboratoire du centre d’AMP.

36



Méthodologie

Cette methode consiste a déposer 1’¢jaculat dans une colonne a gradient de densité. Les
cellules se séparent suivant leur densité en traversant des couches discontinues de densité
croissante, composées de silice colloidale revétue de silane (gradient). A la fin de la
centrifugation, chaque spermatozoide se trouve au niveau du tube correspondant a sa densite.
Les spermatozoides mobiles et normaux sont généralement plus denses que les
spermatozoides anormaux.

La figure 11 résume les étapes décrites ci-dessous. Le recueil du sperme est réalisé le jour des
inséminations par masturbation. Il s’effectue aprés un délai d’abstinence sexuelle (absence
d’éjaculation) compris entre 3 et 5 jours.

Etape 1 - Préparation du tube

- Tube de gradient : Avec des pipettes sérologiques stériles, 1 ml de solution de
PureSperm® 80% (Annexe XI) est déposé dans le fond d’un tube conique gradué,
puis déposer délicatement 1 ml de solution PureSperm® 40% (Annexe XI) par-
dessus en évitant de mélanger les deux solutions. Le tube a gradient bicouche reste
stable durant une certaine période.

- Tube de lavage (en vue de I’étape 5) : Avec une pipette sérologique stérile, 5 ml de
solution de lavage de PureSperm® Wash (Annexe XI) sont ajoutés & un tube stérile
prévu pour cet usage.

Etape 2: Ajout du sperme

Tout I’éjaculat est versé dans le tube de gradient. Le sperme peut flotter a la surface de la
solution pendant quelques minutes. Si le volume de sperme est plus grand que 1 ml (ou égal
au volume de la couche supérieure), on peut le déposer sur deux tubes de gradient (ou plus).
On réunira ensuite les culots de ces tubes dans un seul et méme tube de lavage.

Etape 3: Premiére centrifugation

Le tube de gradient est centrifugé pendant 20 minutes a une force allant de 300 a 400 g.

Etape 4 : Aspiration du surnageant

Apres la centrifugation, le surnageant est aspiré avec une pipette sérologique stérile jusqu’a
quelques millimetres au-dessus du culot. Ensuite, tout le culot est aspiré avec une pipette
Pasteur stérile.

Etape 5 : Transfert du culot dans le tube de lavage

Délicatement le culot est déposé a la surface de la solution de lavage. Le tube est bouché et
mélangé délicatement.

Etape 6 : Deuxiéme centrifugation

Le tube de lavage est centrifugé pendant 10 minutes a une force allant de 300 a 500 g.

37



Méthodologie

Etape 7 : Elimination du surnageant

Le surnageant est retiré avec une pipette sérologique stérile en allant le plus prés possible du
culot.

Etape 8 : Ajout de la solution de lavage

Solution de lavage est ajoutée pour obtenir un volume final de 0,5 ml.

Etape 9 : Transfert du culot

Avec une nouvelle pipette Pasteur stérile, culot est homogenéisé et le déposé dans un tube
stérile de 5 ml portant le nom du patient et une goutte est déposé sur la chambre de comptage

en vue de I’évaluation du sperme aprés sa séparation dans le tube de gradient.

Etnpe 2 ﬁtape 3

20 min, 300 a 400 g

ﬁtape 1

Tube de gradient

Tube de lat'age

m @ Sperme . N
Etape 4 Etape 5 Etape 6
10 min, 300 a4 500 g
Surnageant U ol” lavage q
Culot

Répéter les étapes 4, 5 et 6 pour 2° lavage

Etape 7

Et'lpe a8

Etape Q

Sol” lavage l I @
& Crlot Culot

Figure 9 : Préparation du sperme par la méthode des gradients

1.3.3. Insémination proprement dit
- Avant toute mise en ceuvre d’une [AC, les sérologies VIH, syphilis, hépatites B et C
sont réalisées chez les deux membres du couple.
- L'insémination devra étre réalisée 36 a 37 heures apreés l'injection d'hCG (provoquant
I'ovulation), Le médecin, a I’aide d’un fin cathéter, faire un injection lente du sperme
préparé a I’intérieur de 1’utérus suivie d'une dizaine de minutes de repos.

- La fécondation se fait selon le processus naturel « in vivo ».
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2. Etude moléculaire
Notre étude moléculaire s’est effectuée selon deux étapes : une étape d’extraction de I’ADN
au niveau du laboratoire de recherche Biologie et Génétique Moléculaire du CHU Ben
Badis, Constantine suivie d’une PCR directe (polymerase chain reaction) pour la recherche
du polymorphisme I/D du géne de ’ECA au niveau du laboratoire de biologie et génétique

moléculaire de 1’université de fréere mentouri constantine 1 .

2.1 Extraction d’ADN

2.1.1. Prélevement sanguin
Le prélevement sanguin est recueilli dans des conditions stériles par ponction veineuse, dans
un tube vacutainer contenant de I’EDTA comme anticoagulant, en quantité de 5 a 10 ml.
L’EDTA est un chélateur de cations bivalents (Mg++, Ca++) nécessaires au fonctionnement
des ADNase. Il est donc utilisé également comme inhibiteur indirect des nucléases.
L’extraction de I’ADN est lancée immeédiatement ou, si les conditions ne le permettent pas,

dans les 3 a 5 jours qui suivent le prélévement conservé a +4°C.

2.1.2. Principe de I’extraction d’ADN

L’extraction d’ADN consiste en I’isolement de leucocytes du sang total par une lyse
hypotonique des globules rouge, ils sont ensuite traités par un détergent Sodium dodécyle
sulfate (SDS), qui posséde une action lytique sur les membranes cellulaires, il inhibe les
nucléases et dénature les protéines par destruction de leur structure tertiaire, ainsi qu’une
protéinase K, qui dénature et dégrade les protéines.

L’ADN nucléaire sera libéré des différentes protéines ainsi digérées et éliminées par
précipitation au NaCl. Le surnagent récupéré est traité par de 1’éthanol pur, une pelote d’ADN
est formée. L’ ADN est solubilisé en phase aqueuse, sa pureté ainsi que sa concentration sont

estimés par spectrophotometre a UV (Annexe XII).

2.2.Génotypage de ’ECA
Le polymorphisme de ’ECA est une Délétion (D) ou une Insertion (I) d’un fragment de 287
pb dans I’intron numéro 16 du géne de ’ECA. La détermination du génotype a été effectuce

selon une amplification par PCR suivie d’un contrdle de PCR sur gel d’agarose.

2.2.1. Amplification par la PCR
La PCR est une methode de la biologie moléculaire. Son principe repose sur la synthese de

multiples copies d’une séquence d’ADN spécifique.

39



Méthodologie

- Préparation du milieu réactionnel de la PCR
Un milieu réactionnel de PCR ou un mix de PCR d’un volume final de 10 ul a été préparé. Le
mix comprend des désoxyribonucléotides triphosphates (dntp 2 mM), une enzyme
d’amplification in vitro (Taq polymérase), un environnement réactionnel (tampon, MgCl2,

H20) et deux amorces oligonucléotidiques (Tableau 3).

Tableau 3 : Amorces utilisées pour I’amplification du géne ECA

Sens des amorces Séquence nucléotidique
ECA 1R (Sens) 5’-CTG GAG ACC ACT CCCATCCTT TCT-3’
ECA 1F (anti sens) 5’-GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGAT-3’

Aprés avoir préparé le mix de la PCR (Tableau 4) selon le nombre d’échantillon, nous avons

pris 9 ul de ce mélange avec 1 pul d’ADN dans chaque tube de PCR pour chaque sujet.

Tableau 4 : Quantités de chaque constituant du milieu réactionnel de la PCR

Mix de PCR Quantité en pl
Tampon 10X 1l
MgCI2 (1.5 mM) 0,3 ul
Dntp (2 mM) 1,6 ul
ECA 1R (20 pmol/l) 1l
ECA 1F (20 pmol/l) 1 ul

Taq polymerase (5U/ul) Biomatik 0,08 ul
Eau distillée 4,02 pl
ADN 1 ul

- Déroulement des cycles de la PCR
Le déroulement des cycles de la PCR a été assuré par un thermocycleur (Eppendorf) et les
conditions d’amplification étaient comme suit :
Une dénaturation initiale a 95°C pendant 5 minute, suivie de 37 cycles de PCR, Comprenant
chacun une dénaturation a 95°C pendant 30 secondes, une hybridation a 60 °C pendant 30
secondes, une élongation a 72°C pendant 30 secondes et enfin une élongation finale a 72°C

pendant 4 minutes.

40




Méthodologie

- Préparation du gel d’agarose a 2%
Le contrdle de la PCR s’effectue sur un gel d’agarose a 2%. Le gel est préparé en mélangeant
2g d’agarose et 100 ml du TBE (Annexe XIIl) additionné de 10 ul du BET (Bromure
d’éthidium) qui est un agent intercalant qui sert a émettre une fluorescence pendant le
controle de la PCR. Le gel est déposé sur une plaque d’une cuve horizontale ou on a placé un

peigne. On laisse le gel se polymérisé a I’air libre.

2.2.2. Controéle des produits de la PCR
Le contrble de la taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophorése horizontale
sur un gel d'agarose a 2%. Dans chaque puits du gel, nous déposons 10 ul de produit
d’amplification en présence de 2 a 3 pl d’un tampon de charge (DNA Loading Buffer) permet
de suivre le front de migration. Parallelement un échantillon sans ADN (blanc : témoin), est
inclus dans la série a amplifier et sert de control négatif (-). Le dép6t se fait du coté cathode
(-), et le systéeme est soumis a une migration sous un courant de 100 volts pendant 45 minutes.
Apres la migration, le gel est soumis au rayon UV dans un Transiluminateur. Les molécules
de bromure d’éthidium fixées a I’ADN émettent une lumicre visible (fluorescence) et
photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes
fluorescentes. Ce controle permet aussi de confirmer I’amplification de notre ADN et
d’exclure toute contamination d’ADN survenue au cours de la PCR grace au puits contenant

le blanc.

3. Etude statistique
Les calculs statistiques de touts les données recueillies ainsi que de tous les parameétres
considérés ont été obtenus par logiciel Microsoft Office EXCEL 2007 et par le logiciel Epi

info version 6.0.

- Calcul de I’odds ratio

Pour calculer I’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence croisé 2x2 (Tableau 6).
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Tableau 5 : Tableau de contingence pour le calcul de 1’odds ratio

Patients Controles Total
Présence du facteur
présume de risque de a b atb
maladie (exposes)
Absence du facteur
présume de risque de c d c+d
maladie (non exposés)
Total a+c b+d a+b+c+d

Le calcul de I’odds ratio se fait par la formule suivante :

OR=axd/bxc

L’odds ratio représente une mesure d’association épidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (Prévalence < 5%).

Dans ce cas I’odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que donnerait une

enquéte de cohorte de la population.

- P-value

Pour tous les calculs, deux groupes de valeurs ont été considérés comme significativement

différents si p<0,05.
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Résultats et Discussions

I. Caractéristiques épidémiologiques des couples
1. Age
Dans notre étude, la moyenne d’age chez les hommes est de 39,3 + 6,8 ans avec des extrémes
de 28 ans et 58 ans. Par ailleurs, chez les femmes est de 33,4 £ 5,67 ans avec des extrémes de
21 ans et 45 ans.
La répartition par tranche d’age révele que la tranche d’age la plus représentée chez les deux

partenaires est celle de 31 a 41 ans (58% des hommes et 50% des femmes) (Figure 12).
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Figure 10 : Répartition des patients selon la tranche d'age

Ces groupes d’dge se rapprochent de ceux retrouvés par Belmokhtar, ou 51,85%
des hommes agées entre 30 et 39 ans avec un age moyen de 33,9 ans et 60% des femmes
dans la méme tranche d’age (Belmokhtar, 2014).

une étude menée par Rezgoune-Challat en 2013, a révelé que la tranche d’age de 31-41 ans
est la plus représentée avec une fréquence de 68,75% ce qui concorde avec nos résultats.

Ceci peut s’expliquer par 1’age du mariage qui est de plus en plus tardif (Chellat et al., 2013).
La fécondabilité naturelle d’un couple est de 25% par cycle a I’age de 25 ans pour la femme,
12% a 35 ans et seulement 6% a 42 ans. L’dge moyen de la premicre naissance pour une
femme était de 26,7 ans en 1977 et est passée a 29,5 ans en 2000 (Brzakowski et al., 2009).
L’impact de 1’¢1évation de 1’age se fait sentir dés 35 ans et devient important a 40 ans et plus
(Khoshnood et al., 2008).
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Or l’augmentation de I’age maternel a des effets marqués surtout sur la baisse de la
fécondabilité et sur I’augmentation du risque d’avortements. La baisse de la fertilité avec
I’age s’explique par la diminution avec les années de la réserve ovarienne, de la qualité
ovocytaire et de la réceptivité utérine. De plus, la survenue d’une grossesse aprés 40 ans
expose la patiente & une surmortalité importante et des complications gravidiques. Aussi, il
existe des risques d’anomalies génétiques non négligeables, comme la trisomie 21 de 0,30% a
30 ans, 1,35% a 40 ans et 2,5% a 42 ans (Brzakowskia et al., 2009).

Par ailleurs, un age paternel supérieur a 55 ans diminue nettement les chances d’avoir un
enfant ou provoque un risque accru d’avoir un enfant anormal. L’age est responsable d’une
altération de la spermatogénése (Brzakowskia et al., 2009).

La spermatogenese augmente au cours de la puberté et atteint une phase de plateau a I'age de
55 ans, et décroit ensuite. Cependant, la dégradation de la fertilité n'est pas un phénomene
obligatoire et certains patients conservent pendant tres longtemps une fertilité normale
(Wagner, 2004).

2. Indice de masse corporelle (IMC)
La répartition de notre population d’étude révele que 50% des hommes et 42% des femmes se
situe dans la catégorie du surpoids (25 kg/m? >IMC < 30 kg/m?). De plus, des taux
relativement élevé pour la catégorie du poids idéal (18,5 kg/m2 >IMC < 25 kg/m?) chez les
hommes autant que chez les femmes soit 30% (Figure 13). Nous avons noté aussi qu’il ya une
prévalence légérement plus élevée chez les femmes pour la catégorie (IMC > 30 kg/m2)

(28% versus hommes 20%).
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Figure 11 : Classification des patients selon I’indice de masse corporelle
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La répartition des patients selon I'IMC peut étre causée par une interaction de facteurs
environnementaux, de predispositions géenétiques et de comportements humains.

Ces catégories d’IMC se rapprochent de celle de Hedley et al en 2004, d’ou 65,1% ont un
surpoids, 30,4% sont obeses et 4,9% sont extrémement obeses.

L'obésité masculine chez les hommes en age de procréer a presque triplé au cours des 30
derniéres années et coincide avec une augmentation de l'infertilité masculine dans le monde.
L’obésité¢ masculine a un impact négatif sur le potentiel reproducteur masculin, non seulement
en réduisant la qualité du sperme, mais en modifiant notamment la structure physique et
moléculaire des cellules germinales dans les testicules et en fin de compte le sperme mature
(Palmer et al., 2012).

Les hommes souffrant d’embonpoint ou d’obésité présentent souvent un profil altéré des
hormones de la reproduction se caractérisant entre autres par un taux diminué de testostérone.
IIs sont également plus a risque d’éprouver des problémes érectiles (Chavarro et al., 2010).
Un seul article rapporte qu’un amaigrissement obtenu apres régime permettrait d’améliorer la
quantité et la qualité des spermatozoides. Cependant, un impact négatif de la chirurgie
bariatrique sur les parametres spermatiques a récemment été observe (Sermondade et al.,
2012).

Par ailleurs chez la femme, sur le plan gynécologique, I’obésité et le surpoids sont impliqués
dans I’infertilité¢ par des troubles ovulatoires, une aggravation des symptomes du syndrome
OPK, une augmentation du risque de fausses couches spontanées, une diminution de la qualité
ovocytaire et une altération de la réceptivité endomeétriale (Sarfati et al., 2010).

Egalement, sur le plan obstétrical, 1’obésité est associée a un risque accru de complications, de
type diabete gestationnel, hypertension artérielle gravidique, pré éclampsie, macrosomie
feetale, hémorragie de la délivrance, et a une augmentation du nombre de déclenchements du
travail et d’accouchements par césarienne (Linne, 2004).

Enfin, de facon paradoxale avec I’hypofertilité, un taux de grossesses non désirées quatre fois
plus élevé a été mis en évidence chez les femmes obéses en comparaison aux femmes de

poids normal (Sarfati et al., 2012).

3. Groupes sanguins
Chez les hommes, nous avons noté que la proportion du groupe O est dominante (62%) suivie
du groupe A (30%) puis du groupe B (8%) (Figure 14).
En revanche, chez les femmes, la proportion dominante c’est celle du groupe A (54%) suivie
du groupe O (30%) puis du groupe B (16%).
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Le taux du groupe AB est nul (0%) pour toute la population.
En ce qui concerne le systeme Rhésus, la figure 3 montrent des proportions élevées pour le

Rhésus+ chez les hommes et les femmes (98% et 94% respectivement).

Répartition des patients selon les
groupes sanguins
S 100
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S 60
g 40
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g. 0 e
A B (0] AB Rhésus | Rhésus
+ -
B %homme 30 8 62 0 98 2
u % femme 54 16 30 0 94 6

Figure 12 : Répartition des patients selon les phénotypes des systemes sanguins ABO et
Rhésus

Les travaux de Ziani réalisées en 2017 et celle de Deba et al. publiées en 2014 se concordent
avec nos résultats.

Des etudes menées a grande échelle sur la fertilité humaine comprenant plus de 1500 familles
de deux villes au Japon, ont démontré que des fréquences plus élevées de couples infertiles et
d’avortements spontanés chez des couples incompatibles quant au groupement ABO.

Une autre étude a déclaré qu’il existe des preuves qui suggerent que les spermatozoides
portant les groupes de groupes sanguins A ou B ont tendance a étre éliminés parce qu'ils sont
sérologiquement incompatibles avec I'anticorps Anti-A ou Anti-B trouvés dans la sécrétion

cervicale de la mére (Mohanty et Das, 2010).

4. Origine géographique
Les patients qui ont été inclus dans cette étude proviennent de 5 régions géographiques
differentes (Centre, Est, Ouest, Littoral méditerraneen, Sud) et de 12 villes de 1’Algérie
(Tableau 7).
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Tableau 6 : Classification des couples selon les régions et villes d’ Algérie

Ville Nombre de couple %
Annaba 2 4
BBA 1 2
Biskra 2 4
Constantine 27 54
El Oued 2 4
Khenchla 2 4
Mila 3
Oran 1
Oum el Bouaghi 5 10
Sétif 3
Skikda 1
Taref 1

Il faut noter que la majorité des couples proviennent de la ville de Constantine avec une
fréquence de 54%.
Nous pouvons expliquer ces resultats par le fait que le recrutement a été réalisé au niveau du

centre d”’AMP de I’EHS en gynécologie obstétrique de Sidi mabrouk (Constantine).

Selon notre enquéte, nous avons trouvé que 82% de nos patients sont d’origine urbaine
(Figure 15).

W urbaine

M rurale

Figure 13 : Classification des couples selon I'origine urbaine ou rurale
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Une étude américaine a montré des différences régionales dans les paramétres du sperme
d’hommes féconds et observe une moindre qualité séminale parmi les hommes résidant dans
des zones rurales comparés a ceux résidant dans des zones urbaines (Swan et al., 2003a).
Les auteurs ont voulu par la suite vérifier I’hypothése selon laquelle cette différence dans la
qualité séminale pouvait étre expliquée par une différence d’exposition aux pesticides.
L’exposition aux pesticides est estimée par la mesure de la concentration de métabolites de 8
pesticides dans les urines. Parmi les hommes résidant dans des zones rurales, les
concentrations urinaires en métabolites provenant de 1’alachlore, diazinon et atrazine sont
positivement et significativement associées a un risque accru d’étre un cas. En revanche, chez

les hommes résidant dans des zones urbaines, aucune association n’est constatée (Swan et al.,

2003D)..

5. Type d’infertilité
Sur I’ensemble de notre population, 39 couples présentent une infertilité primaire, 10 couples
présentent une infertilité primo-secondaire et un seul couple souffre d’une infertilité
secondaire, soit des pourcentages respectifs de 78%, 20% et 2% (Figure 16).
Le taux élevé de I’infertilité primaire par rapport au taux des infertilités secondaire et primo-
secondaire, peut s’expliquer par le contexte social et la tendance qu’auraient les couples

n’ayant pas d’enfant a consulter plus souvent que les autres pour traiter leur infertilité.
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Figure 14 : Répartition des couples selon le type d’infertilité

Des études menées en Algérie, dans la région d’Annaba, indiquent des taux d’infertilité
primaire de 73,48% et d’infertilité secondaire de 26,52% (Daroui, 2001).
Dans la méme région, I’étude de Nazzal, montre que 87% des cas présentent une infertilité

primaire, contre 13% ayant une infertilité secondaire (Nazzal, 2002).
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Par ailleurs, en France, les travaux de Thonneau et ses collaborateurs en 1991 révelent des

taux d’infertilité primaire et secondaire de 67% et 33% respectivement.

II.  Données cliniques et biologiques chez I’homme
1. Statut tabagique
D’apres notre enquéte qui a été réalisé sur le mode de vie des patients, nous avons recensé un
taux relativement élevé des fumeurs, il est de 48%. Le taux des non fumeurs est de 44% et

d’anciens fumeurs est de 8% (Figure 17).
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Figure 15 : Classification des hommes selon la consommation du tabac

Les résultats d’Ounis montrent que 52% des cas étudiés ne fument pas contre 43,31% qui sont
des fumeurs, ce qui concorde avec nos résultats (Ounis, 2014).

Dans notre société le tabac étant une habitude toxique plutét masculine, son effet ne peut étre
prospecté correctement sur les femmes algériennes, cela peut représenter un biais dans notre
enquéte. De méme que la prise de tabac a chiquer n’a pas été évaluée dans notre échantillon.
Dans notre série, le pourcentage des fumeurs peut étre expliqué probablement par 1’absence
de tabagisme dans la population féminine et ou bien un tabagisme inavoué.

Selon une méta-analyse de 27 études portant notamment sur l'association entre le tabagisme et
la qualité du sperme, il a été signalé chez les fumeurs une réduction moyenne de la
concentration de spermatozoides de 13%, de la motilité des spermatozoides de 10% et de
spermatozoides morphologiquement normaux de 3% (Pasqualotto, 2008).

En effet, les composants de la fumée de cigarette passent la barriere hémato testiculaire et
entrainent de ce fait une altération des paramétres spermiologiques et de la qualité du noyau
des spermatozoides. Les mecanismes physiopathologiques en cause ne sont pas encore

clairement établis, mais il semble que le stress oxydatif géneré par le tabac soit une des
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hypothéses les plus probables. Il en résulte essentiellement une fragmentation de I’ADN qui
compromet les chances de grossesse (Sepaniak et al., 2005 ; Sepaniak et al., 2006).

Une étude en microscopie électronique des spermatozoides chez 29 fumeurs et 15 non
fumeurs a montré que le tabac provoquait des anomalies structurales du flagelle,
essentiellement au niveau de I’axonéme. Chez les fumeurs, 1’anomalie la plus fréquemment
isolée est la disparition d’un ou plusieurs doublets périphériques de microtubules, ou du
doublet central, entrainant une diminution de la mobilité, voire une immobilité totale.
Le tabac entraine une augmentation de la tératospermie, portant plus particulierement sur la
téte des spermatozoides. De telles anomalies sont associées a une augmentation des risques
d’infertilité (Sepaniak et al., 2005).

2. Activité professionnelle
La répartition des patients selon I’activité professionnelle, consignée dans le tableau 8, fait
ressortir que 6% ne possedent aucune profession. Parmi la population en activité les
commergant et les fonctionnaires administratifs représentent la proportion la plus élevée, elle
est de I’ordre de 28% et 26% respectivement, suivi des ouvriers, des chauffeurs et des agents
de sécurité avec des taux respectifs de 10%, 6% et 4% et les autres professions possédent des

pourcentages équivalents (2%).

Tableau 7 : Classification des hommes selon 1’activité professionnelle

Profession Effectif (n) %
Agent de nettoyage 1 2
Agent de sécurité 2 4
Architecte 1 2
Boulanger 1 2
Chauffeur 3 6
Commercant 14 28
Fonctionnaire administratif 13 26
Imam 1 2
Mécanicien 1 2
Menuisier 1 2
Opérateur 1 2
Ouvrier 5 10
Plombier 1 2
Policier 1 2
Retraité 1 2

Sans profession 3 6
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Les résultats de Daroui (2001) et Chennaf (2012) ont signalé que les patients sans profession
et les boulangés sont les plus touchés par le probléme de I’infertilité, ce qui n’est pas le cas

dans notre échantillon.

3. Antécédents urogénitaux
Sur les 50 patients, que nous avons recensés au cours de cette étude, la majorité, a savoir 90%
d’individus, ne présentent pas d’antécédents uro-génitaux. Par contre pour le reste de la
population, la varicocéle apparait comme principal antécédent urogénital, avec un taux de
10% (Figure 18).
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Figure 16 : Répartition des hommes selon les antécédents urogénitaux

Ces valeurs sont comparativement proches de celle trouvées par Ounis, qui a trouvé que
79,2% des patients ne présentent pas d’antécédents urogénitaux. Par contre pour le reste de la
population, 20,8% ont des antécédents urogénitaux, avec une prédominance de varicocele
avec 15,8%, suivis des antécédents de problemes testiculaires 3,5% ainsi que I’hernie
inguinale avec 1,5 % (Ounis, 2014).

La fréquence de la varicocele retrouvée dans notre étude, concorde aux données de la
littérature ou elle varie entre 4 a 22% dans la population générale et de 10 a 44% dans la
population des hommes infertiles (Diallo et al., 2015).

La varicocele compromis le systeme de régulation thermique du testicule. Elle est caractérisée
par une stase veineuse, un stress thermique, hypoxie et 1’accumulation des métabolites
toxiques dans les testicules qui conduisent a 1’¢élévation de production des molécules réactives
d’oxygene et I’apoptose durant les stades spécifiques de la spermatogenese (Gwo-JangWu et
al., 2009).
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4. Antécédents familiaux
Dans notre cohorte, 14 patients avaient au minimum un antécédent familial soit une fréquence

de 28%, et 36 patients sans antécédents familiaux soit une fréquence de 72% (Figure 19).
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Figure 17 : Répartition des hommes selon les antécédents familiaux

Ces valeurs sont similaires a ceux enregistrées par Ounis, soit 69,6% n’ayant aucun
antécédent familial et 30,4% ont indiqué avoir des antécédents familiaux d’infertilité (Ounis,
2014).

5. Antécédents chirurgicaux
Sur les 50 patients, les antécédents chirurgicaux sont absents dans 86% des cas. Par contre, la
varicocele apparait comme le principal antécédent retrouvé dans notre travail avec une
fréquence de 6%. D’autres antécédents sont aussi notés avec des taux relativement faible

comme la montre la figure 20.
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Figure 18 : Répartition des hommes selon les antécédents chirurgicaux

Ces résultats sont différents de celui de Samake et de Sissoko qui ont trouvé que 1’hernie
inguinale unilatérale est le seul antécédent chirurgical, soit 9,3% et 12% respectivement.

Dans la littérature, la plupart des études ont montré un accroissement significatif de la
concentration et de la mobilité des spermatozoides aprés traitement chirurgical de la
varicocele. Cependant, I’amélioration de la morphologie des spermatozoides semble étre
moins bien prouvée (Marmar et al., 2007).

Schlesinger et al avaient revu en méta-analyse dix études comparant la morphologie des
spermatozoides avant et apres chirurgie ; selon eux, seules cing études avaient mis en
évidence une augmentation significative des formes normales aprés traitement (Schlesinger et
al., 1994).

Bouchot et al ont rapporté des résultats différents, ils ont montré a partir d’une série de 159
patients consultant pour infertilité, que le traitement de la varicocéle entrainait une
augmentation significative des pourcentages des formes normales et des spermatozoides
motiles, bien que I’augmentation de la concentration des spermatozoides n’était pas

significative (Bouchot et al., 1999).
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6. Résultats du spermogramme
- Répartition des sujets selon les cas normaux et pathologiques
Sur la base des résultats du spermogramme nous avons recense parmi les 50 cas étudiés, 28
présentent des anomalies spermatiques, qui sont considérés comme cas pathologiques, tandis
que 22 sont des cas normaux, soit des taux de 56% et 44% respectivement (Figure 21).
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Figure 19 : Répartition des sujets selon les cas normaux et pathologiques

Des études menées en Algérie, dans la région de Annaba, révelent que 85,20% des cas sont
pathologiques et 14,80% des cas sont normaux (Daroui, 2001), et dans une autre étude
87,92% des cas sont pathologiques et 12,07% des cas sont normaux (Nazzal, 2002), ce qui
est comparativement différent a nos résultats.

Il est important de signaler que ces proportions ne peuvent en aucune facon refléter la réalité
de la santé reproductive de I’homme algérien. Pour faire cette évaluation, il serait intéressant
de mener une étude a grande échelle, au niveau national, pour mesurer les parametres
spermatiques dans un large échantillon de notre population.

- Analyse spermatique
Les résultats obtenus consignés dans le tableau 9, ont montré que le pH d’éjaculats moyen est
normal, compris entre 7 et 8. Il est de 7,8 chez les hommes infertiles et 7,38 chez les hommes
fertiles.
Il n’y a pas une différence significative entre le volume séminal moyen des hommes fertiles et
celui des hommes infertiles (3,41 ml versus 3,12 ml).
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La moyenne de la numération spermatique de (15,13 £+ 19,61) millions/ml a été observée dans
le groupe de patients d’hommes infertiles, alors que chez les hommes fertiles, la moyenne est
de (93,80 £ 19,30) millions/ml.

L’analyse de la mobilité¢ des spermatozoides montre que les formes immobiles sont les plus
représentées avec une moyenne de 60,89% chez les hommes infertiles, alors que les formes de
spermatozoides de mobilité lente ou rapide sont les moins représentées.

Tandis que, le groupe d’hommes fertiles se caractérise par des spermatozoides de mobilité
rapide, suivie par des formes de mobilité lente et immobile.

Les fréquences des formes atypiques des spermatozoides montrent que dans le cas des
normospermies, la moyenne est de 25,21% de formes atypiques. Alors que dans le cas des
spermocytogramme anormaux des hommes infertiles, la moyenne des formes atypiques
présente 40,58%.

Tableau 8 : Comparaison des différents parametres spermatiques chez les cas pathologiques

et normaux
Parameétres spermatiques Cas pathologiques Cas normaux
pH 7,8+0,25 7,38+£0,38
Volume séminal (ml) 3,12+ 1,37 3,41 +0,45
Concentration spermatique 15,13 £ 19,61 93,8 £19,30
(millions/ml)
Mobilité (%)
- Rapide 24,02 £ 24,18 75,89 £ 8,04
- Lente 15,09+9,1 12,05+41
- Immobile 60,89 + 28,5 12,06 +5,2
Formes atypiques % 40,58 + 32,28 2521+738

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

Les moyennes de la numération spermatique que nous avons observée, sont supérieures a

celle de Challat et al. qui ont trouvé une différence significative entre le groupe d’hommes
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OATS et témoins, les valeurs moyennes sont respectivement 3,46 + 1,7 millions/ ml et 93,1 +
19,62 millions/ ml (Chellat et al., 2013)

La valeur moyenne du volume spermatique de nos patients est normale compris entre 2 a 6
ml. En dessous de 2 ml, on parle d’'une hypospermie. Cette diminution peut s’expliquer par
une perte d’une partie de 1’¢jaculat, ou d’une éjaculat incompléte, ou bien a I’insuffisance des
sécrétions de I'une ou l’autre des glandes annexes (situation pouvant correspondre a une
prostatite ou a une vésiculite), ou exclusion des vésicules séminales (congénitale ou acquise)
ou on sera en présence d’une azoospermie et le volume sera généralement inférieur a 1 ml.
Tandis que, I’hyperspermie se définit par un volume séminal supérieur a 6 ml. Elle évoque la
présence de Iésions infectieuses des glandes annexes et en particulier les vésicules séminales.
Elle peut étre due aussi a une abstinence sexuelle trop longue (Marmor, 2007).

Pour la moyenne de la concentration spermatique, nos résultats sont similaires avec ceux
publiés par Aleisa (2013) qui a trouvé également une différence significative dans les valeurs
moyennes de la concentration des spermatozoides entre 49 hommes fertiles et 160 hommes
infertiles saoudiens. Les valeurs moyennes sont respectivement 98,6 millions SPZ/ml, et
14,5 millions SPZ/ml.

L’analyse de la mobilit¢ des spermatozoides chez les hommes infertiles, montre que nos
résultats rejoignent ce qui a été trouvé dans la littérature. Selon Andolz et al. (1999), la
mobilité moyenne des spermatozoides n’atteint que 32,4%. Alors que Aleisa (2013), les
formes mobiles des spermatozoides représentent une moyenne de 40% chez les hommes
infertiles et 58% chez les hommes fertiles, une différence a été notée.

Aleisa (2013) a montré que les formes anormales de spermatozoides présentent une valeur

moyenne de 75% chez les hommes infertiles. Ce résultat est supérieur a notre résultat.

- Répartition des patients selon les anomalies spermatiques
Parmi les 28 cas pathologiques, I’anomalie majeure observée est 1’asthénospermie avec une
fréquence de 32,14%, suivie par 1’oligo-asthénospemie (25%). Des anomalies a moindre
fréquences sont aussi observées, tels que 1’oligospermie et I’OATS avec des proportions
identiques de 1’ordre de 14,29% et I’azoospermie avec une fréquence de 7,14%. Par ailleurs,
des proportions identiques sont enregistrées dans les cas d’hypospermie et de crypto-asthéno-

tératospermie, ils sont de 1’ordre de 3,57% des cas étudies (Tableau 10).
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Tableau 9 : Répartition des patients selon les anomalies spermatique

Anomalie spermatique Effectif %
Asthénospermie 9 32,14
Azoospermie 2 7,14
Crypto-asthéno-tératospermie 1 3,57
Hypospermie 1 3,57
Oligospermie 4 14,29

Oligo-asthénospermie 7 25
Oligo-asthéno-tératospermie 4 14,29

Dans la littérature, I’analyse de la distribution des fréquences de différentes anomalies
spermatiques montre que la valeur de 1’asthénospermie retrouvée par Daroui (36,62%) et
Nazzal (35%) sont proche de notre fréquence (32,14%) (Daroui, 2001 ; Nazzal, 2002). A
I’opposé, des études menées par Chennaf (2012) et Ounis (2014) révélent des proportions
inférieures (20,5% et 27,7% respectivement). Ainsi, deux études réalisées sur la population de
Constantine et Tlemcen ont rapporté respectivement des fréquences de 3,70% et 7,40%
(Zeghib, 2009 ; Belmokhtar, 2014).

Par ailleurs, I’oligo-asthénospemie occupe également une part importante dans notre
échantillon avec 25% de fréequence. Ce réesultat est en désaccord avec des études algériennes
qui révelent une fréquence de 1,58% et 8,66% a Constantine (Zeghib, 2009 ; Ounis, 2014),
11,11% a Tlemcen (Belmokhtar, 2014) et 9,09% a Batna (Chennaf, 2012).

Pour 1’oligo-asthéno-tératospermie, la fréquence est de 14.29%, cette valeur est inférieur que
celle de Zeghib (2009) avec 20,37%, Ounis (2014) avec 25,7%, Belmokhtar (2014) avec
25,92% et de Thonneau et al. (1991) qui ont montré que I’OATS est I’anomalie spermatique
prédominante chez les hommes consultants pour une infertilité en France, la fréquence est de
I’ordre de 21%. Alors que I’étude de Chennaf (2012) a rapporté une faible fréquence par
rapport a nos résultats (7,58%).

L’oligospermie présente une frequence de 14,29%, une valeur proche de celle de Belmokhtar
(2014) avec 14,81%.

Dans notre étude, la fréquence de 1’azoospermie est de 7,14%. Cette valeur est analogue a
celles de Belmokhtar (2014) et Chenaf (2012) qui ont trouvé respectivement 7,4% et 5,3%.
Tandis que 1’étude de Zeghib (2009) a révélé une fréquence élevée des azoospermies
(17,59%).
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7. Reésultats du spermoculture
Nous avons distingué 3 groupes en fonction des résultats de la spermoculture : 90% (n=45)
des spermocultures sont négatives, 10% (n=5) sont positives a des germes isolés au-dessus du
seuil de pathogeénicité.
Les bactéries isolées sont Escherichia coli (6%), Bacilles a gram+ et Staphylococcus aureus
avec le méme taux (2%) (Figure 22).
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Figure 20 : Répartition des patients selon les résultats du spermoculture

Les infections sont la source d’infertilité chez 10% a 20% des patients ou nombreux germes
peuvent étre en cause (Gram -, Gram + et mycoplasmes) en plus des causes favorisantes, tels
que les maladies sexuellement transmissibles ou antécédent de sondage urinaire. Elles sont
suspectées devant une leucospermie qui peut étre le reflet d’un processus inflammatoire
(lithiase prostatique, séquelle d'infection) ou d’une abstinence trop longue qui provoque un

chimiotactisme sur les leucocytes engendré par le vieillissement des spermatozoides (Aziz et
al., 2004).
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I11.  Données cliniques et biologiques chez la femme

1. Age de puberté
L’age moyen de puberté chez nos patientes est de 12,8 ans. Avec des extrémes de 9 ans a 16
ans. Leur date de survenue est considérée comme physiologique.
Nous notons que chez la majorité des patientes (84%), I’age de puberté se situe entre 11 ans
et 14 ans (Figure 23).

50
45
40
35
30
25
20
15

10

5

0
[9-10] [11-12] [13-14] [15-16]
H% 6 34 50 10

Pourcentage (%)

Figure 21 : Répartition des femmes selon 1’age de puberté

En Europe, 1’age des premiceres regles est en moyenne a 12 ans en Italie, 12,6 ans en France et
13,5 ans en Allemagne (Parent et al., 2003).

Une diminution particulierement importante de 1’age des premicres regles est observée dans la
plupart des pays occidentaux. Cependant, la variabilité interindividuelle peut atteindre 4 & 5
ans et dépend de facteurs génétiques et environnementaux et probablement des interactions

entre ces deux types de facteurs (Inserm, 2007).

2. Régularité du cycle menstruel et la durée des menstruations
Parmi les 50 patientes, 66% présentent des cycles réguliers et dans 26% des cas les cycles
sont irréguliers. Tandis que 8% ont des cycles indéterminés (Figure 14).

La durée normale d’un cycle est de 28 jours = 6 jours (Thibault et Levasseur, 2001).
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Figure 22 : Répartition des patientes selon la regularité du cycle menstruel

Une étude épidémiologique prospective a été réalisée par Bouzid et Djellel en 2018 a Oum El
Bouaghi, menée sur un ensemble de 40 patientes d’ou 30 patientes atteintes du Kyste ovarien,
montre que toute les patientes ont un cycle menstruel irrégulier, ce qui est comparativement
différent a nos résultats.

Le tableau 11 ci-dessous montre que 11 patientes (22%) ont une durée des regles inférieure a
4 jours, 37 patientes (74%) ont une durée entre 4 et 7 jours et 2 patientes (4%) ont une durée
supérieure a 7 jours.

La durée des regles normales se situe entre 3 et 6 jours et I'abondance entre 50 et 80 ml
(Henri, 2010).

Tableau 10 : Répartition des patientes selon la durée des regles menstruelles

Durée des regles Effectif %
<4 jours 11 22
4a7jours 37 74

> 7 jours 2 4

Nos valeurs sont comparativement différentes de celle signalée dans 1’étude d’Adham a
Marrakech, qui révéle un taux de 8,6% des enquétées présentant une durée inferieur a 4 jours,
un taux de 63,4% qui ont une durée entre 4 a 6 jours et 28% qui ont une durée supérieur a 6
jours (Adham, 2007).

60



Résultats et Discussions

L’ensemble des auteurs estiment qu’environ 50% des kystes ovariens sont a ’origine des
irrégularités menstruelles de type oligomeénorrhée et aménorrhée lors des études prospectives.

Le SOPK s’accompagne d’infertilité par anovulation dans 20 a 74% des cas (Audebert ,2013).

3. Hirsutisme et acné
Dans notre série nous notons que 2% des patientes présentent le signe d’hirsutisme et 10% des

cas présentent le signe d’acné (Figure 25).
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Figure 23 : Répartition des patientes selon la présence d’hirsutisme et d’acné

L’hirsutisme et l'acné sont des manifestations cutanées d’hyperandrogénémie, qui font
évoquer un SOPK. Plusieurs études récentes ont examiné la prévalence des symptdmes du
SOPK dans des populations non sélectionnées et ont montré qu'approximativement 5% des
femmes avaient des signes cliniques évidents d'hyperandrogénie (hirsutisme ou acné)
(Clément et Benkhalifa, 2006).

4. Antécédents familiaux

Sur les 50 patientes, que nous avons recrutées au cours de cette étude, plus de la moitié a
savoir 82% des patientes ne présentent pas d’antécédents familiaux.

Par ailleurs, 6% des patientes ont des cas d’avortement spontané dans leurs familles, le reste
des antécédents comme le cancer du sein et le SOPK et I’infertilité primaire se réparties de
fagon égale (4%) (Figure 26).
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Figure 24 : Répartition des patientes selon les antécédents familiaux

Notre répartition des antécédents familiaux est différente de celle retrouve par Mai (2016)
dans la région d’Oran et Sidi Bel Abbes, d’ou 83 patientes soit un pourcentage de 32,94%
avaient des antécédents familiaux, la grande majorité de ces patientes avaient une Sceur
souffrant d’infertilité (41%), suivie par celles qui avaient une tante a un probléme d’infertilité,
alors que pour les femmes qui avaient un frére ou un oncle avec des problémes d’infertilité les
pourcentages étaient respectivement de 18% et de 12%.

En effet, la recherche des antécédents familiaux a mis en évidence une association entre
I’infertilité et les antécédents familiaux, avec un pourcentage de 24% d'infertilité chez les
femmes dont les méres avaient, pendant un certain temps des problemes de fertilité, et chez

32% des femmes dont la sceur avait un probléme d’infertilité (Samiha et al., 2006).

5. Anteécédents médicaux
Nous ressortons dans le tableau 12 ci-dessous, qu’un peu plus de la moitié de notre cohorte ne
présentent pas d’antécédents médicaux soit un pourcentage de 58%.
En revanche, le SOPK et le fibrome sont les principaux antécédents médicaux retrouvés chez
nos enquétées, avec des taux respectivement de 14% et 10%. Le reste de la population

présente d’autres antécédents avec des taux relativement faibles.
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Tableau 11 : Répartition des patientes selon les antécédents médicaux

Antécédents médicaux Effectif %
Diabéte 2 4
Dysthyroidie 2 4
Fibrome 5 10
OPK 7 14
Polypes endomeétriales 1 2
Troubles de I'ovulation 2 4
Infertilité tubaire 1 2
infection post-partum 1 2
Sans antécédents 29 58

Il existe beaucoup de maladies gynécologiques qui ont été incriminées comme étant associées
a l'infertilitt comme I'endométriose, les fibromes utérins, et les ovaires polykystiques. Les
fibromes utérins ont également été identifiés comme étant la cause de 1’infertilité dans un
grand nombre d'études (Buttram & Reiter, 1981). Cependant, I'impact exact des fibromes sur
I'infertilité est encore controversé (Siregar, 2013).
6. Antécédents chirurgicaux

Sur les 50 patientes de notre série la majorité des patients n’ont pas d’antécédents
chirurgicaux, a savoir 45% des cas. Le reste de la population possede comme antécédent, la
kystéctomie avec un taux de 2%, 1’ablation des amygdales, 1’appendicectomie et le fibrome

avec des pourcentages équivalents (1%) (Tableau 13).

Tableau 12 : Répartition des femmes selon les antécédents chirurgicaux

Antécédents chirurgicaux Effectif
Ablations des amygdales 1
Appendicectomie 1
Kystéctomie 2
Fibrome 1
Sans antécédents familiaux 45

Des études menées par certains auteurs ont déclare que l'infertilité peut survenir aprés une
appendicectomie ou tout autre type de chirurgie abdominale ; elle multiplie le risque
d’infertilité primaire par 4,7 et secondaire par 7,1 (Lansac et Guerif, 2005 ; Samiha et al.,
2006).

7. Antécédents obstétricaux
Sur un total de 50 patientes, 10 ont déja fait des avortements, soit un taux de 20% (Figure
27).
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Figure 25 : Répartition des patientes selon la présence ou I’absence d’antécédent

d’avortement

Ces valeurs sont comparativement supérieures de ceux signalés par Mai (2016) a la région
d’Oran et Sidi Bel Abbes, d’ou un taux de 16,9% des patientes avait déja eu un avortement, le
reste des patientes (83,1%) n’avaient pas eu d’avortement.

En 2011, Bruce et son équipe montre que les antécédents d'avortement sont associés tres
significativement a un fort taux d'infertilité secondaire comparée au primaire, soit 63,7%
contre 9,8% (Bruce et al., 2011).

8. Profil hormonal

L’étude du profil hormonal des patientes dévoile que la majorité des femmes avaient des
niveaux normaux pour les hormones étudiées (de 80% jusqu'a 90% pour les différentes
hormones), quelques patientes avaient des niveaux réduits de LH (10,35%) et d’estradiol
(8%). Le pourcentage de niveau réduit pour les autres hormones se situe entre 3,12 % et
5,71%.

Alors que les hormones repérées avec des pourcentages un peu élevés sont la prolactine
(14,29%) et la LH (12%), un pourcentage de niveau élevé a été marqué pour les autres
hormones se situe entre 6,67% et 9,38% (Tableau 14).
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Tableau 13 : Répartition des patientes en fonction de leur profil hormonal

Hormone Normal N Elevé Réduit Moyenne Niveau de
(%) N (%) N (%) t+écart-type référence
TSH(pUI /ml) 27(90) | 2(6,67) | 1(3.33) 2,27+116 | 0.27-4.2pUImL
Prolactine (ng/ml) 28 (80) 5(14,29) 2 (5,71) 21 £15,49 6.0-29.9 ng/mL
LH (mUl/ml) 24 (82,76) | 2(6,89) | 3(10,35) 6,43 +4,08 | 2.4-12.6 mUI/mL
FSH (mUl/ml) 28 (87,5) | 3(9,38) 1(3,12) 7,03 45,39 | 3.5-12.5 mUI/mL
Estradiol 11 (pg/ml) 20 (80) 3(12) 2(8) 74,64 £75,39 | 12.5-166 pg/mL

Les résultats de 1’étude du profil hormonal chez les femmes infertiles ont révélé un taux de
LH de 6,43 + 4,08 mUI/mL. Des résultats approximativement similaires ont été exposés dans
une étude faite en Irag qui a identifié un taux moyen de LH de 8.79 + 10.01 mUI/ml chez les
femmes infertiles (Rashid et Tayfoor, 2013), alors qu’une autre étude a trouvé un niveau un
peu élevé de 10.20 = 4.36 mUI/ml (Shapla et al., 2014).

Le niveau moyen de FSH était de (7,03+5,39 mUI/mL), ce résultat est dissemblable de ce qui
a ét¢ indiqué par d’autres études ou les niveaux de FSH chez les femmes infertiles sont réduit.
Une étude faite sur 110 femmes infertiles a détecté une moyenne de FSH égale a (2.58+1.63
muUl/ml) (Shapla et al., 2014), un résultat similaire a celui-ci a été déploré dans une étude
faite au Nigéria ou le niveau de FSH était égale a (3.66+£1.35 mUI/ml) (Rashid et Tayfoor,
2013).

Les taux de FSH détectes dans notre échantillon étudié s’approche de ce qui a été rapporté par
Odiba et al dans leur analyse des niveaux de FSH chez 150 femmes infertiles, 92% des
patientes avaient des taux normaux, 6% avaient des niveaux élevés et 2% avaient des niveaux
réduits (Odiba et al., 2014).

Le bilan hormonal (gonadotrophine) réalisée au 3eme jour du cycle présente un intérét a la
fois diagnostique quant a 1’étiologie de I’infertilité et un intérét prédictif quant aux chances de
succes d’une éventuelle prise en charge du couple en AMP (Odiba et al., 2014).

Des niveaux en dessous des limites normales pour la FSH et LH au cours de la phase
folliculaire indiquent que les facteurs provoquant I’infertilité peuvent étre des défauts dans la
glande pituitaire, la GnRH ou I'nypothalamus. D'autre part, les valeurs de FSH et de LH en
dessus des limites normales suggerent un probléme déecoulant d'autres composants du systeme
reproducteur, probablement un défaut dans la régulation du mecanisme de feed-back négatif

dans I'hypothalamus par les cestrogénes et la progestérone (David et al., 2006).
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Dans notre étude, les niveaux de FSH et de LH pour la majorité des patientes étaient dans les
normes, cela dit selon Larsen, des valeurs normales de la LH et FSH qui impliquent la
présence d’une ovulation normale, mais sans niveau approprié de progestérone pour la
préparation de 1’endométre engendreront trés souvent des fausses couches qui passeront
inapercues. Cette suggestion suppose que méme si les taux de ces 2 hormones sont normaux,
il est possible que les patientes aient des niveaux anormaux de progestérone (Larsen, 2003).
Le fait que la majorité des patientes ont des taux de LH et de FSH dans les limites normales
peut aussi suggérer que la cause de l'infertilité est due a d'autres facteurs tels que les
dommages a lI'ovaire, problémes dans les trompes ou une infection (Larsen, 2003).

La majorité des auteurs concluent que des niveaux anormaux de ces hormones conduisent a
I’apparition du syndrome de défaut de phase lutéale chez les femmes infertiles. Selon
Alexander et ses collaborateurs (1992) ce défaut de phase lutéale est le résultat de nombreux
mécanismes complexes bien que ’atteinte de 1’axe hypothalamus-hypophyse-ovaire soit le
plus important. Moltz et al. (1991) Indiquent que des valeurs réduites de FSH et de LH sont
retrouvées dans 28,7% des cas de défaut de phase lutéale.

La possibilité de I’existence d’un défaut de phase lutéale dans notre échantillon ne peut étre
totalement exclue méme si la majorité des femmes avaient des niveaux normaux de FSH et de
LH.

La mesure des taux de prolactine et de TSH, sont considérées comme une composante
importante du diagnostic de I'infertilité chez les femmes (Mai, 2016).

Les dysfonctionnements thyroidiens interférent avec de nombreux aspects de la reproduction
et la grossesse. Plusieurs articles ont mis en évidence l'association de I'hyperthyroidie ou
I'nypothyroidie avec les perturbations menstruelles, des cycles anovulatoires, la baisse de
fécondité et une morbidité accrue pendant la grossesse (Mai, 2016).

Dans notre étude, les problémes de thyroide sont détectés chez 10% des patientes alors que
I’hyperprolactinémie est retrouvée avec un pourcentage de 14,29%. Ces pourcentages sont
nettement plus faibles que ceux présentés dans d’autres études. La prévalence du
dysfonctionnement de la thyroide était de 33,3 % dans 1’étude de Rahman et son équipe, et de
16% dans 1’étude de Biradar, alors que I’hyperprolactinémie était retrouvée avec un
pourcentage de 19,09% dans 1’étude de Shapla et ses collaborateurs (Rahman et al., 2010 ;
Biradar, 2012 ; Shapla, 2014).

L'augmentation des niveaux de prolactine est liée a la présence d’une infertilité.
L’hyperprolactinémie a plusieurs effets qui peuvent interférer avec 'ovulation conduisant a

I'infertilité, ce qui inclut la diminution de la GnRH (gonadolibérine), l'inhibition de la
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libération de LH et FSH interférant ainsi avec 1’ovulation et I’inhibition de la sécrétion

d'eestrogene et de progestérone dans l'ovaire (Mai, 2016).

9. Résultats de ’'IAC
Parmi les 50 couples recensés, 20 cas ont réalisé I’IAC. Le taux de grossesse réussie est

legérement diminué (30% des cas) (Figure 28).
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Figure 26 : Répartition des patients en fonction de taux de succes de I'TAC

Une étude prospective et comparative sur des couples infertiles algériens et hollandais suivis
dans un centre médical, révéle que le taux de succes de grossesse est de 27,45% dans la
population Hollandaise et de 24,61% dans la population algérienne. Notre résultat se
rapproche de celui retrouvé dans population hollandaise. Par contre, elle est Iégérement élevée
par rapport ce qu’a été trouvé dans d’autres régions de 1’Algérie (El-Haina et Bendahmane,
2017).

La combinaison de certains facteurs notamment, le nombre de spermatozoides mobiles
progressifs inséminés, les antécédents médicaux, ainsi que 1’état psychique est cruciale et

permettent d’évaluer le pronostic en termes de chance de grossesse.
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IV. Résultats de I’analyse moléculaire du polymorphisme I/D géne ECA
Les résultats de I’étude génétique du polymorphisme I/D du géne ECA ont été releves
seulement pour 45 patients (22 femmes et 23 hommes) a cause des problémes rencontrés lors
de la réalisation de la PCR.

La population considérée a été répartie en 2 groupes : le groupe 1 (femmes-hommes) fait de
45 patients, le groupe 2 (témoins de deux sexes) comportant 55 individus sains.

la bande 190pb
correspond a I’homozygote DD et la bande 490pb correspond a ’homozygote II. Les deux

Les bandes de I’électrophorése ont permis d’identifier trois génotypes :

bandes 190 pb et 490 pb correspondent a 1’hétérozygote ID dans les deux populations patients

et témoins (Figure 29).
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Figure 27 : Photographie du profil éléctrophorétique des fragments amplifiés par PCR du
géne ECA sur gel d’agarose 2% (Guendouzi et Hamiouda, 2019)

1. Fréquences génotypiques et alléliques
A partir des résultats ainsi obtenus, les fréquences génotypiques et alléliques ont été calculées

(Tableau 15, figure 30 et figure 31).

Tableau 14 : Fréquences génotypiques et alléliques dans notre population

Patients Témoins
DD DI I D I DD DI I D I
36 3 6 75 15 25 28 2 78 32
80% 6,67% 13.33% | 83,33% | 16,67% | 45,45% | 50,91% 3,64% 70,9% | 29,1%
45 90 55 110
100% 100% 100% 100%
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L’analyse des résultats révele une répartition des fréquences génotypiques et alléliques
hétérogéne entre les patients infertiles et les témoins. En effet, le génotype homozygote DD
est plus frequent chez les patients (80%) que chez les témoins (45,45%). A 1’opposé, le
génotype de I’hétérozygote ID est plus fréquent chez les témoins (50,91%) que chez les
patients (6,67%). La fréquence du génotype Il est de 13,33% chez les patients et de 3,64%

chez les témoins.
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Figure 28 : Répartition des fréquences génotypiques dans notre population

De méme que pour les fréquences génotypiques, les fréquences alléliques présentent une
certaine disparité entre les deux groupes. En effet, 1’all¢le D est le plus fréquent chez les deux
groupes (80,33% chez les patients et 70,9% chez les témoins). L’all¢le I est retrouvé a une
fréquence relativement élevée chez les témoins (29,1%) et ce en comparaison avec les
patients (16,67%).
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Figure 29 : Répartition des fréquences alléliques dans notre population
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Une fois les fréquences génotypiques et alléliques calculés, nous avons procédé a 1’analyse
statistique des données obtenues. Aprés le calcul de I’OR et de la p-value, les résultats ont

montré une association significative entre les deux groupes (p = 0,0004 pour DD versus I1+DlI

; p =0,00009 pour Il versus DI et p = 0,039 pour | versus D) (Tableau 16).

Tableau 15 : Résultats de 1’analyse statistique du polymorphisme I/D du géne ECA dans la

population patients et témoins

Modele de DD 1
comparaison Vs Vs I1vs DD 11 vs DI lvsD
11+Dl DD+DI
OR 4,80 3,79 2,08 28 0,49
(1,79-13,16) | (0,64-28,75) | (0,33-16,38) | (2,92-380,1) | (0,23-1,02)
Risque 2,56 1,70 1,27 7,75 0,65
relatif (1,39-4,71) (1,7-2,69) (0,81-2,00) | (2,46-24,41) | (0,42-1,02)
P-value 0,0004 0,09 0,38 0,00009 0,039

Dans la littérature scientifiques, aucune étude antérieure ou en cours, sur la corrélation entre
I'infertilité du couple et le polymorphisme I/D du géne ECA, dans aucun groupe ethnique n'a
été realisée jusqu'au 2018.

Une étude a été publié en 2018, a révélé une association entre le polymorphisme I/D du gene
ACE et l'infertilité féminine dans la population saoudienne, sur 150 sujets féminins stériles et
150 témoins, les résultats ont montré une association significative (p <0,05) : Prédominance
du génotype DD (54.7%) chez les patientes et de génotype Il (40%) chez les témoins (Al-
Mutawa, 2018).

Néanmoins, les résultats des fréquences alléliques se concordent avec nos résultats : une
prédominance de la fréquence de 1’alléle D chez les deux groupes dont la fréquence est de

72% et 61% (Al-Mutawa, 2018).

2. Corrélation du polymorphisme I/D du gene ECA et certains facteurs de risque
de Pinfertilité
- Age
Nous notons une prédominance de génotype DD et de ’allele D pour les deux tranches d’age.
Statistiquement, aucune association positive n’est marquée entre la tranche d’age et le

polymorphisme étudié dans notre population (Tableau 17).
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Tableau 16 : Corrélation entre le polymorphisme I/D de ’ECA et I’age des patients

Age DD DI I OR | Pvalue | Alléle I | Alléle OR P
D value
<35 ans
(n=22) [n=19| n=1 | n=2 n=9 n=35
- 0,58 1,71(0,49- | 0,34
>35 ans 6,12)
(n=23) | n=17| n=2 | n=4 n=6 n=40

La baisse de la fertilité avec 1’age s’explique par la diminution avec les années de la réserve
ovarienne et de la qualité ovocytaire (Brzakowskia et al., 2009), ceci peut étre liée a un défaut
d’expression de I’ECA dans D’ovaire. Aucune étude concernant [1’association du

polymorphisme I/D du géne ECA avec 1’age de procréation.

- Obésité
L’obésité est observée chez 16 patients. Neufs patients portent ’all¢le 1. La p-value qui a été
calculé est inférieur a 0,05, donc nous concluront qu’il y a une association significative entre
la présence du polymorphisme du gene ECA et I’obésité chez les individus infertiles (Tableau
18).

Tableau 17 : Corrélation entre le polymorphisme I/D de I’ECA et I’'IMC des patients

IMC DD | DI 1 OR | P-value | Allele I | Alléle OR P-
D value
<30 kg/m?
(n=29) n=26 | n=0 | n=3 n=6 n=52
- 0,031 0,29(0,08- | 0,030
>30 kg/m2 1,05)
(n=16) n=10 | n=3 | n=3 n=9 n=23

Riera-Fortuny et al. Ont trouvé que le type et le grade de 1’obésité étaient en corrélation avec
les génotypes du polymorphisme 1/D du géne ECA, les sujets présentant des génotypes DD ou
DI présentent une prévalence significativement plus élevé avec 1’obésité ou le dépdt de
graisse abdominal et des valeurs élevées de poids et de tour de taille (Riera-Fortuny et al.,
2005).

- Tabagisme
Nous avons analysé 1’association entre le polymorphisme du gene ECA et le tabagisme chez

les 14 fumeurs de nos patients. Le calcul statistique ne montre pas une association
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significative entre 1’expression de ce polymorphisme et le facteur du tabagisme dans

I’infertilité (Tableau 19).

Tableau 18 : Corrélation entre le polymorphisme I/D de I’ECA et le statut tabagique des

patients
Tabagisme | DD | DI I OR | P-value | Alléle I | Allele OR P-
D value
Fumeurs et
anciens n=11| n=2 | n=1 n=3 n=23
fumeurs 1,04(0,12-
(n=14) 0,48 10,29) 0,96
Non
fumeurs n=8 | n=0 | n=1 n=2 n=16
(n=9)

Les composants de la fumée de cigarette passent la barriére hémato testiculaire et entrainent
une altération des paramétres spermiologiques et de la qualité du noyau des spermatozoides, il
semble que le stress oxydatif généré par le tabac soit une des hypothéses les plus probables
(Sépaniak et al., 2006). En effet, les dérivées réactives de 1’oxygene (DRO) sont sous la
réglementation d’ECAL et ECA2, activés par ECAL et atténués par ECA2 (Pan et al., 2013).

3. Corrélation du le polymorphisme I/D de ’ECA et les antécédents médicaux et
obstétricaux
Selon le tableau 20, nous n’avons observé aucune association significative entre le
polymorphisme I/D de I’ECA et les antécédents médicaux ou obstétricaux sauf dans le cas de
SOPK ; une corrélation significative a été observée chez nos patientes avec SOPK et le

polymorphisme 1/D du géne ECA p<0,05.
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Tableau 19 : Corrélation entre le polymorphisme I/D de I’ECA et les antécédents médicaux et

obstétricaux

Antécédents DD DI I Allele |
Fibrome
(n=5) n=5 n=0 n=0 n=0
OR(95%IC) / 0(0-71,28) 0(0-6,12) 0(0-1,82)
P-value 0,16 0,57 0,23 0,06
SOPK
(n=7) n=3 n=0 n=4 n=8
OR(95%IC) 0,05(0-0,89) 0(0-42,25) / 3,87(0,62-25,07)
P-value 0,008 0,48 0,001 0,08
Dysthyroidie
(n=2) n=2 n=0 n=0 n=0
OR(95%IC) / 0(0-311,62) 0(0-25,8) 0(0-6,63)
P-value 0,42 0,74 0,48 0,28
Avortement
(n=8) n=7 n=1 n=0 n=1
OR(95%IC) 2,8(0,2-81,62) / 0(0-2,7) 0,19(0,01-1,82)
P-value 0,38 0,17 0,09 0,10

Des études antérieures ont examiné le role du géne de I’ECA dans les facteurs d'infertilité
masculine et féminine, y compris le SOPK et I'endomeétriose (Li et al., 2016).

Le SOPK est la principale cause d'infertilité ovulatoire, touchant 5 a 7% des femmes en age
de procréer, et l'activité du SRA dans le SOPK suggére une corrélation importante entre le
SRA et le SOPK (Pan et al., 2013).

Des résultats d’une méta-analyse réalisé par Jia et ses collaborateurs, de six études portants
sur 1501 cas et 773 témoins ont montré qu'aucune association significative entre le
polymorphisme I/D et le SOPK dans la population globale. Cependant, dans les analyses de
sous-groupes stratifiés selon I'ethnie, une association significative a été observée chez les
caucasiens (OR = 1,48, IC a 95%, 1,00 a 2,19 pour D contre I; OR = 1,61, IC a 95%, 1,14 a
2,27 pour DD contre Il; OR = 1,43, IC 95%, 1,01-1,97 pour DD et DI vs Il), mais pas chez les
asiatiques (Jia et al., 2013).

Pour les antécédent obstétricaux, contrairement a nos résultats plusieurs études ont rapporté
I'association entre leurs polymorphismes géniques et la perte de grossesse récurrente (RPL),
Une association significative a été observée avec le polymorphisme I/D du géne ECA (OR
1,29 (intervalle de confiance a 95%: 1,02-1,62)) dans le cadre d'études comportant plus de

deux avortements récurrents (Su et al,.2013).
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4. Corrélation du polymorphisme I/D de ’ECA et les anomalies spermatiques

Dans le tableau 21, les polymorphismes sont évalués en fonction de type des anomalies

spermatiques. Il n’y a aucune association entre le polymorphisme I/D du gene ECA étudié et

I’infertilit¢ masculine. Ces données semblent indiquer que ce polymorphisme n’a pas

d’impact significatif sur la numération spermatique, tout du moins dans la population ciblée

étudiée sauf pour les hommes OATS, une association significative a été observée (p<0,05).

Tableau 20 : Corrélation entre le polymorphisme I/D de I’ECA et les anomalies spermatiques

Anomalie DD DI 1 Alléle |
spermatiques
Asthénospermie
(n=6) n=6 n=0 n=1 n=1
OR(95%IC) 0,92(0,05-31,74) | 2,5(0-113,76) 0(0-14,08) 0,42(0,02-4,45)
p-value 0,95 0,52 0,37 0,43
Azoospermie
(n=2) n=2 n=0 n=0 n=0
OR(95%IC) - 0(0-94,69) 0(0-94,69) 0(0-12,56)
p-value 0,49 0,64 0,64 0,41
Oligospermie
(n=3) n=3 n=0 n=0 n=0
OR(95%IC) - 0(0-44,68) 0(0-44,68) 0(0-7,16)
p-value 0,39 0,56 0,56 0,30
Oligo-
asthénospermie n=6 n=0 n=1 n=2
(n=7) 1,38(0,09-42,68) 0(0-10,91) 2,5(0-113,76) | 1,17(0,13-9,17)
OR(95%IC) 0,79 0,32 0,52 0,86
p-value
OATS
(n=2) n=0 n=1 n=1 n=3
OR(95%IC) 0(0-0,76) 20(0-4946,33) | 20(0-4946,33) -
p-value 0,001 0,03 0,03 0,0000037
Hypospermie
(n=1) n=1 n=0 n=0 n=0
OR(95%IC) - 0(0-327,29) 0(0-327,29) 0(0-33,95)
p-value 0,63 0,75 0,75 0,57
Crypto-asthéno-
tératospermie
(n=1) n=1 n=0 n=0 n=0
OR(95%IC) - 0(0-342,95) 0(0-342,95) 0(0-33,95)
p-value 0,63 0,75 0,75 0,57

Zalata et al suggérent que le polymorphisme d’ECA est un facteur de risque pour l'infertilité

masculine dont le polymorphisme I/D du géne ECA est associé a des variables séminales

anormales. Le génotype II de ’ECA a été noté chez 182 hommes, dont 76,5% d’hommes

fertiles en bonne santé, et 47,4%, 39,8% et 17,6% de ceux souffrant d'asthénozoospermie,
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d'asthénotératospermie et d'oligoasthénotératospermie, respectivement. Le génotype DI de
I’ECA a été noté chez 133 hommes, dont 13,7% d'hommes fertiles en bonne santé, et 42,3%,
275% et 472% de ceux souffrant d'asthénozoospermie, d'asthénotératospermie et
d'oligoasthénotératospermie, respectivement. Le génotype de DD de I’ECA aété identifié
chez 90 hommes, dont 9,8% d'hommes fertiles en bonne santé, 10,3%, 32,70% et 35,2% de
ceux souffrant d'asthénozoospermie, d'asthénotératospermie et d'oligoasthénotératospermie,
respectivement (Zalata et al., 2012).

Autre étude a montré que la fréquence de 1’allele D (52,2%) est plus élevée chez les hommes
avec des pathologies spermatiques que les hommes fertiles (44,9%), les calcule statistiques
ne montrent aucune différence significative entre les deux groupes (p = 0,15) (Kucera et al.,
2001).
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Conclusion et Perspectives

La génétique de Dinfertilit¢é est un champ trés vaste. La connaissance de
I’architecture du génome humain réalisée par des études de larges cohortes de sujets atteints
de I’infertilité ont permis d’identifier plusieurs genes associes a ce probleme. Parmi ces génes,
le gene ECA qui présente, depuis quelques années, un intérét particulier pour chercher les
polymorphismes associés avec plusieurs pathologies.

Notre travail de recherche avait pour but d’étudier I’infertilité du couple dans la population
algérienne d’une part et rechercher une association entre le polymorphisme I/D du gene ECA
et I’infertilité d’autre part.

Notre étude a permis d’identifier les facteurs de risque impliqués dans la survenue de
I’infertilité, tels que I’age, I’obésité, le tabagisme, la présence d’antécédents familiaux et les
antécédents médicaux pour les deux sexes.

Les résultats obtenus par I’étude des caractéristiques épidémiologiques concordent avec ce qui
est rapporté dans la littérature.

Concernant I’exploration génotypique du polymorphisme I/D de I’ECA, nous avons trouvé
une prédominance du génotype DD (80%) chez les sujets infertiles par rapport aux témoins
(45,45%), également une prédominance de la fréquence de 1’alléle D chez les deux groupes.
Les tests statistiques effectués ont montré une association significative entre le
polymorphisme de I’ECA et la survenue de I’infertilité dans notre cohorte.

Par ailleurs, 1’étude de corrélation génotype-facteurs de risque, a démontré que le
polymorphisme du gene ECA n’est pas associé a aucun facteur de risque, alors que la
présence du SOPK chez les femmes et OATS chez les hommes, joue un réle dans 1’apparition
de linfertilité.

A la lumiére de ce travail de recherche et les résultats obtenus, laissent entrevoir de
nombreuses perspectives afin d’approfondir et compléter ce travail:

- étendre I’étude sur un nombre de patients plus conséquent permettant un traitement
statistique des données afin de dégager des corrélations entre les paramétres mis en
causes et le polymorphisme d’ECA.

- étudier les autres génes impliqués dans I’infertilité, comme : les génes CFAP43, 44 et
69 qui codent des protéines essentielles de la structure du flagelle des spermatozoides
et le géne PATL2 qui contrdle la maturité ovocytaire, en prenant en considération les

facteurs environnementaux, géographiques et ethniques.
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ANNEXE I : Caractéristiques du cycle ovarien (Seedes, 2014)
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ANNEXE |1 : Localisation du gene de I'enzyme de conversion de I'angiotensine

sur le chromosome 17 (Sager et al., 2016)
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ANNEXE I11 : Syndromes cliniques et infertilité masculine (Vialard et al.,
2009)
Position Locus du gene
Syndrome
Insensibilité aux androgenes Xqll-12 AR
Azoospermie (Y-linked) Yqgll Multiples génes AZF
Syndrome de Bardett-Bied| 16921 BBS2
Mucoviscidose (CF) 7931.2 CFTR
Aplasie congénitale des canaux déférents 7931.2 CFTR
(CBAVD)
Cryptorchidie 19913.2 INSL3, LGR8-GREAT
Dystrophie myotonique (DM-1) 19913.2-q13.3 DMPK
X-Fragile (FRAXA) Wq27.3 FMR-1
Globozoospermie 6921 CAL/GOPC
6g13.3-2 CSNK2A2
Syndrome de Gorlin (PPS) 1932 Non connu
Kallmann 1 (X-linked) Anosomia Xp22.3 KAL-1
Kallmann 2 (dominant) 8pl1-12 FGFR1
Kallmann 3 (recessif) Non connu Non connu
Syndrome de Kartagener 5p15-p14 DNAH5
7p21 DNAH11
Syndrome de McKusick-Kaufman 20p12 MKKS
(MKKS)
Syndrome de I’ADN cassure 15925 POLG
mitochondriale
Syndrome de Noonan (NS1) 12924.1 PTPN11
Syndrome de Prader-Willi (PWS) 15q11-13 SNRPN
Necedin
Syndrome de Rothmund-Thomson (RTS) 8024.3 RECQL4
Syndrome de Stein-Leventhal (PCO) 15¢23-24 CYP11A
Syndrome de Werner (WRN) 8pl2-p1l.2 RECQL2
Syndrome de Denys-Drash 11p13 WT1
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ANNEXE 1V: Exemple de genes mutés qui affectent la fonction

hypothalamique chez la femme (Bissonnette et al,. 2007)

Gene Locus | Phénotype Mode de
transmission
KAL Xp22.3 | Syndrome de Kallmann, hypogonadisme Li¢ea L’X,
hypogonadotrophique, anosmie, affecte récessif
seulement les hommes
AHC Xp21 | Hypoplasie congenitale des surrénales et Li¢ea L’X,
hypogonadisme hypogonadotrophique récessif
Leptine 7931.3 | Obésité, hypogonadisme Autosomique
hyBogo_nadotrophlque et retard récessive
pubertaire
Récepteur| 1p31 Obeésite, hypogonadisme ) Autosomique
de la hypogonadotrophique et leptine récessive
. serique élevée
Leptine

ANNEXE V : Exemple de genes mutes qui affectent la fonction

pituitaire chez la femme (Bissonnette et al,. 2007)

Géne Locus Phénotype Mode de

transmission

GNRHR | 4qg21.2 | Hypogonadisme hypothalamique Autosomique
récessive

HESX1 3p21.1- | Dysplasie septo-optique Autosomique
21.2 récessive

LH- 19913.3 | Déficit en hormone lutéinique Autosomique
récessive

FSH- 11p13 Déficit isolé en hormone stimulatrice des Autosomique
follicules récessive

PROPI 5q Courte taille, hypothyroidie et Autosomique
hypogonadisme hypogonadotrophique récessive
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ANNEXE VI : Exemples de genes mutés qui affectent la fonction

ovarienne (Bissonnette et al,. 2007)

Géne Locus Phénotype Mode de
transmission
FMR1 X0g27.3 | Syndrome du X fragile, Liée a L’X,
insuffisance ovarienne. dominant
FSHR 2p21-p26 | Aménorrhée primaire, 50% développent Autosomique
des seins, les hommes présentent une récessive
oligospermie.
LHR 2p21 Femme : anovulation. Autosomique
Homme : masculinisation insuffisante. réecessive
CYP17 10924.2 | Déficit en 17-hydroxylase, retard Autosomique
pubertaire chez les femmes, absence récessive

de développement des seins,
aménorrhée primaire et
gonadotrophines élevée.

CYP19 15921.1 | Déficience en aromatase, ne peut convertir
les androgenes en cestrogeénes, ambiguité
sexuelle chez les femmes clitoromégalie
et absence de développement des seins et
ameénorrhée.

Autosomique
récessive

AIRE 21922.3 | Le syndrome APECED (Auto-immune
Polyendocrinopathy Candidiasis Ectodermal
Dystrophy), maladie auto-immune multi
systémique, insuffisance surrénalienne,
ovarienne et testiculaire peut survenir.

Autosomique
récessive

FTZF1 9933 Facteur stéroidogénique 1, insuffisance
(SF1) surrénalienne, chez I’homme «Sex
reversal», présentent un phénotype
féminin rare.

Autosomique
récessive
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ANNEXE VII : Questionnaire

Fiche de renseignements : Le couple

Nom: femme.............................. homme ...
Prénom : femme....................o.oeenen. homme .............ocoiiiiii
Age: femme.............. ans, homme .............. ans

Poids: femme............ Kg, homme........................ Kg

Homme : Taille :.............. => Obésité : Oui [ Non [

Femme : Taille :.............. => Obésité : Oui [I Non [

Groupe sanguin : femme A1 B[l AB[L O[O
homme Al B[l AB[l Ol

Infertilité : primaire [ secondaire [1 Ladurée:

Origine ..o Rurale : [ Urbain : [

N Tt
o | £ PSP
Tabac: [10ui ................ cigarettes./ jour “INon

Si vous avez arrété récemment,
(] Vous avez arrété depuis plus de 6 mois.
] Vous avez arrété depuis moins de 6 mois.
Ou en étes-vous dans votre parcours de la procréation médicalement assistée (PMA) ?
C’est notre premiere consultation
Nous sommes en cours de bilan
Je suis en cours de traitement médical (Clomid, progestatifs...)
Nous avons déja réalisé au moins une tentative d’insémination artificielle
Nous avons deja réalisé au moins une tentative de fécondation In vitro

N

Vous a t’on conseillé des produits en vue de favoriser la procréation ? L] Oui [ Non
Si OQUI, ces produits sont :
U Des médicaments
Des vitamines
Des plantes
De I’homéopathie

O Ooo

Autre: (précisez).........ooveuvennnn..

ATCD PMA :

[IFécondation in vitro

UlInduction (stimulation ovarienne)
[IInsémination artificielle
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Fiche de renseignements : La femme

Antécédents

1. Antécédents familiaux :

Infertilité primaire : Oui Ll............. Non [ je nesais pas [

Infertilité secondaire : Oui I....... Non [ jenesaispas [l
SAPL : Oui L............... Non [ je nesais pas [

OPK: Oui I............ Non [ je ne sais pas [l

Avortements spontaneés : Oui [.......... Non [ jenesaispas [
Ménopause précoce : Oui U] ... Non [ je ne saispas [
Cancer du sein : Ouild......... Non [ jenesaispas [l
Mucoviscidose : Oui O.......... Non [ je nesaispas [
Pathologie thromboembolique : Oui [1.......... Non [ jenesais pas [l
Autres ATCD : Oui .......... Non [ jenesaispas [l

2. Antécedents personnels :

» ATCD médicaux :
[JOPK [IMalformations congénitales [ISAPL [L1Endométriose
[linfertilité tubaire  [JTroubles de I'ovulation (I Tuberculose
[IInfections du post-partum ou du post-abortum @ [IFibromes ou polypes
[IInfections aprés manipulations endo-utérines [I1Dysthyroidie
[1Stérilité idiopathique [LIMaladies sexuellement transmissibles

[IMaladies inflammatoires pelviennes: salpingites
» ATCD chirurgicaux

[JAppendicectomie LIPlasties tubaires [1Hystéroscopie
[JKystéctomie ovariennes LICcelioscopie

[IChirurgie du col: conisation, laser [1Autres interventions abdominales

Examen clinique

> Histoire menstruelle

- Aquel &ge avez-vous eu vos premieres régles ? ...................... ans.
- Lecycle=.......... jours
- Quelle est la durée de vos reégles ? ...................... Jours
- En vue d’augmenter vos chances d’avoir un enfant, privilégiez-vous une période de
votre cycle pour avoir des rapports sexuels ? Oui [ Non [
[1 Hirsutisme [ Acné
- Autres




Annexes

» Grossesses antérieures

[IAccouchement prématuré  [1Accouchement a terme [lInterruption volontaire
de grossesse [JFausse couche (en précisant si c'était le partenaire actuel).
AULTES. .o,

Examens para clinique

1. Biologiques :
FSH

LH
AMH

Prolactine :...
(Estradiol......

TSH :...

T4 :...

T3:...

Hémoglobine (Hb) : ...

V V. V V V V V V V VY

2. Examens complémentaires :
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Fiche de renseignements : L’homme

1. Avez-vous déja eu des enfants avec une autre femme ? Si oui, combien et quand ?

2. votre métier et Milieu et conditionde travail? ................cooooiiii ...

Antécédents

1. Antécédents familiaux :

- Infertilité primaire : Oui Ll Non [ je ne sais pas
- Infertilité secondaire : Oui I.......... Non [ je ne sais pas
- Consanguinité: Oui [I........ Non [ je ne sais pas
- Infertilité chez les parents et/ou fréres et sceurs : Oui [...... Non [ je ne sais pas
- Malformations feetales : Oui [........ Non [ je ne sais pas
- Autres ATCD : Oui L., Non [J

2. Antécédents personnels :
» ATCD médicaux :

OopogbOd

[1Hypogonadisme [IEctopie testiculaire [IVaricocéles
[ITroubles de 1’érection [IDiabete [CIHypertension
[1Oreillon LI Traumatisme testiculaire  [1Problémes dentaires

[ IMaladies sexuellement transmissibles
[JEpididymite [lprostatite [urétrite  [lcystite [1Stérilité idiopathique
[1Antécédents carcinologiques avec radiothérapie ou chimiothérapie

» ATCD chirurgicaux

LIChirurgie pour une torsion du testicule. LIChirurgie pour une hernie inguinale
LIChirurgie au niveau du scrotum. LIChirurgie pour faire descendre un testicule.
[1Opérations prostatiques [lveésicales urétrales. [1Orchidectomie

[ 1Autres interventions abdominales.

Examen clinique

U Pilosité L] Hypoandrisme hypospadias [ Infection du méat LJGynécomastie
[ Cicatrices de gestes chirurgicaux (plis inguinaux, scrotum) [] Une varicocele
[1Aspect gynoide [ IEunuchoide.

Examens para clinique

» Spermogramme

Volume NB de SPZ | Vitalité Mobilité | Morphologie | Classification
(ml) (millions/ml | (%) (%) (%)
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ANNEXE VIII : Fiche de consentement du patient

République Algérienne Démocratique et populaire
EHS meére et enfant de SIDI MEBROUK
Service de gynécologie obstétrique et de procréation medicale assistée
PMA

Fiche de consentement du patient

Dans le cadre de : Etude génétique de I’infertilité chez des couples

Je soussigné(e) :

NOM t.ii e L e

Prénom @ .o PP
Déclare avoir puis connaissance des informations explicatives concernant cette étude

j’accepte le prélévement sous les conditions décrites en gardant tous mes droits stipulés par la

moi d’éthique et de déontologie.
[ J’accepte ce type de recherche
[J Je m’oppose a ce type de recherche.

En cas de réponse affirmative, je souhaite que les résultats puissent m’étre communiqués

L] Qui
1 Non

Signature du patient

Signature du chercheur

Signature du médecin
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ANNEXE IX : Coloration de Papanicolaou

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

Colorer avec Hématoxyline de Harris (30sec) ;

Rincer a I’eau distillée pendant 1 min ;

Plonger les lames dans la solution d’eau ammoniacale (1min) ;
Rincer couramment a 1’eau distillée ;

Passer rapidement dans deux bains d’alcool a 70°, un bain
d’alcool a 80° et unbain d’alcool a 95° (10 fois pour chacun) ;
Colorer les lames par la solution d’Orange G6 (5min) ;

Passer rapidement (10 fois) dans deux bains d’alcool a 95°;
Colorer les lames par la solution polychrome EA50 (5min) ;
Passer rapidement (10 fois) dans deux bains d’alcool a 95°, puis
dans un bain d’alcool absolu ;

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

Monter les lames.
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Annexe X :Classification de David 1975 des anomalies morphologiques des

spermatozoides (Mansat et Bennet, 1986)

e | esanomalies de la téte

Formes allongées

Simple o

Base amincie - —

Battant de cloche %

Effilé <

Formes amincies

Microcéphales

Macrocéphales M

Dupliquées %

Formes irréguliers

Contour irrégulier @_ %

Acrosome mal forme @:: OQ

Sans acrosome % %

Forme en lyse
e

e Lesanomalies de la piéce intermédiaire

Restes cytoplasmiques

Angulation

e Lesanomalies du flagelle

Flagelles absents

Flagelles courts

Flagelles enroulés

Flagelles doubles
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Application envisagée

PureSperni® 40/80 est un gradient de densité discontinu & double couche, qui sépare eMcacement e sperme humain,

Composants

Silice avec reviternent de silene  Glucose
Chlgrure de Sodium Clirate
Chlarure die Potassium Lactate
Lsau purifiée Pyruvate
HEPES

ECTa

Caractéristigues

i 714-78
Cesrmalalitd: (mOsmyfkg H,0) 300-310
Trandfert d'endatoxine pendant

ke treatmont <1,0 ELlfml
Survie du Sperrne 18 heyes

apris; séparation par gradient

de densité >70 %

Les flacons ef bouchons Sont Sourmiss & un test MEA,
Conservation et stabilité

Canserver les flacons fermiss entre 2 ot 40 °C, ot dviter s
tesripratures en-dehars de cette plage. Dans ces condibons,

40 & PureSperm® B0 ont une durée de conser-
vation de 24 mios. La date d'edqiration est indiguée sur e
Macons &t | cartons,

Quvrir &t fermer e flacons dans des conditions d'asepdie.
Apriss puverture, conserver entrie 2 et B °C le boutedlles nan
ubiliGées, La dunée di conservation sur Petiquette et valable
lorsgue | prodult et conserve conformémant sux recm-
randations du fabricant.

hucun antiblotigue, acdiif instable ou conservateur n's été
ajouté par b fabricant & PureSperm® 40 i & PureSperm® 80,

Dﬂmnm:ﬂ

Pour de plus amples informations ou une alde, cntacte:
vatre distributeur ou e fabricant.

| febricant:

Pricautions et avertissements

» Lors de la récupération de la granule de sperme, sulvre les
Instrustions Agurant sur 1 natice du produit afin déviter
toute eontamination per Inadvertance.

= Appliguer toujours des procédurs; septiques.

+ 5 diss smaux scalds sont disponibles, les utiliser pendant la
tentrifugation pour dviter la créstion d'aéroscls.

« Nettoyer les pertes accidentelles & Maide d'un chiffon ou
dun papler humide. PureSperm®40/B0 rend les sols el les
paillasses extrimement glisants,

» PureSperms40/B0 ne présente sucun rsque dincendie ou
de combustion. Une fiche de donndes de sécurité peut
Bire btenue supris du detrbuteur ou du fabricant {voir
nidacon.com)

+ Ne pas utliser de solution mentrant une contarmination
bactsrienne. Ou § bouchen vient accidentellement en
contact Eves | surfacoes nén shimkes,

* N pas réuitiiser.

+ N pas ubiliser e contenu s le scemu prouvant Intégrité
st brisé.

» Pas de drogue, d'entretien ou sutres usages. Eviter Trges-
Hon et le contact aves Js yew:.

+ L& Federal Law des Etats-Unis restreint |2 vente de o
dispasitil sux médecing ou sur ordonnance.

« Virifler o légalivé de Mutilisation des predults des techni-
guees de reproduction assistée dans votre pays.

Commandes

Volume N* article
20 ml PS40, 20 ml PSE0  PEE-020
100 il PS40 FE40-100
100 i PSED PEA0-100

Nidacon, ajelbergsgatan 16 B, SE-431 37 Maindal, Sweden 0 N H
Tel: +46-31-703 06 30, Fax: +46-31-40 54 15 ‘ ' I a co n
434 E-mall: contactdnidacon.com, wemw.nidacon.com

ANNEXE XI : Fiche technique de PureSperm® 40/80 et PureSperm® Wash

PureSperm® 40/80

IMNE-PEaQ/B0-UL 2



Application envisagie
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PureSperm® Wast

Par lavage de granules de spermatozoides par gradient de densité de PureSperm, pour les priparations par swim-up, pour
l'axtension de 1 durda de vie des spermatozoides svant instmingtion intre-ubéring ou comme milew de conservation

Composants

Chigruré d& Sodium L' purifids
Chlorune de Pobatsium (lucnie

Sulfate de HMagnésium Lactate di Calcum
Blcarbonate de Sodium Pyruwate de Sadium
Dihvdrogéng phosphate da Citrate de Sodium
potEEEium EDTA

Bicarbonate de Sodium HEPES

e sdrum alburming humaine

Caractiristiques

o 7305

Osmolalivé (mbsm/kg H,0) 750-300

Niveaux dendotadne <10 ELmil

Suryie du spermi 18 heurss

apris séparation par gradient =70 %

e dangitd

Lok flacons et bouchang Sant Soumis & un bast MEA,

Conservation et stabilite

Consanver b flacons fermés entre 2 et 30 *C, ot dyiber e
températures en-dehors de cethe plage. Dans oés cnditions,
PureSperrn® Wash a une durde di conservation de 12 mals.
L b dexpiration ek indiquis sur les Aacons ot e cartons.

Quyrr @t fermer 8 flacns dans ded conditions d'adapdia,
Aprés guverture, congerser gntri 2 et B9 |es boutallle non
ubilgdes, La dunde dé conservation sur [dbouette ést valabla
karinue & prodult est condarsd oonformément ux redomman-
dations du fabricant.

Aueun antibiotique, sdditif instable ou congervateur n's dd
&jouté par b fabricant & PureSperm® Wash,

b Fabricant:

Midacon, Fidjelbengsgatan 16 B, SE-431 37 Maindal, Sweden
Tel: +46-31-103 06 30, Fax: +46-31-40 54 15
E-miall: comtachinidacon.oom, www.nidessn.com

Précautions et avertissements

Appliquer toujours des procidures sseptiques.

Si diss siauy sollés sont disponiblas e utilser pendant [&
centrifugetion pour éviter | cristion d'aérosols.
PureSperm® Wesh ne prisente aucun risgque d'incendie

ou de combustion, Une fiche de donndes de sbouribl peut

tre abtenue suprds du distributeur ou du fabricant (woir
rildacon o).

P pa wtilisar di salubion mantrant wné contamination
bactirianne, Du & bouchen vient scddentallamant an
contack avec i surfacos nen shriks,

P pess wriliser b contenu 5 e soasu prouvant |Tntdgrte
@5t brigd,

e pat rditligar,

L& Federal Law das Ctats-Unis restreing la venbe de oo
dispositif sux midacing ou Sur ordannance.

Wérifier b Idgalité de 'utilsation des produits des bach-
rilgues de reproduction atsisds dans votre pays.

Leg metures habtuelles de prévention def Infections
rdgultant de la utilisetion de mddicaments pripanis &
partir de sang humain ou plasma incluent 13 sélection des
donneurs, ke dépistage de Indvidu dons et des mélanges
de plasma pour des margueurs spécifiques dinfection
et I'indusion de la fabrication afficace les étapes pour |e
inacthvation &imination des wirus. Malgré cels, quand
rrédicinale prodults préparés & partir de sang ou de plasmea
humain sont sdministrds, |s possibilité de trarsmission
d'agents infectieus ne peut pas dre totalement excue. Cels
vaut dgalement pour inconnus ou émergents les vine et
autres apants pathogénes.

Il n'y & pas de rapparks da transrmissiong de virus dprouvhes
avec deé lalbuming fabriqué sux spécifications de |a
Pharmacopds éuropéenng par dis procédés dtablis.

11 g2t fortemant recommands que chisque PureSparmi@ilach
e ternps ast sdministrd & un patient, ke nom et & numén
de lot le produit sont enregistnées afin de mainteni une
lialsom antre & patlent ot & lot du produit

Nidacon

S=FESW=-LEB/1EG
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ANNEXE XII : Technique d’extraction d’ADN

Préparation des leucocytes

Dans un tube Falcon de 50 ml ; on a mis du sang total (5-7 ml).

Puis on a complété jusqu’au volume de 45 ml avec du TE (TRIS + EDTA) 20 :5.

On a laissé le mélange 10 min dans le bain de glace.

Centrifugation pendant 10 min a 3900 g (3900 rpm).

On a déversé le surnageant avec une grande prudence afin de garder le culot
leucocytaire précipité au fond de tube.

On a rajouté le TE 20 :5 au culot jusqu’a 25-30 ml, on a agité pour le remettre en
suspension et laisser 10 min dans la glace.

On a effectué une centrifugation dans les mémes conditions précédentes.

On a déversé le surnageant pour obtenir un culot de leucocytes.

Extraction d’ADN

On a dilacéré le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre complétement
et les mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.

On a ajouté 200 pl de SDS a 10 % (détruire les membranes et libérer I’ADN).

On a ajouté 100 pl de protéine K (PK) a 10 mg /ml (purification du mélange).

Dans I’étuve, on a agité les tubes dans une roue rotative a 37°C pendant une nuit.

Le lendemain, on les a fait refroidir dans le bain de glace.

On a ajouté 1 ml de NaCl 4 M et on a agité rigoureusement a la main.

On a remis les tubes 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

Centrifuger pendant 15 min a 2500 rpm.

On a transvasé le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, et puis on a ajouté 2 fois
son volume d’éthanol absolu (100 %) préalablement refroidi et on a agité en tournant
le tube plusieurs fois : la pelote d’ADN s’est formée visible a 1’ceil nu (on laisse le
tube éventuellement 30 min a -20°C si la pelote d’ADN ne se forme pas)

on récupere la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincé 2 fois dans 1’éthanol a

70 % dans un tube Eppendorf stérile.
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» Solubilisation de ’ADN
- Ajouter entre 300 et 1000 ul d’eau bi distillée stérile selon la grosseur de la pelote.
- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a

dissolution complete (1 a 2 jour).

» Préparation des solutions utilisées pour ’extraction d’ADN

TE 20 :5: (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) auto clavé
- Tris : 2,422 g/l

-EDTA: 1,86 g/l.

- Ajuster le pH avec HCL 1 N.

Tampon de lyse :
- NaCl 400 mM.
-EDTA 2 mM.

- Tris 10 mM.

- pH 8,2.

ANNEXE XII1 : Préparation du TBE 10X et 1X
On prépare :

1. TBE 10X

- Tris 108 g.

- Acide borique 55 g.

- Ajuster le PH a 8,3 avec I’acide acétique glacial.
-EDTA9.3¢.

- QSP H20 pour 1L.

Puis On fait une délétion pour obtenir un TBE 1X.
2. TBE 1X

- 100 ml de TBE 10X.

- 900 ml H20.
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Résumé

L’infertilité, définie comme I’incapacité de concevoir aprés un an de rapports sexuels
réguliers et non protegés, est un probléeme de santé qui a un impact réel dans le monde entier.
Un couple sur dix est confronté a une infertilité primaire ou secondaire a 1’échelle mondiale.
Depuis quelques années un intérét particulier avait été accordé au polymorphisme du géne de
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA).

L'objectif de notre étude était de préciser les caractéristiques démographiques,
topographiques, phénotypiques et d'examiner d’éventuelles associations entre le
polymorphisme génétique I/D du géne ECA et I’infertilit¢ du couple, chez des candidats
programmés pour une insémination artificielle.

Meéthodes : Sur un total de 50 couples ayant participé a cette étude, les 100 patients infertiles
candidats pour IAC (groupe 1) ont été comparés a 55 témoins (groupe2). Apres I'extraction de
I'’ADN leucocytaire, la séquence d'intérét avait été amplifiée par PCR directe et analysée par
électrophorese.

Résultats : la moyenne d’age chez les hommes est de 39,3 ans avec des extrémes de 28 ans a
58 ans. Par ailleurs, chez les femmes, elle est de 33,4 ans avec des extrémes de 21 ans a 45
ans.

Dans notre étude, les trois génotypes sont représentés avec des fréquences génotypiques et
alléliques variables ; Aprés calcul de I’OR et de la p-value, les résultats ont montré une
association positive entre les deux groupes (p = 0,0004 pour DD versus I1+DI ; p = 0,00009
pour Il versus DI et p = 0,039 pour I versus D).

Dans notre échantillon, une association significative entre polymorphisme du géne ECA et
I’obésité, le SOPK, I’OATS chez les individus infertiles a été observée.

Conclusion : L’étude génétique avait révélé une association significative entre le
polymorphisme I/D du gene ECA et I’infertilit¢ dans la population algérienne. Des études
ultérieures de la relation entre le polymorphisme étudié et la concentration plasmatique de
cette derniére seront nécessaires afin de mieux comprendre le role des différents génotypes
dans I’infertilité, ainsi des études moléculaires a plus grande échelle doivent étre menées pour

clarifier I’impact de ce polymorphisme.
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ABSTRACT

Infertility, defined as the inability to conceive after one year of regular and unprotected sex, is
a health problem that has a real impact worldwide. One in ten couples experience primary or
secondary infertility worldwide. In recent years, particular interest has been given to the
polymorphism of the gene for angiotensin converting enzyme (ACE).

The objective of our study was to specify the demographic, topographical, and phenotypic
characteristics and to examine possible associations between the genetic polymorphism | / D
of the ECA gene and the infertility of the couple, in candidates programmed for artificial
insemination.

Methods: Out of a total of 50 couples who participated in this study, the 100 infertile patients
for IAC (group 1) were compared to 55 controls (group2). After the extraction of the
leucocyte DNA, the sequence of interest was amplified by direct PCR (polymerase chain
reaction) and analyzed by electrophoresis.

Results: The average age for men is 39.3 years with extremes of 28 years and 58 years. By
the way, in women is 33.4 years with extremes of 21 years and 45 years.

In our study, the three genotypes are represented with variable genotypic and allelic
frequencies. After calculating OR and p-value, the results showed a positive association
between the two groups (p = 0.0004 for DD versus Il + DI, p = 0.00009 for Il versus DI and p
= 0.039 for I versus D).

In our sampling, a significant association between the presence of ECA gene polymorphism
and obesity, PCOS, OATS in infertile individuals.

Conclusion: The genetic study revealed a significant association between the 1/D
polymorphism of the ECA gene and infertility in the Algerian population. Further studies of
the relationship between ECA gene polymorphism and plasma concentration will be needed
to better understand the role of different genotypes in infertility, so larger scale molecular

studies need to be conducted to clarify the impact of this polymorphism.
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L’infertilité, définie comme I’incapacité de concevoir apreés un an de rapports sexuels réguliers et non protégés, est
un probléme de santé qui a un impact réel dans le monde entier. Un couple sur dix est confronté a une infertilité
primaire ou secondaire a 1’échelle mondiale. Depuis quelques années un intérét particulier avait été accordé au
polymorphisme du géne de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA).

L'objectif de notre étude était de préciser les caractéristiques démographiques, topographiques, phénotypiques et
d'examiner d’éventuelles associations entre le polymorphisme génétique I/D du géne ECA et I’infertilité du couple,
chez des candidats programmeés pour une insémination artificielle.

Meéthodes : Sur un total de 50 couples ayant participé a cette étude, les 100 patients infertiles candidats pour IAC
(groupe 1) ont été comparés a 55 témoins (groupe2). Apres l'extraction de I'ADN leucocytaire, la séquence d'intérét
avait été amplifiée par PCR directe et analysée par électrophorése.

Résultats : la moyenne d’age chez les hommes est de 39,3 ans avec des extrémes de 28 ans a 58 ans. Par ailleurs,
chez les femmes, elle est de 33,4 ans avec des extrémes de 21 ans a 45 ans.

Dans notre étude, les trois genotypes sont représentés avec des fréquences génotypiques et alléliques variables ;
Apreés calcul de I’OR et de la p-value, les résultats ont montré une association positive entre les deux groupes (p =
0,0004 pour DD versus 11+DI ; p = 0,00009 pour Il versus DI et p = 0,039 pour | versus D).

Dans notre échantillon, une association significative entre polymorphisme du gene ECA et I’obésité, le SOPK,
I’OATS chez les individus infertiles a été observée.

Conclusion : L’étude génétique avait révélé une association significative entre le polymorphisme I/D du géne ECA
et I’infertilité dans la population algérienne. Des études ultérieures de la relation entre le polymorphisme étudié et la
concentration plasmatique de cette derniére seront nécessaires afin de mieux comprendre le role des différents
génotypes dans I’infertilité, ainsi des études moléculaires a plus grande échelle doivent étre menées pour clarifier

I’impact de ce polymorphisme.
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