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Introduction générale

Des origines de ’Humanité jusqu'a nos jours, les hommes s’unissent avec les femmes pour la
génération d’un nouvel étre humain. Cette faculté de se reproduire est assurée par leur systéme
geénital dont le fonctionnement normal implique le bon déroulement de la reproduction humaine.
Malheureusement des anomalies ou des pathologies peuvent I’affecter entrainant ainsi des troubles

de son fonctionnement et rendant le couple infécond (Christian, 2005).

L’infertilité constitue un réel probléme de santé publique dans toutes les sociétés, la stérilité a
toujours été mal vécue. Par ignorance, la femme était pratiquement seule incriminée,
particulierement dans le contexte Algérien. Et devient alors la premiére cause de divorce en

Algérie.

L’infertilité touche un nombre croissant de couples en age de procrée. 15% des couples dans le
monde souffrent d’infertilité, soit environ un couple sur dix (Drissi et al., 2015), ce qui représente
un véritable probléme de santé. En Afrique I’infertilité touche environ 25 a 40%. En Algérie on
compte plus de 300.000 couples ne parviennent pas a concevoir un enfant, de maniere naturelle.
Cette statistique se traduit par, approximativement, entre 10% et 12% de la population ciblée
(Hamdi, 2013).

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

(Geidam et al., 2008).

L’infertilit¢ est due a des facteurs féminins, masculins ou une combinaison des deux dans
respectivement 30%, 20% et 40% des cas. Il reste 10% des cas de cause indéterminée ou dite «
idiopathique » (Huyghe et al., 2007 ; Marcelli et al., 2009 ; Coat et al., 2011). Les causes
d’infertilit¢ masculine sont variées et souvent multifactorielles, se traduisant dans 61% des cas par
une anomalie quantitative et/ou qualitative du sperme (Schlosser et al, 2007). Elle peut étre
expliquée par les variations physiologiques, génétiques et environnementales, le mode de vie
(tabac, alcool, bains chauds) et les facteurs psychosociaux semblent affecter la production du
sperme (Sharpe et al., 2002).

Pour évaluer la fertilité et I’infertilit¢é masculines, le spermogramme et le spermocytogramme

restent les examens clés. Des progres considérables ont été faits ces dernieres années dans la

1 —
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Introduction générale

connaissance de la physiopathologie et par conséquent dans 1’identification de biomarqueurs de la

pathologie.

La détermination des biomarqueurs du sperme est trés intéressante dans le cas d’azoospermie pour
quantifier I’importance de la maladie, comme un indicateur pronostique, ou pour la prédiction et
la surveillance de la réponse a une intervention, et aussi a éviter le besoin de tests plus invasifs. La
recherche et I’identification de biomarqueurs de qualité¢ du spermatozoide apparaissent comme les
enjeux fondamentaux dans le contexte de la fertilité masculine. Ces marqueurs permettront
d’affiner I’analyse du sperme, et plus largement, d’améliorer la prise du couple en Procréation

Médicalement Assistée (Jared M et al., 2016).

La composition en protéine de liquide séminal est le centre d’intérét de nombreuses investigations
ces dernieres années. Certaines protéines du sérum sont reconnues comme marqueurs potentiels
de maladies et peuvent également étre retrouvées dans le liquide séminal. Ces similitudes entre les
protéines du sérum et les protéines séminales ont encouragé les chercheurs a considérer le liquide
séminal comme un fluide de diagnostic pour détecter des signes de pathologie (Duvilla et al.,
2006).

Dans ce contexte le liquide séminal peut étre considérée comme un milieu privilégié de diagnostic
et/ou de suivi de cette maladie par la recherche de biomarqueurs dans le liquide séminal
(Drabovich et al., 2013).

Dans cette optique nous avons initi€ notre €tude qui a pour objectif principal d’explorer le
protéome séminal des patients atteints de 1’azoospermie et de rechercher des biomarqueurs
séminaux de cette pathologie, en comparant les profils protéiques des patients malades avec celui

d’un sujet sain par application de la technique d’électrophorése monodimensionnelle SDS-PAGE.

Le premier chapitre de ce mémoire comprend une synthese bibliographique qui inclut un rappel
anatomique de I’appareil génital male, une présentation générale sur I’infertilité masculine, nous
intéressons également a 1’azoospermie avec ses deux types obstructive et non obstructive ; tout en
mettant I’accent sur le liquide séminal et ses composants ainsi que les biomarqueurs. Le deuxieme
chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées. L’exploitation et la discussion des résultats
sont présentées dans le troisieme chapitre. Enfin, une conclusion résumant cette recherche et des

perspectives cloturent cette étude.



Synthese Bibliographique

Anatomie du systeme génital de I'hnomme

Les organes du systéme génital de I'hnomme comprennent les testicules, un réseau de conduits

(épididyme, conduit déférent, conduit éjaculateur et uretre), les glandes sexuelles annexes

(vésicules séminales, prostate et glandes bulbo-urétrales) et plusieurs structures de soutien, dont

le cordon spermatique, le scrotum et le pénis (Figure 1) (Manuel, 2010).

deéférent

erectiles : \ Uremre i
Gland / \ Ep:didyme ,
Tests - S Glande bulbo-ursetrale
=> Cangzl déférent
Epidi:dvme

Sacrum
Vessie Uretre
Pubis Rectum

Veésicule séminale

Prostate

Glande bulbo-urénzle

Testicul

1 \.‘ ‘ I

Figure 1: appareil reproducteur masculin. (a- coupe sagittale du bassin ; b- vue postérieur des

organes reproducteurs.) (Manuel, 2010).

1. Les organes génitaux externes

Comprennent le pénis et le scrotum

1.1.

Le pénis

La verge ou pénis est 1’organe de copulation et de miction chez I’homme. Cette double fonction

est assurée grace au tissu érectile et a I’urétre. Le pénis est situé au-dessus des bourses, a la partie

antérieure du périnée. 1l est constitué par deux corps caverneux et un corps spongieux. Il peut étre

divisé en 3 parties :

o

o

Une partie postérieure ou racine qui est fixe ;
Une partie moyenne ou corps du pénis, qui forme la partie principale de la portion mobile du
pénis ;

Une partie antérieure ou gland qui est I’extrémité terminale du pénis (Rouviére, 1992).
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1.2. Lescrotum

Encore appelé la bourse, est un sac a I’intérieur duquel sont logés les gonades males, Il a
principalement deux roles : un rble de protection testiculaire et un r6le de maintien de la
température ambiante au niveau testiculaire (en saison froide il se rétracte et en saison chaude il
se dilate) (Terriou et al., 2000).

2. Organes genitaux internes et voies spermatiques

2.1.Testicules

Les testicules ou gonades males sont des organes pairs placés au-dessous de la verge dans les
bourses ; Chaque testicule a la forme d’un petit ceuf aplati transversalement, dont le grand axe est
oblique de haut en bas et d’avant en arri¢re. Il mesure 4 a 5 cm de longueur, 2,5 cm d’épaisseur et
3 cm de hauteur, pesant en moyenne 20 g (Rouviere et Delmas, 1992). Une coupe verticale du
testicule menée suivant le grand axe montre que I’organe est entouré d’'une membrane fibreuse
appelée « albuginée ». Cette membrane est résistante, inextensible et donne au testicule sa
coloration blanc-nacrée (Figure 2) (Blanc et Porcu, 2002). Les testicules sont constitués d’un
assemblage de divers éléments : les tubes séminiféres et les espaces interstitielles. Ils sont dotés

d’une double fonction :

v Une fonction exocrine dont le produit final est représenté par les spermatozoides ; cette
fonction est assurée par les tubes séminiferes qui contiennent les éléments de la lignée
germinale et les cellules de SERTOLI.

v Une fonction endocrine qui consiste en 1’élaboration de diverses hormones testiculaires,

fonction assurée par les cellules de LEYDIG (Coulibaly a. Oumar ,2001).

I Coiffe epididymaire |

| Canaux efférents

Canal épididymaire

| Canal déférent |

Tube droit
Septa testis

- R
| Lobule testiculaire P\

Albuginée

Testicule |

Figure 2: Structure générale de testicule (Blanc et Porcu, 2002).
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2.2. Voies spermatiques

Les spermatozoides elaborés dans les tubes séminiféres vont étre évacués grace a un systeme de
canaux constituant les voies excrétoires du sperme. A ces conduits, sont annexés des glandes dont
les produits de sécrétion participent a la constitution du sperme. On distingue 2 catégories de voies

spermatiques ; les uns sont intra-testiculaires, les autres extra-testiculaires.

2.2.1. Les voies spermatiques intra-testiculaires

e Les tubes séminiferes contournés

Chaque lobule contient environ 40 tubes séminiferes contournés d’un diameétre de 140 a 300 um
et une longueur de 30 a 60 mm. C’est dans ces tubes que se forment les spermatozoides qui sont

ensuite transportés dans les tubes séminiféres droits.
e Les tubes séminiféres droits

Conduits de Imm de long, sur le plan histologique le tube droit est tapissé d’un épithélium simple

cubique ou aplati.
e Le rete-testis

Ou réseau de HALLER constitue d’avantage des lacunes que des canaux creusés dans le corps
d’HIGMORE ; sur le plan histologique, il est recouvert d’un épithélium cubique simple. Ces deux
derniéres voies apparaissent comme des voies excrétrices du sperme, les spermatozoides observés
a ces niveaux ne sont pas doués de mouvements propres. D’un point de vue médical, il peut exister
de facon congénitale ou se produire de fagcon secondaire, une oblitération de ces voies étroites ; il
s’ensuit une azoospermie excrétrice qui peut étre localisée seulement a un territoire du testicule

(Terriou et al., 2000).

2.2.2. Les voies spermatiques extra testiculaires

e Les Cones efférents

Ils appartiennent a 1’épididyme dont ils constituent le globus major, tapisses histologiquement

d’un épithélium festonne reposant sur une membrane basale (Ounis, 2014).
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e L’épididyme

Organe allongé sur le bord posterieur du testicule dont il constitue le début de la voie excrétrice
(Coulibaly a. Oumar, 2001), il est androgéno dépendant qui concentre le sperme et permet la
viabilité des spermatozoides en assurant leur mobilité et leur pouvoir fécondant (Staerman F et

Hermabessiere J, 1993). On lui décrit trois parties :

= Une partie antérieure renflée, la téte ;
= Une partie moyenne, le corps ;
= Une extrémite postérieure, la queue.

e Le canal déférent

C’est le prolongement de 1’épididyme qui aboutit a la prostate par son ampoule. 1l fait directement
suite au canal épididymaire : ¢’est un élément du cordon spermatique et il mesure environ 40 cm
de long pour un diamétre de 2 a 1 mm partant de la queue de I’épididyme. Le canal déférent n’est
pas une simple voie excrétrice du sperme, la présence de cellules de type glandulaire, le rapproche
du canal épididymaire. Il est parcouru d’ondes péristaltiques qui assurent la progression des
secrétions testiculo—épididymaires. Quant a I’ampoule du canal déférent, elle apparait comme un
réservoir a I’intérieur duquel s’accumule le sperme dans I’intervalle des éjaculations (Coulibaly a.

Oumar, 2001).
e Conduit éjaculateur

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

a sa terminaison. C’est un simple conduit vecteur (Langman, 1984).
e Uretre

L'urétre est la portion terminale des voies génitales de 'nomme, parce qu'il transporte 1’urine lors
de la miction et le sperme lors de I’¢jaculation. Il se divise en trois parties : (a) la partie prostatique
de l'uretre, qui est enveloppée par la prostate ; (b) la membranacée de I'urétre, qui se trouve dans
le diaphragmeuro-génital ; et (c) la partie spongieuse de I'uretre (partie penienne), qui passe dans
le pénis et s'ouvre sur I'exterieur par le méat urétral. La partie spongieuse de I'urétre mesure a peu

prés 15 cm elle compte pour environ 75 % de la longueur totale de I'uretre (Schlosser et al., 2006).
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3. Les glandes Annexes

Ce sont les vésicules seminales, la prostate et les glandes bulbo-urétrales de COWPER, elles sont
annexées aux voies excrétrices masculines. Ces glandes produisent la majeure partie du sperme.

Leurs produits de sécrétion sont déversés dans les voies excrétrices spermatiques.

3.1.La vésicule séminale

Glande en forme de petit sac dans laquelle s’accumule le sperme dans I’intervalle des ¢jaculations.
Ce sont des organes a parois bosselées, trés irréguliéres, de dimension tres variables suivants les
individus (de 12 a 77 mm de long sur 15 a 30 mm de large). Ses sécrétions alcalines (pH : 7,19)
représentent avec les sécrétions prostatiques la majorité de la masse du sperme et contiennent du
fructose qui est une source d’énergie pour le déplacement des spermatozoides. La vésicule
séminale s’abouche dans le canal déférent juste avant sa pénétration dans la prostate (Larsen et al.,

2007).

3.2.La prostate

Glande génitale masculine annexe. Elle apparait comme un organe musculo-glandulaire, impair et
médian elle est située entre le fond de la vessie et le muscle transverse profond du périnée de 1 a
1,5 cm en arriére de la symphyse et en avant du rectum a partir duquel elle peut étre palpée. La
prostate est perforée par 1’urétre et par les deux canaux éjaculateurs. Elle sécréte un liquide riche

en enzyme (dont les phosphatases) et en prostaglandine (Siffroi, 2001).

3.3.Les glandes de COWPER

Elles sont encore appelées glandes de MERY-COWPER. Elles sont constituées de deux petites
masses glandulaires de la taille de petites noisettes situées a la Jonction de I'urétre spongieux dans
I’épaisseur de 1’aponévrose pénienne moyenne. Elles possédent un canal excréteur relativement
long chez I’homme adulte, qui atteint 30 a 40 mm. Ce canal s’ouvre sur la paroi postérieure de

I’urétre pénien au niveau de la partie antérieure du cul-de-sac du bulbe (Langman, 1984).
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4. Spermatogenése

La spermatogénese est le processus de division et de différenciation cellulaire de cellules souches
appelées spermatogonies en gamétes males ou spermatozoides. Elle s’effectue dans 1’épithélium
tapissant les tubes séminiféres du testicule tout au long de la vie génitale de I’homme a partir de

la puberté jusqu'a un age tres avancé. Elle se déroule en plusieurs phases :

% Laphase de multiplication : Les analyses histologiques ont permis de distinguer trois types de
spermatogonies : Ad (d=dark), Ap (p=pale) et B qui sont localisées tout pres de la paroi de
tube séminale (Govin, 2006) ; les cellules souches spermatogonie de type Ad proliferent par
mitose pour assurer leurs renouvellements et donner une spermatogonie de type Ap qui se
divise pour donner deux spermatogonies de type B. Cette derniere a une forte capacité de
transcription permettant de synthétiser les protéines nécessaires a 1’étape de mitose qui va
suivre (Govin et al., 2006) (figure 3).

¢+ La phase de maturation : les cellules germinales vont doubler leurs contenu ADN au cours de
la méiose, ensuite les spermatocytes subissent deux divisions nucléaires successives afin de
donner naissance a quatre cellules germinales haploides, le spermatocyte | a 2n chromosome
subit deux division nucléaires successives pour donner naissance a quatre cellules germinales
haploides spermatocytes Il & n chromosomes, ce dernier se transforme en spermatide qui ne se
divise plus (Govin et al., 2006).
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Figure 3: Schéma de la phase de multiplication des cellules germinales méale (Selon Humeau et

Arnal 2005, reproduction et développement, SaurampsMedical).
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La spermiogénese : cette etape a lieu dans les tubes seminiféres, elle correspond a la
différentiation terminale pendant laquelle la spermatide se transforme en spermatozoide
définitif, c¢’est-a-dire il perd son cytoplasme superflu et est doté d’une queue. Chez I’homme
le temps nécessaire a la formation d’un spermatozoide a partir d’une spermatogonie est
d’environ 74 jours (seifer et al.,1996 ; Franca et al., 2005). Si ’'une de ces étapes est non
fonctionnelle la spermatogenese sera altérée ce qui va causer la stérilit¢é chez I’homme
(Bourgeron et al.,1996) (figure 4).

Le spermatozoide est une cellule autonome qui mesure 100 a 150 um de long. Il est constitué
de deux parties distinctes : la téte et le flagelle. La téte a un contour trés régulier ovalaire avec
un grand axe mesurant 5 um et un petit axe mesurant 3 microns (avec un rapport de grand axe
sur petit axe égale 1,66) (Terriou et al, 2000). et le flagelle mesure environ 45 um avec un
diamétre de 0,4 a 0,5 pum. Il a un contour régulier et un aspect homogene.

Le spermatozoide est constitué d’un segment intermédiaire situé a la base du renflement
(Manuel, 2010), son role est d'assurer I'énergie (sorte de réservoir de carburant). La piéce
intermédiaire normale peu visible en microscopie conventionnelle, mesure 1,5 a 9 fois la
longueur de la téte, a un diametre de 0,6 a 0,8 micron. Son grand axe est dans le prolongement

du grand axe de la téte.

Manchon mitochondrial

Centriole proximal Acrosome

Proacrosome

Axonéme Annulus Plaque basale

Figure 4: Schéma de la formation du spermatozoide durant la spermiogénese.
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5. Le plasma séminal

Le plasma séminal, milieu de transport et de survie des spermatozoides, entre en contact avec ces

derniers au moment de I’¢jaculation. 11 s’agit d’un fluide biologique complexe contenant un tres

grand nombre de substances (Tableau 1) secrétées aux différents niveaux de I’appareil génital :

Au niveau de I’épididyme, le lieu de maturation des spermatozoides ou de nombreuses
modifications ont lieu. La composition du fluide épididymaire est riche en ions (Ca, P, ClI,
Na...), en composés sucrés (glycérol, inositol...), en enzymes (o 1-4 glucosidase,

glycosyltransférase...), ainsi qu’en protéines et en stéroides (testostérone, DHT).

Au niveau des vésicules séminales ; la fonction la plus connue est la coagulation du sperme,
qui se produit immédiatement apres 1’¢jaculation et implique principalement la séménogéline
et la fibronectine. Le fructose et le glucose participent au métabolisme énergétique des
spermatozoides, la sphingomyéline aurait un effet stabilisant de membrane, les

prostaglandines un effet antibactérien et la lactoferrine des vertus immunomodulatrices.

Au niveau de prostate ; la sécrétion prostatique intervient dans la liquéfaction du sperme
éjaculé. Le PSA (prostatic specific antigen) hydrolyse la séménogéline et la fibronectine,
toutes deux responsables de la coagulation du sperme. La PAP (phosphatase acide
prostatique) et d’autres protéases comme le pepsinogéne C contribuent a la dissolution du

coagulum (Saula et Alexandre, 2017).

10
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Tableau 1: composition du plasma séminal en fonction des différentes portions du tractus genital
(Saula et Alexandre, 2017).

Epididyme Veésicules Séminales | Prostate
lons CaPCINa... +/- ZnNaK ...
Composés Sucres Glycérol, inositol, Acides aminés, Citrate, spermine,
et azotés Acide sialique, Prostaglandines, spermidine, putrescine
Carnitine ... Fructose, glucose
Stéroides Testostérone, DHT
Enzymes a 1-4 glucosidase, AnhydraseCarbonique, | PAP, pepsinogéne,
Glycosyltransférase, | 5-nucleotidase lactate deshydrogénase,
GGT, Catalase, protéines kinases, GGT,
SOD diamine oxydase ...
Lipides Glycerophosphoryl | Sphingomyéline, Cholestérol
Choline Phosphatidylsérine
Cholestérol
Protéines Transferrine, Albumine, a-1
Lactoferrine, Glycoprotéine acide,
Séménogéline, PSA, EGF ...
Fibronectine
PH Acide Alcalin Acide
Proportion dans SP | 5% 65 % 30 %

De maniere générale, I’activité sécrétoire est tout au long du tractus génital sous le controle des
androgenes. Un déficit androgénique, quelle que soit son origine, réduit de facon significative les
secrétions, tant de I’épididyme que des vésicules séminales ou de la prostate. La testostérone atteint
I’épididyme par la circulation mais surtout par le fluide testiculaire. Elle est convertie dans les
cellules de 1’épithélium épididymaire ainsi que dans la prostate et les vésicules séminales en son
dérive actif la 5 a-DHT. D’autres hormones comme les cestrogenes, 1’aldostérone ou la prolactine
semblent également susceptibles d’agir au niveau de 1’épididyme, sur les vésicules séminales et
sur la prostate. Enfin, les innervations adrénergique et cholinergique des parois du tractus génital

interviennent également dans la régulation des activités sécrétoires.

11
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De nombreux acteurs sont donc indispensables au bon fonctionnement de 1’appareil reproducteur
masculin. Il est évident que des dysfonctionnements peuvent intervenir a chacune des étapes,
pouvant ainsi avoir un retentissement sur la qualité du sperme et aboutir & une hypofertilité, voire
une infertilité (Saula et Alexandre, 2017).

Le plasma séminal humain est également une source riche de protéines et phosphatases,

aminopeptidases, glycosidases, hyaluronidase, mucine, etc.

e Les principales glandes accessoires de I'hnomme contribuent de maniére différenciée au pool
de protéines SP. Les principaux constituants protéiques du liquide séminal des vésicules sont
principalement semenogelin | mais aussi semenogelin I, impliqués dans la gélification de ces
derniers jaillissent de I'éjaculat (coagulum) et aprés liquéfaction donnent des produits ayant
des fonctions biologiques claires telles que I'inhibition de la motilité des spermatozoides,
I'activité antibactérienne, etc. Ainsi que d'autres protéines de vésicules seminales qui

comprennent la lactoferrine, la fibronectine et I'inhibiteur de la protéine C.

e Les sécrétions de la prostate, bien que seulement représentant 20 a 30 % du volume total du
SP, sont en contact direct et immédiat avec le plus grand nombre de spermatozoides et sont la
premiére partie du SP a de faire face au canal cervical. La teneur en proteines se compose de
trois grandes protéines, toutes sous hormone de régulation : PSA (Liant de zinc, famille
Kallikrein, principalement libérés dans des prostasomes mais aussi produits par les glandes de
Cowper), la phosphatase acide prostatique et la protéine prostatique spécifique riche en
cystéine-94 (PSP-94, B-inhibin- -microseminoprotéine). La fonction premiere du PSA est la
liquéfaction du coagulum par hydrolyse des semenogélines, tandis que la phosphatase acide
prostatique et la PSP-94 ont une action enzymatique, respectivement, sur le facteur de

croissance (Rodriguez martinez et al., 2011).

e Comme pour la glande de Cowper (difficile a isoler par échantillonnage), elle contient une
protéine extrémement abondante : la mucine. De plus, les peptides sont un composant majeur
du plasma séminal bien que la plupart d'entre eux sont soit des produits fragmentés de protéines
de plasma séminal, soit des hormones peptidiques associées au sperme. D'autres enzymes sont
également présentes dans la SP, telles que les glycosidases [B-glucuronidase (BG), a-
glucosidase, B-glucosidase, a-galactosidase, B-galactosidase et B-N acétylglucosaminidase
(NAG), etc. La prostaglandine D2 synthase de type lipocaline. D'autres enzymes, telles que les
lipases ou les métalloprotéases de la matrice (MMP), sont liées a la qualité du sperme

(Rodriguez martinez et al., 2011).
I ———
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Les fonctions suggérées des protéines SP sont I’implication dans plusieurs étapes essentielles
précédant la féecondation, telles que la régulation de la capacité, I'établissement du réservoir
oviducal de sperme, la modulation de la réponse immunitaire utérine et du transport des
spermatozoides dans I'appareil génital féminin, ainsi que dans les gameétes l'interaction et la

fusion (Rodriguez martinez et al., 2011).

A part les enzymes, la SP de la plupart des espéces contient des composés protéiques similaires
a ceux présents dans le plasma sanguin, comme la pro-albumine, l'albumine, 1’a-, B- et c-
globulines, la transferrine, certaines immunoglobulines, les facteurs de complément et les

quantités différentielles des cytokines et les chimiokines.

En plus des secrétions épididymaires, prostatiques, vésiculaires ; le plasma seminal est un mélange

des secrétions testiculaires (les cellules germinales, et surtout les cellules de Sertoli).

Les cellules germinales produisent aussi la LDH X ou C4 marqueur. La LDH X (Orlando C et
al., 1988) est une isoenzyme de la LDH spécifique du testicule humain post-pubertaire. Elle
facilite utilisation du lactate produit par les cellules de Sertoli. Elle catalyse la conversion
lactate-pyruvate par I’intermédiaire de la régulation de FSH et insuline. Cette enzyme est donc

vitale pour les processus métaboliques générateurs d'énergie pour la survie du gamete.

Les cellules de Sertoli : Des études récentes in vitro ont permis 1’identification de nombreuses
protéines dont certaines sont spécifiques du testicule et d'autres identiques aux protéines

sériques. Certaines peuvent étre retrouvées dans le plasma séminal et y ont été dosées :

v' ABP : L’ABP est la premiére protéine d'origine testiculaire qui a été isolée. Elle est
secrétée a la fois au pdle basal (20-33%) et au p6le apical de la cellule. Elle transporte les
androgénes (testostérone et DHT) aux cellules germinales et dans le fluide testiculaire. La
quantité dans le plasma séminal est faible puisqu'il existe une réabsorption tres importante
(95%) au niveau du segment initial de la téte de I'épididyme. Elle existe sous 2 formes, |
et Il (Plymate et al., 1981).

v' EGF : Facteur de croissance synthétisé par la Sertoli. Les études effectuées dans le plasma
séminal montrent une concentration supérieure a celle du sang. Elles comparent des
populations d'hommes fertiles et infertiles. Les taux varient de 41 ng/ml a 53 ng chez les
infertiles et de 41 ng a 48 ng chez les hommes fertiles (D’Cruz et Haas, 1989).
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v Activateurs du plasminogéne : Ce sont des protéases aussi secrétées par la Sertoli,
présentant une activité fibrinolytique, elles transforment le zymogene et le plasminogéne
en plasmine. Elles seraient indispensables a la translocation des spermatocytes du
compartiment basal au compartiment adluminal, ainsi qu'au relargage des spermatozoides
matures lors de la spermiation. Dans le plasma séminal 2 types sont représentés un type
urokinase UPA et un type tissulaire tPA. Ce dernier est le plus important du point de vue
physiologique (480 ng/ml au lieu de 7 ng) (Mac Gregor I.R et al., 1987).

v Ceruloplasmine : Cette protéine secrétée par la Sertoli est identique a la protéine sérique.
Elle transporte le Cu++ jusqu'aux cellules germinales. Elle est en quantite 25 fois
inférieure a celle de la transferrine (1 a 6 pg/Ejaculat). Orlando en 1986 a montré dans son
étude que la ceruloplasmine présente dans le plasma séminal venait principalement de la
circulation puisque les taux étaient identiques chez les hommes fertiles (4,21) et
vasectomisés (4,27) (Orlando C et al., 1986).

v' Somatomedin C ou IGF 1 : Peptide secrété par la Scroll et peut-étre I'épididyme. C'est
un facteur de croissance qui stimule la synthese de DNA des cellules de nombreuses
especes animales. Le taux est faible dans le plasma séminal : 20 ng/ml chez les hommes
fertiles (Barnit et al., 1987).

v' Tesbumine : Elle est immunologiquement et structuralement identique a la sérum-
albumine. Elle est synthétisée par les cellules de Sertoli uniquement dans les tubes
séminiféres adultes. Elle sert probablement au transport des androgénes (testostérone).
Orlando en 1988 a montré que, comme la Transferrine, 80% de I'albumine séminale était
d'origine testiculaire (Orlando C et al., 1988).

v' Transferrine : C’est une béta glycoprotéine de PM 79000 Da synthétisée avec raide de la
FSH par la cellule de Sertoli. Elle représente environ 5% des protéines nouvellement
fabriquées par la Sertoli. Elle se différencie de la Transferrine sérique par ses
glycosylations. Elle transporte les ions Fe ++ a I’épithélium germinal en développement
car des récepteurs ont été localisés sur les spermatocytes pachyténes et les jeunes
spermatides. Des Etudes ont rapporté une quantité importante de Transferrine dans le
plasma séminal humain, 80% de celle-ci serait d'origine sertolienne (Holmes S.D et al.,
1982).
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Infertilité masculine

1. Définition

1.1.  Fertilité et Infertilité

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS) l'infertilité est définie par 1’absence de grossesse
aprés au moins 12 mois de rapports sexuels réguliers et non protégés (OMS, 2000). Dans le cas
contraire on parle de la fertilité qui est défini comme I’aptitude & concevoir un individu ou un
couple est donc dit fertile s’il apte a obtenir une grossesse. L’infertilité peut étre primaire en
absence de grossesse aprés un minimum d’un an de rapport sexuels non protégés ou secondaire

chez une femme qui a déja eu une ou plusieurs grossesses (Lansac et Guérif, 2005).
1.2.  Fécondité et infécondité

La fécondité est le fait d’avoir congu. L’infécondité traduit donc 1’absence d’enfant au sein d’un
couple a un moment donné ; elle peut étre primaire, si le couple n’a jamais démarré de grossesse,

ou secondaire si une grossesse a été interrompue (fausse couche, avortement...).
1.3.  Fécondabilité

Elle représente la probabilité d’obtenir une grossesse a chaque cycle menstruel et on 1’utilise pour
exprimer le degré de fertilité. Elle est de I’ordre de 25% quand la fertilité est normale mais elle

varie de 0 a 65% d’un couple a I’autre du fait de différents facteurs (Lansac et Guérif, 2005)
1.4. Lasterilité

Le terme de « stérilité » doit étre réservé a I’incapacité totale et définitive de concevoir, diagnostic
qui ne peut étre posé que devant une cause ¢vidente et non curable d’infertilité. Trois a quatre pour

cent (3 a 4 %) des couples sont stériles (Schlosseret al., 2007).

La notion d'infertilité masculine renvoie a I'ensemble des pathologies et troubles touchant

I'appareil reproducteur de I'hnomme et ainsi responsable de l'infécondité involontaire du couple.
2. Anomalies liées aux spermatozoides et plasma séminal

Jusqu’a 15 % des couples rencontrent un probléme d’infertilité. Dans 20 % a 40 % des cas, un
facteur masculin est en cause de fagon isolée ou associée a une origine féminine. En pratique, on

distingue différents types d’infertilit¢ : 1’aspermie, 1’hypospermie, [’hyperspermie,
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I’oligospermie, la sthénospermie, la Tératospermie, la nécrozoospermie, 1’akinétospermie, la

polyspermie ou polyzoospermie et I’azoospermie qui fait I’objet de notre étude.

Dans de nombreux cas d’infertilit¢é masculine, les spermatozoides sont présents dans 1’¢jaculat

mais présentent certaines anomalies (Tableau 2).

Tableau 2: principales anomalies sperme.

Volume

Hypospermie
Hyperspermie

Volume <2 mL
Volume > 7 mL

Cryptospermie

Azoospermie

Aspermie Absence d’éjaculat
Concentration | Polyspermie > 200 x 10"6 / mL
Oligospermie <20x 10" / mL

Trés rares spermatozoides,

Absence de spermatozoides.

Mobilité Asthénospermie Akinétospermie Mobilité < 40 %

Absence de spermatozoide mobile.
Morphologie Tératospermie < 30 % formes typiques.
Vitalité Nécrospermie < 50 % spermatozoides vivants.

2.1.  Azoospermie

Elle se définit comme I’absence de spermatozoide dans un éjaculat lors de la réalisation d’au moins
trois spermogrammes pratiqués dans des conditions optimales et a 3 mois d’intervalle, ce
diagnostic ne peut étre affirmé que si I’on examine avec attention le culot de centrifugation avant
et apres coloration pour infirmer la présence de spermatozoides. Il faut étre tres prudent dans le
diagnostic définitif de 1’azoospermie car un phénomene infectieux sévere peut entrainer une
azoospermie réversible (Hammamah et al., 1999).

Il faudra aussi ¢éliminer les anomalies de 1’¢jaculation, les anéjaculations, les éjaculations
incomplétes ou tout simplement des éjaculations rétrogrades. Un petit volume de sperme doit en
ce moment alerter le clinicien et une recherche de spermatozoides dans les urines doit étre

systématiquement entreprise. Il existe deux types d’azoospermie :
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2.1.1. L’azoospermie sécrétoire ou non obstructive

Elle correspond a 1’absence de production de spermatozoides par les testicules. Le
diagnostic consiste a un bilan para-clinique avec des taux élevés de FSH avec un arrét de la
spermatogenese. Et L’examen clinique retrouve des antécédents de testicule non descendu ou de
puberté retardée. Il met en évidence des testicules hypotrophiques ou inexistants, les épididymes
et les canaux déférents étant normaux. L’échographie scrotale confirme 1’état normal des

¢épididymes et déférents. L’ origine de cette azoospermie peut étre multiple. On distingue :

2.1.1.1.  Les maladies congénitales

Le plus souvent liées a une anomalie des chromosomes sexuels parmi lesquelles :

e Anorchidie congénitale : Ce sont des sujets qui présentent des organes génitaux normalement
développés, leur caryotype est XY, mais il n’existe pas de testicule. Les canaux déférents

aboutissent a un noyau, rudiment d’épididyme (Jensen Jr et Morbeck De, 2011).

e Le syndrome de Klinefelter est la plus fréquente des anomalies gonosomiques chez I’homme,
survenant chez 0,1 % a 0,2 % des nouveau-nés males. Il est di a la présence d’un chromosome
X supplémentaire entrainant un défaut de la spermatogénese (Ravel et al., 2011), Il aboutit a
une androgénisation incompléte avec gynécomastie, des testicules petits et mous, une atrophie
constante des tubes séminiferes avec infertilité et une atteinte variable des cellules de Leydig
(Pienkowski et al., 2011).

e D’autres anomalies chromosomiques sont plus rares :
- Anomalie de structure du chromosome Y.
- Translocation entre X et autosomes, entre Y et autosomes.

- Déplétion du chromosome Y.

2.1.1.2.  Les maladies acquises

e [’orchite ourlienne de I’adulte est génératrice de 1ésions testiculaires pouvant aller jusqu’a
I’azoospermie. Il s’agit d’une infection virale due au virus des oreillons mais peut étre causée
par d’autres virus, les coxsackies ou le virus de I’herpés, par exemple. Du fait de son caractere
irréversible, elle rend souhaitable une prévention par vaccination dans 1’enfance (Cocuzza et
al., 2013).
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e La cryptorchidie se définit par une non descente des testicules dans les bourses au cours du
développement embryonnaire. Sa fréquence est estimée entre 3 et 5 % des nouveau-nés.
Quand les deux testicules ne sont pas descendus, 1’absence de traitement peut entrainer la
stérilité. Le non traitement d’un seul testicule non descendu est fréquemment responsable
d’une hypofertilit¢. Le traitement avant 1’age de 18 mois-2 ans permet d’espérer une

diminution du risque d’infertilité (Sapin, 2014).

e Lavaricocele est une dilatation des veines du plexus du scrotum, plus fréquente a gauche. Elle
provoque une altération de la spermatogénese due a une élévation de la température scrotale
ou un défaut de perfusion testiculaire qui reste controversé. En effet, on retrouve ces
dilatations veineuses chez 15 a 20% des hommes dans la population générale et elles ne sont

pas plus fréquentes chez les hommes infertiles (Cocuzza et al., 2013).

e Hypogonadisme hypogonadotrophique : 11 est d’origine centrale, de nature fonctionnelle. Il
existe une lésion de la commande hypothalamo-hypophysaire. Les testicules sont hormaux
jusqu’a la puberté tout au moins, car ils peuvent involuer ensuite. Les hypogonadismes
relévent parfois d’une cause que 1’on peut retrouver et traiter (tumeur, infection, etc...) mais
trés souvent il s’agit d’un hypogonadisme hypogonadotrophique idiopathique. Sur le plan
clinique il s’agit de sujets adultes, de taille normale ou légerement supérieur a la moyenne.
L’appareil génital est infantile : verge pré pubére, micro testicule sensible a la pression, pas
de poils pubiens. La biologie : le dosage de LH dans le plasma sanguin montre un taux

anormalement bas (Jensen Jr et Morbeck De, 2011).

e Le syndrome des cellules de Sertoli isolées : Il est défini par ’absence ou la trés grande
pauvreté des cellules germinales a I’origine d’une azoospermie. Il se caractérise par une petite
taille des testicules, la virilisation est normale, les dosages hormonaux également. La biopsie
montre une absence ou pauvreté des cellules germinales avec ou sans altérations ultra-

structurelles des cellules de Sertoli (Jensen Jr et Morbeck De, 2011).

e Le cancer du testicule, la maladie de Hodgkin, les lymphomes non hodgkiniens et les
leucémies peuvent atteindre les hommes jeunes. Ces maladies et leurs traitements peuvent

altérer la fertilité. Une irradiation de la région génitale entraine souvent un arrét définitif de la

1 —
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spermatogénese accompagné de stérilité. Parmi les différentes chimiothérapies
anticancéreuses, ce sont celles recourant a des agents alkylants qui s’accompagnent le plus

souvent d’un arrét définitif de la spermatogénese (Olivennes et al., 2006).
Cependant, plus de la moitié des azoospermies sécrétoires sont des formes idiopathiques.

2.1.2. L’azoospermie excrétoire ou obstructive
Elle correspond a une obturation des canaux (épididyme, canaux déférents ou canaux éjaculateurs)
qui ne permettent pas 1’extériorisation des spermatozoides malgré une production testiculaire

normale (Nazzal, 2002) (Figure 5).

Ampoule délférentielle

resemvoir gdea spermae)

Vessie —_—

Prostate Vésicules

) séminales
Pérnis

Urétre
Canal déférent

Epididyme
Testicule
Gland Bourse ou scrotum

Figure 5: Différents obstacles a | ’excrétion des spermatozoide.

Sur la figure 05, les cercles bleus représentent les différents obstacles possibles a I’excrétion des
spermatozoides qui entrainent une azoospermie excrétoire acquise. Une azoospermie excrétoire
peut étre aussi due a une absence congénitale de vésicules séminales et de canaux déférents

(agénésie vésiculo-déférentielle).
2.1.2.1.  Diagnostic

L’examen clinique retrouve parfois des antécédents d’intervention chirurgicale ou d’infection

génitale. 1l met en évidence des épididymes distendus avec testicules normaux. Le bilan

19



Synthese Bibliographique
paraclinique retrouve une azoospermie avec des taux normaux des hormones et une biopsie

testiculaire normale. L’échographie génitale couplée au Doppler situe 1’obstruction.

2.1.2.2. Les causes d’azoospermie obstructive

L’obturation des canaux peut avoir différentes origines :

e Les atteintes bilatérales de la voie excreétrice : ces atteintes par traumatismes, vasectomie ou
séquelles chirurgicales peuvent étre a I’origine d’une azoospermie excrétoire.

e Des malformations congénitales de 1’épididyme, des canaux déférents ou des veésicules
séminales.

e La tuberculose peut étre a 1’origine d’épididymite et de prostatite pouvant provoquer des
perturbations du transport des spermatozoides.

e Les maladies sexuellement transmissibles (syphilis, gonorrhée, infection a Chlamydia)
peuvent perturber la fertilit¢ en provoquant des lésions inflammatoires de 1’épididyme
aboutissant a une azoospermie obstructive (Zoran J.-R et al., 2005).

e Les lésions neurologiques post-traumatiques (paraplégie, tétraplégie).

e Les troubles de I’éjaculation : dans certains cas, le sperme peut étre éjaculé non pas vers
I’extérieur mais vers la vessie : c’est I’éjaculation rétrograde. Ces troubles sont soit d’origine
anatomique, neurologique, pharmacologique ou idiopathique. Les médicaments comme les
neuroleptiques, les antidépresseurs tricycliques, les alpha-bloquants utilisés dans le traitement
de I’adénome prostatique et certains antihypertenseurs peuvent étre responsable d’une

éjaculation rétrograde (M. Cocuzza et al., 2013).

Dans certains cas, la chirurgie permet de récupérer un transport « normal » des spermatozoides.
Lorsque celle-ci n’est pas possible, des prélévements de sperme a un niveau variable en fonction
du siege de I’obstruction sont indiqués a la recherche de spermatozoides en vue d’une FIV avec

ICSI et/ou de congélation.

3. Facteurs de risque de ’infertilité masculine

3.1. L’age

Il est associé chez I'hnomme a une baisse de la fertilité, un homme de plus de 45 ans a entre 4,6 et
12,5 fois moins de chances de procréer par rapport a un homme de 25 ans (Blanc et al., 2002).
Plusieurs études ont montré la relation entre I'age et la diminution de volume spermatique, la
mobilité des spermatozoides et 1’altération de la morphologie des spermatozoides. Ainsi 1’étude

histologique des testicules de sujets ages montre une degénérescence des cellules germinales et
I ———
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somatiques. Les études concernant I'effet de I'age sur les accidents chromosomiques restent

controversées (Martin et al., 1997).
3.2. L’obésité

Elle peut altérer la fertilité. Cet effet nuisible semble étre principalement lié aux désordres de la
sécrétion et du métabolisme des hormones sexuelles, pouvant entrainer un état
d'’hyposeérotoninergie (et dans certains cas, un vrai hypogonadisme hypo gonadotrope) chez
I'nomme obése. La dysfonction érectile accompagnant I'obésité (& cause des troubles
cardiovasculaires), intervient indirectement dans I'altération de la fertilité, elle touche 17% des
hommes entre 30 et 70 ans, mais ce taux grimpe a 45% lorsque I'index de masse corporelle dépasse
30 (Gnoth, 2005).

3.3.  Chaleur

Plusieurs études ont pu lier la température ambiante de poste de travail et/ou la température
scrotale de certains salariés (soudeurs ; chauffeurs) a la diminution des paramétres de sperme ; les
mécanismes d’action suspectés de la chaleur sur la spermatogénése sont 1’indiction d’une
apoptose dans les cellules germinales immatures et/ou une atteinte fonctionnelle des cellules

sertoli par différenciation (lue et al., 2002).
3.4. Tabac et alcool

La consommation exagérée d’alcool a des effets néfastes sur la spermatogenese car il inhibe la
synthése de testostérone aussi la consommation du tabac influe énormément sur la fertilité,
certains composants du tabac (nicotine, cotinine, cadmiums...) ont été retrouvés dans le plasma
séminal des fumeurs ; le plasma séminal devient alors un environnement toxique pour les
spermatozoides, plusieurs équipes ont observé une diminution de la qualité du sperme chez les
fumeurs ; altération de la mobilité des spermatozoides par le tabac qui est similaire a celle qu’il
exerce sur les cellules ciliées du tractus bronchiques ; altération de la structure du flagelle ;
augmentation de la tératospermie. Une étude faite récemment sur I’impact du tabac a montré

I’importance des perturbations spermiologiques chez les patients fumeurs (Waiyee et al., 2003).
3.5.  Les antecédents d'infertilité dans la famille

Ils constituent également un facteur de risque a cause de la composante genétique et héréditaire
de ce trouble (Grazia et al., 2002).
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3.6.  Autres facteurs de risques

e Lestroubles du développement et de la puberteé.

e Les maladies de systeme : diabéte, hypertension artérielle, dyslipidémie, affections
respiratoires chroniques, pathologies inflammatoires.

e Troubles évolutifs ou antécédents psychiatriques (Houssein, 2017).

4. Bilan d’infertilité masculine
4.1. Interrogatoire
L’interrogatoire doit étre méthodique, éventuellement structuré par [utilisation d’un
questionnaire-type, pour identifier tous les facteurs potentiels d’infertilité ; 1l permet de préciser :
» La nature d’infertilité : primaire ou secondaire (paternité antérieure).
» La durée d’infertilité et les résultats des explorations et traitements déja réalisés.
» L’age de la partenaire.
» Les conditions et la qualité de la sexualité du couple et la fréquence des rapports sexuels au

moment de I’ovulation.

A\

Présence ou non de troubles érectiles et/ou éjaculatoires.

» Utilisation de lubrifiants potentiellement toxiques pour les spermatozoides, les infections
sexuellement transmises.

» Les pathologies notamment le diabéte et 1’affection respiratoire et les chirurgies antérieures,

les antécédents reproductifs familiaux (Schlosser et al., 2006 ; Huyghea et al., 2007).

4.2.  Examen clinique

L’examen clinique est une étape importante du bilan étiologique permettant souvent de tirer des

renseignements ainsi d’orienter et interpréter les examens complémentaires.

L’examen doit évaluer tout I’appareil génital : verge, testicule, épididyme, déférent, prostate.

4.3.  Bilan paraclinique de premiére intention
4.3.1. Le spermogramme

C’est un élément incontournable de 1'évaluation de la fertilité masculine. Le recueil du sperme doit
étre réalisé au laboratoire, par masturbation, aprés un délai de 2 a 5 jours d'abstinence. Des valeurs
de référence ont éte définies par I'Organisation Mondiale de la Santé (Rowe et al., 2000 ; Staerman
et Hermabessiere, 1993) (Tableau 3).

1 —
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Tableau 3: parametres spermatique définis selon Les criteres OMS.

LepH
Le volume d'éjaculat
La concentration (numération)

La mobilite

La morphologie

La vitalité (“éosine-test” = coloration des
spermatozoides)

La recherche d'anticorps
mixed antiglobulin reaction (MAR)

Les leucocytes

7,2-8

21,5 ml

2 15 Millions/ml spermatozaides dans |'éjaculat
> 32 % spermatozoides ayant un déplacement
progressif

> 40 % spermatozaides mobiles

215% spermatozoides correctement formes

> 60%(pourcentage de spermatozoides vivants)

< 50 % ayant des anticorps fixés sur les
spermatozoides

< 1 Million par millilitre

4.3.2. Le spermocytogramme

Il étudie essentiellement la morphologie des gameétes (spermatozoides). Il est déterminé par une

coloration simple de schorr sur un frotti spermatique.

Le spermocytogramme va permette la détection d'anomalies physiques et externes du
spermatozoide, il s'attache a détecter les anomalies intracellulaires du gamete et en particulier du
noyau dont certaines caractéristiques au moyen de certaines colorations peuvent étre observées au

microscope.

Les anomalies détectées lors d'un spermocytogramme peuvent toucher la téte du spermatozoides

(malformation la plus handicapante pour un démarrage de grossesse , la piéce intermeédiaire, le

flagelle, ou la présence d'un reste cytoplasmique. Ces anomalies peuvent étre des facteurs de

stérilité.
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Le pourcentage des formes typiques et atypiques est denombré selon la classification de David
(2010).

La lecture de la morphologie est effectuée sur 100 spermatozoides au grossissement a I’immersion
(100X) (Figure 6).

Figure 6 : Forme atypique des spermatozoides vue sous microscope optique (G x100).

4.4.  Biochimie du plasma séminal

L’exploration biochimique du sperme humain est fondée sur les dosages de certains composés de
I’éjaculat. Ceux-ci sont sécrétés par les glandes annexes. L’étude biochimique du sperme doit étre

envisagée lorsque le spermogramme met en évidence :

e Les anomalies du volume, pH, viscosité. Les marqueurs des différentes glandes sont a
mesurer pour évaluer I’importance de I’atteinte de ces glandes ;
e En cas d’azoospermie si la mesure de I’alpha-glucosidase se trouve effondrée, le diagnostic

d’une azoospermie excrétoire peut étre posé (Fenichelp et al., 1999).
La biochimie du liquide séminal doit rester un outil d'exploration andrologique dans le cadre du

bilan de I'infertilité masculine, a condition de décider avec soin et précision la prescription de ces

examens, et d'en connaitre les limites d'interprétation des résultats.

24



Syntheése bibliographique

1. Biomarqueurs

1. Définition

Biomarqueur (abréviation de marqueur biologique) : c’est une molécule biologique qui peut étre
détectée dans un tissu ou un fluide biologique (ex : sang, urine...) (Romanetto J, 2011), qui est le
reflet d’un processus normal ou pathologique, ou d’une condition, ou d’une maladie. Un
biomarqueur peut étre utilisé pour suivre 1’évolution de la réponse a un traitement pour une
pathologie donnée ou un état. Ils sont également nommeés marqueurs moléculaires ou molécules

signatures (Besson D, 2013).

2. Différents types de biomarqueurs
2.1.Classification des biomarqueurs selon leur nature biochimique ou la technique ayant
permis de développer le biomarqueur

En fonction de la nature du biomarqueur recherché, peuvent étre appliquées des techniques de
génomique, de transcriptomique, de protéomique ou de métabolomique. De ce fait, on parle de
biomarqueurs génomiques fondés sur ’ADN, de biomarqueurs transcriptomiques fondés sur
I’ARNm, de biomarqueurs protéomiques fondés sur les protéines ou de biomarqueurs
métabolomiques pour les métabolites (tableau 04).

Tableau 4: comparaison des techniques de découverte des biomarqueurs usuelles (Scaros O, Fisler
R,2005).

Biomarqueur Biomarqueur Biomarqueur Biomarqueur
genomique transcriptomique protéomique metabolomique
Technique & bas debit | Technique de PCR RMN
sequencage Nothern blot Chromatographie en
phase gazeuse
Technique dmoyen | Spectrométriede | SAGE Spectrométriede | Chromatographie
debit masse masse Liquipe/Spectrométrie
ELISA de Masse
Technique & haut PCR Puce a ADN Puce a protéines
debit Puce a anticorps
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2.2. Classification des biomarqueurs par catégorie selon les autorités de Santé

L’autorité de sante américaine a établi, dés 2005, différents <« statuts réglementaires> pour les
biomarqueurs (Figure 7). Selon ces statuts, certains peuvent étre qualifiés de <« simples >
biomarqueurs exploratoires, d’autres peuvent étre qualifiés de <«critére de substitution >. La

principale différence entre les deux réside dans le niveau de validation (Marrer. E, 2007).

Etapes de développement du Autorités de santé Stetut réglementaire du biomargueur
biomarqueur menées par le promoteur

Découvarte du biomaraueur = ={ Biomarqueur explaratoire ]

v
Développement de méthode(s) de
dosage du biomargueur

v
Mise er place d'études validation de(s)
méthode(s) de dosage

4— Revue du protocole de I'essai clinique ™ bablement valids
de la méthode dosage associée probablement valide

v

Rapport final de I'essai clinique de 4— Revue du rapport final
validation \

v

Procedure de qualification du l¢— Eviluation dudossier de qualification | —p|  Biomarqueur qualifié
biomargqueur \.

v

Utilisation du biomargueur en lieu et ™
<

place d'un critere d'évaluaticn clinigue A

Y

Biomargueur valide

v p
Validatior clinigue du biomarqueur et Biomarqueur J

Critere de substitution ]

Figure 7: Différents statuts réglementaires d’un biomarqueur relatifs aux étapes du processus de
qualification (Marrer. E,2007).

2.3.Classification des biomarqueurs selon leurs fonctions

Il est également possible de classer les biomarqueurs selon les différents types d’objectifs
poursuivis :

2.3.1. Biomargueurs physiopathologiques et biomarqueurs de diagnostic

Les biomarqueurs physiopathologiques ont pour objectif d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques permettant 1’approfondissement de la connaissance des mécanismes
physiopathologiques et permettant de diagnostiquer les patients atteints de la pathologie étudiée
(Romanetto J, 2011).
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2.3.2. Biomargueurs pronostiques

Les biomarqueurs pronostiques ont pour objectif de déterminer I’évolution prévisible de la maladie
et le niveau de risque qui y est associé pour le patient (Fraser GA, Meyer RM, 2007).

2.3.3. Biomarqueurs prédictifs
Les biomarqueurs prédictifs ont pour objectif de différencier les patients qui sont plus ou moins a
méme réponse a un traitement. En conséquence, lorsque plusieurs options thérapeutiques sont
disponibles, les biomarqueurs prédictifs permettent de déterminer le traitement le plus béenéfique
a chaque patient (Fraser GA et Meyer RM., 2007 ; McShane LM et al., 2009).

2.4. Classification des biomarqueurs selon la nature de la variable mesurée par la méthode
de dosage du biomarqueur

Enfin, il est possible de classer les biomarqueurs selon la nature de la variable mesurée par la

méthode de dosage du biomarqueur : biomarqueur quantitatif, biomarqueur quantitatif relatif,

biomarqueur quasi-quantitatif, biomarqueur qualitatif. C’est une donnée importante pour la

conduite du processus de validation (Romanetto J, 2011).

3. Validation et méthode de dosage du biomarqueur

Une fois les candidats biomarqueurs identifiés, leur pertinence clinique doit &tre démontrée, ainsi
que leur capacité a étre mesurés ou analysés de maniére reproductible et robuste. La validation de
la méthode de dosage ou d’évaluation est une étape critique dans le développement d’un
biomarqueur. Le développement d’un biomarqueur peut échouer en phase clinique, non pas pour
des raisons scientifiques mais a cause d un mauvais choix de la méthode de dosage du biomarqueur
ou de la validation insuffisante de la méthode de dosage du biomarqueur utilisée (Cummings J et
al., 2010). L’ Association Américaine des Sciences Pharmaceutiques (AAPS) ont tenté d’établir ce
que pourraient étre les étapes de validation d’un biomarqueur et de sa méthode de dosage (Figure

8) et ont développé le concept de méthode de validation adaptée (Cummings J et al., 2008).
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Flape 1 Etape? Etape? Etaped Etape
Définition de Redaction de [z Validation technique de s Valdation Contrdle qualite
[objectif et procedure de methode de dosage du clinique du de [a méthode
selection dela — validation de l K biomarqueur : évaluation biomarqueur et de dosage lors
methode de methode de des performances et de la e sa methode de son
dosage du dosage du capacite a refleter [a réalite de dosage Utlisation en
biomargueur biomarqueur biologique du biomarqueur routing

Figure 8: Etapes du processus de validation d'un biomarqueur et de la méthode de dosage

asociée (Cummings J et al.,2008).

4. Les biomarqueurs séminaux

4.1. Les marqueurs biochimiques séminaux

Le dosage des marqueurs séminaux, quantifiés par éjaculat permet de préciser le niveau d’une

obstruction en cas d’azoospermie, la topographie et 1’évolution sous traitement d’une atteinte

infectieuse et/ou inflammatoire du tractus génital (Rowe et al., 2002).

La détermination des marqueurs biochimiques du sperme est particulierement intéressante dans
les cas d’azoospermie excrétoire a taux de FSH normal, afin d’établir et de localiser une éventuelle
obstruction sur le trajet €jaculatoire. Ainsi en fonction du niveau de I’obstruction, ou de certaines

pathologies endocriniennes, métaboliques, on peut schématiser les principales variations de ces

parameétres comme suit :
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Tableau 5: signification des taux des marqueurs biochimiques (Fenichelp et al.,1999).

LES MARQUEURS BIOCHIMIQUES

Marqueurs Marqueurs | Marqueurs
Epididymaires Des Prostatiques
vesicules
TYPES D’ ANOMALIES séminales
Carnitine a 1-4 Fructose Citrate
glucosidase Zinc
(glycérophosphocholine) Phosphatases
acides
Obstruction épididymaire/du | Taux diminué (sauf si Taux normal | Taux normal
déférent I’obstruction au niveau de
la téte épididymaire)
Obstruction bilatérale du Taux diminué Taux Taux normal
carrefour Vésiculo effondré
déférentielle, absence
bilatérale des
déférents(mucoviscidose)
Obstruction au niveau des Taux diminué Taux Taux normal
canaux éjaculateurs diminué
Veésiculite Taux
(inflammatoire/infectieuse) diminue
Hypoandrogénie du Taux diminué Taux Taux diminué
syndrome de Klinefelter, diminué
Iésions testiculaires,
hypogonadisme primaire
Diabete sucré Taux éleve
Prostatite Taux diminué
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e Les marqueurs des vesicules séminales et de la prostate permettent de localiser 1’occlusion sur

le tractus génital et d’établir aussi une cartographie fonctionnelle du tractus male.

e L’agénésie vésiculo-défferentielle et/ou I’obstruction des canaux éjaculateurs se caractérisent
par un volume spermatique réduit, pH acide, une chute du taux de fructose. Un taux élevé

d’acide citrique montre la participation prédominante de la prostate.

e Un taux bas du marqueur prostatique signe généralement une infection et/ou une inflammation

de la prostate, qui peut altérer la mobilité des spermatozoides.

e Quant au marqueur épididymaire, il permet de déceler une azoospermie excrétoire (taux bas
du marqueur), d’'une azoospermie sécrétoire (taux normal du marqueur). Mais dans certains
cas d’azoospermie sécrétoire liée a une orchiépididymite avec des Iésions mixtes (testiculo-
épididymaire), ou un syndrome de KLINEFELTER on peut trouver un taux bas de ce marqueur
(Soufir 1983).

4.2.  Les biomarqueurs protéiques d’azoospermie dans le plasma séminal

Plusieurs protéines ont été détectées dans le liquide séminal certaines entre elles ont été proposees
comme des biomarqueurs ; les plus fréquentes : I’inhibine b et I'hormone antimillérienne (AMH)
(Tableau 6), ainsi les protéines de plasma séminal TEX101 et ECM1 ont récemment été proposées
pour le diagnostic déférentiel des formes d’azoospermie et sous types et pour prévision des

résultats TESE (Tableau 7).

4.2.1. L’inhibine B et AMH

Sont les deux candidates les plus intéressantes et ont été proposées comme marqueurs de la

spermatogénese afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de l'insuffisance

spermatique et servir de facteur pronostic avant biopsie testiculaire. Elles répondent aux critéres

suivants :

e D’origine strictement testiculaire produite soit par la cellule de Sertoli soit par les cellules
germinales.

e Disparaitre apres vasectomie.

e Présente une concentration détectable dans le liquide séminal.
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Tableau 6: caractéristiques des marqueurs étudies (Duvilla. E et al.,2006).

Caracteéristique | Inhibine B AMH

Structure Glycoprotéinehétérodimérique Glycoprotéinedimérique
2 sous-unités de 18 KD et 14 KD 2 monomeéres de 72 KD

Sécrétion Cellules de Sertoli et cellules | Cellules de Sertoli
germinales

Concentration 1592-10425 pmol/I 3-340 pmol/l

Dans plasma

séminal

Variation/age Elevé chez nouveau-né, puis diminue | Elevé chez feetus jusqu'a la

jusqu'a la puberté et augmente apres la | puberté Diminue apres la

puberté puberté
Variation/pathol | Diminué chez les hommes Diminué en cas d'azoospermie
ogie azoospermies sécrétoire, et devientindetectable

en cas d'azoospermie obstructive

v Marqueur de la spermatogenése Marqueur de la spermatogenese
v" Indicateur du niveau d'interruption

de la spermatogenése chez les
Fonction hommes atteints d'azoospermie non

obstructive

L’intérét de ces deux marqueurs comme facteurs prédictifs de la biopsie

testiculaire dans les cas d'azoospermie non obstructive reste limité.

4.2.2. TEX10l et ECM1

Des protéines spécifiques a I’épididyme émergeraient comme biomarqueurs pour la différenciation
entre NOA et OA. ECM1, une protéine sécrétée dans le sperme principalement par I'épididyme
soutient cette hypothése. De méme, des protéines ayant une expression spécifique dans les
testicules, telles que TEX101, émergeraient en tant que biomarqueurs pour la prédiction du résultat
de I'extraction des spermatozoides testiculaires TESE et la différenciation entre les sous-types
NOA, d’hypo spermatogénese, d'arrét de maturation et de syndrome cellulaire de Sertoli

(Drabovich AP et al., 2013).
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Dans une recherche de biomarqueurs de I'azoospermie, des études protéomiques récentes ont
également mis en évidence des milliers de sperme et de protéines plasmatiques séminales. Certains
biomarqueurs protéiques, tels que PTGDS, ACRV1, LGALS3BP, ECM1, et TEX101 ont été
verifiés et validés (Tableau 07) (Jared M Bieniek et al., 2016).

Tableau 7: Différenciation des étiologies de I'azoospermie avec les biomarqueurs protéiques a

base de plasma seminal (Jared M Bieniek et al., 2016).

Diagnostic avec un test Biomarqueur Sensibilité | Spécificité | Seuil

positif (%) (%)

Normozoospermie (contre TEX101 100 100 > 120 ng par ml

azoospermie) LDHC 100 100 > 160 ng par ml
ACRV1 93 97 Test positif

NOA (contre OA) ECM1 100 73 > 2,3 pg par mi
PTGDS 28.6 50 > 100 ng par ml

Hypo spermatogenése TEX101 67 100 > 5 ng par mi

(contre sertoli uniquement

cellulaire)

Arrét de maturation (contre | TEX101 54 100 > 5 ng par mi

sertoli uniquement cellulaire)

Résultat TESE favorable LGALS3BP 45 100 > 153 ng par ml

dans NOA

5. Role des biomarqueurs séminaux

IIs peuvent étre utilisés comme un outil de diagnostic pour I’identification des patients qui ont une
condition anormale, un outil pour quantifier I’importance de la maladie, un indicateur pronostique,
ou pour la prédiction et la surveillance de la réponse a une intervention, et aussi a éviter le besoin

de tests plus invasifs.

La recherche et I’identification de biomarqueurs de qualité du spermatozoide apparaissent comme
les enjeux fondamentaux dans le contexte de la fertilité masculine. Ces marqueurs permettront
d’affiner I’analyse du sperme, et plus largement, d’améliorer la prise du couple en Procréation

Médicalement.
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Matériel

1. Matériel biologique

1.1.  Recrutement des patients

Notre étude a porté sur 14 patients ayant une infertilit¢ masculine plus précisément une
azoospermie provenant au centre de procréation médicalement assisté (PMA) de la clinique Ibn
Rochd, Constantine. Les patients recrutés sont ages entre 30 et 50 ans. Cette population a éeté
comparée a un sujet sain sans pathologie connues. Dans tous les cas les patients sont destinés a la
clinique par leur médecin traitant pour diagnostic d’infertilité, pour un bilan lors d’une atteinte de

I’appareil génital male ou pour un examen de controle.

Notre étude a été réalisé sur une période étalée du mois de Février au mois de Mars dans le
Laboratoire de Génétique biochimie et Biotechnologies Végétales université freres Mentouri
Constantine 1.

Les patients qui ont été retenus dans cette étude répondaient aux criteres suivants :

v" Critéres d'inclusion
Tous les patients consentants, mariés depuis plus d’un an, dirigés pour un diagnostic d’infertilité

masculine recrutés pour le recours a I’une des techniques de PMA.

v" Critéres d'exclusion

Les patients agés plus de 65 ans, les patients non consentants sont exclus de notre étude.

1.2. Paramétres étudiés

A travers un questionnaire (Annexel), chaque patient a été interrogé sur les parameétres suivants :

1.2.1. Parameétres épidémiologiques

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

e La profession : chaque patient doit préciser sa profession.

e Les facteurs modes de vie : Le statut tabagique (fumeur, non-fumeur, nombre de cigarettes
fumées par jour ou un ancien fumeur et depuis combien de temps), la consommation d’alcool
(consommation modérée ou excessive), les bains chauds (combien de fois par semaine).

e Exposition a la chaleur : Tout patient est interrogé s’il est exposé a des températures élevées

dans leur milieu de travail.
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Activite physique : Le but est de savoir si le patient pratique régulierement le sport, quel

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

1.2.2. Parametres cliniques

1.3.

Type d’infertilité : primaire ou secondaire.

Durée d’infertilité : pour I’infertilité primaire on cherche a savoir depuis combien d’années
il désire un enfant. Pour I’infertilité secondaire combien d’années il n’a pas pu procréer aprés
le dernier enfant.

Antécédents urogénitaux : Antécédents de varicocele, hydrocéle, ectopie testiculaire, hernie
inguinale et s’il a subi des interventions chirurgicales.

Antécédents médicaux : Probléme d’HTA, diabéte ou autres maladies, s’il a pris des
médicaments de quelle nature.

Antécédents familiaux : Freres, cousins et oncles s’ils ont eu des enfants et est-ce que les

parents ont eu un probléme pour avoir des enfants.

Le prélevement de sperme

Tous les échantillons sont collectés entre 8h et 9.30h du matin ; les patients sont informés de

certaines instructions concernant le recueil du sperme avant le jour de prélevement a savoir :

o Une abstinence de trois a quatre jours est recommandée pour éviter le recueil d'un volume

1.4.

o

diminué d'éjaculat due a un délai d'abstinence plus court ou un volume contenant un
dédoublement de numération avec un pourcentage élevé de spermatozoides morts due a une
abstinence trop longue.

Le prélevement se fait au laboratoire et le patient doit étre informé sur l'importance de la
totalit¢ de 1’¢jaculat, car une fraction n'est pas représentative de I’ensemble de I’¢jaculat.

Le sperme est recueilli par masturbation dans un récipient stérile avec couvercle contenant le
numéro de patient.

Arrét de tout traitement susceptible d’avoir une action sur la spermatogenese.
L’obtention de liquide séminal

Centrifugation de sperme a 3000 t/min pendant 10 minutes et puis une congélation du

surnageant jusqu’au jour d’utilisation.
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Méthodes

1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Le dosage des protéines du plasma séminal a été réalisé en utilisant la méthode de Bradford qui

est une méthode spectrophotométrique.

1.1.  Meéthode Bradford (1976)
1.1.1. Principe

Le taux de protéine dans les échantillons est dosé par I’emploi de la méthode colorimétrique de
(Bradford et al., 1976), en utilisant 1’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine de référence.
Cette méthode est basée sur les propriétés d’adsorption de la molécule du bleu de Coomassie G250
(Figure 9). En milieu méthanolique acide, cette molécule s’adsorbe sur les protéines en les
complexant. Ceci provoque un transfert de son pic d’absorption qui passe du rouge au bleu. Elle
se fait principalement par des liens ioniques avec les trois acides aminés basiques (Arginine,
Histidine et Lysine) et des interactions hydrophobes (acides aminés hydrophobes). C’est une
méthode trés sensible qui détecte jusqu’a 2-5 g de protéines. Elle est tres rapide, relativement
fiable et peu couteuse. Elle est aussi assez résistante a la plupart des interférents, seuls les
détergents et autres surfactants, comme le Triton et le dodécylsulfate de Na (SDS) et des bases

fortes interférent fortement avec cette méthode.
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Figure 09: Structure de bleu de Coomassie.
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1.1.2. Reéalisation de la courbe étalon

La courbe etalon des protéines est établie a partir d’une solution meére d’une protéine standard le

sérum albumine bovine (BSA) a 0.1mg/ml dans des tubes a hémolyse.

L’équation utilisée pour calculer les dilutions a effectuer dans 1’eau distillée et la solution de
Bradford pour un volume final de 10 ml est la suivante :
Volume BSA (a prendre) = [BSA] x volume final

Tableau 8: préparation de solutions étalon.

Solutions étalon (mg/ml) 0.01 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Solution mére de BSA 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1
(ml) (0.2mg/ml)

Eau distillée (ml) 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2 -

Les points de la gamme a obtenir aprés dilution sont respectivement : 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08,
0.1mg/ml. (Tableau 8).

17 tubes ont été préparés et 250ul de chaque échantillon ainsi que la gamme étalon ont été déposés
2.5ul du réactif de Bradford sont rajoutés (nous devons signaler que 4 échantillons sur les 15
analysés n’ont pas été utilisés pour le dosage des protéines a cause de la quantité minime du liquide

séminal qui n’était pas suffisante pour le dosage des protéines par la méthode de Bradford).

Le contenu des tubes a hémolyse est mélangé a I’aide d’un vortex, puis incub¢ a I’abri de la lumiere

a température ambiante pendant quelques minutes.

Avant le dosage, le spectrophotometre est étalonné par un échantillon Blanc préparé avec 250 pl
d’eau et 2,5 ml de réactif Bradford a 595 nm pour le métre a zéro avant de lire I’ensemble des

points de la gamme étalon.

Ainsi les densités optiques (DO) obtenues (annexe 3) permettent de tracer une courbe
d’étalonnage DO= f(C).
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courbe d'étalonnage
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Figure 10: Courbe étalon de dosage des protéines par la méthode de Bradford et al., 1976.

L’analyse spectrophotométrique des échantillons permet de déterminer la concentration exacte des
protéines contenues dans chaque Eppendorf contenant un extrait protéique (annexe 4). Cette
derniére est obtenue en déterminant graphiquement 1’équation de la courbe standard qui est de :
y=2.3247x+0.0797

De ce fait le calcul des concentrations protéiques des échantillons est de :

Concentration protéine (x) = (absorbance (y) — 0.0797) / 2.3247

2. Extraction des protéines seminales dans des conditions dénaturantes et

réductrices

L’extraction des protéines a été réalisée a partir du liquide séminal des patients infertiles atteints
d’azoospermie et de sujet sain dans des conditions dénaturantes et réductrices. 100 pl de plasma
séminal des patients infertiles et des sujets sains sont mélangés avec 50 pl de solution d’extraction
contenant 35% (v/v) de glycérol, 22% (v/v) de Tris/HCL 1M pH 6.8, 43% (v/v) d’eau distillée,
7% (p/v) de SDS et quelques grains de bleu de bromophénol. 2.5% (v/v) de B-mercaptoethanol
sont rajoutés au mélange pour réduire les protéines séminales. Aprés agitation pendant 1 heure a
température ambiante, les mélanges sont incubés a 65°C pendant 30 minutes puis centrifugés a 10
000 t/min pendant 1 minute. Les surnageants contenant les protéines du liquide seminal dissociées

et réduites sont récupéreés et utilisés immédiatement.
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3. Electrophorése monodimensionnelle en gel de polyacrylamide

La technique d’¢lectrophorese utilisée est celle décrite par LAEMMLI (1971) et modifiée par
SINGH (1991). La composition protéique est caractérisée par migration électrophorétique en gel
de polyacrylamide de 1,5 mm d’épaisseur en conditions dénaturantes (présence de SDS), avec un
systéme vertical. Le gel de séparation contient 12,56% de polyacrylamide et le gel d’alignement
2,88% (annexe 2). Les échantillons (liquide séminal) sont déposés a raison de 50 pl par puits. La
migration est effectuée dans les conditions de jour a 40 mA et 120 V par gel dans un tampon Tris
25 mM pH 8,3 contenant 1,4 % (p/v) de glycine et 0,1% (p/v) de SDS.

4. Révélation des bandes protéiques apres migration électrophorétique

4.1. Coloration

La fagon la plus simple de visualiser les bandes de migration des protéines est de les colorer. Le
gel est immergé une nuit dans la solution de coloration, contenant du Bleu de Coomassie a 12%
(p/v) de TCA et 5 % (v/v) de solution mere de Bleu de Coomassie R250 a 1 % dans 1’éthanol.
4.2.  Deécoloration

Apres une nuit, le gel est transféré dans une solution acétique contenant 1’acide acétique du
méthanol et de I’eau distillée avec des proportions (2.1.1) respectivement. Pour enlever I’exces de
colorant qui a diffusé dans le gel et empéche de voir les bandes de protéines. A la fin de cette

décoloration, on obtient un gel transparent avec les bandes de protéines colorées en bleu.

5. Lecture des électrophoregrammes

La lecture des diagrammes consiste a relever la mobilité de chacune des bandes présentes en
mesurant la distance parcourue par chaque bande dans le gel de séparation et de déterminer le

poids moléculaire de chague protéine.

6. Analyse statistique

Le traitement des données d’électrophorese a fait appel a des méthodes statistiques, les fréquences
et les indices de similarités ont été effectués a ’aide d’Excel 2016. L’établissement des

dendrogrammes est réalisé a 1’aide du logiciel statistica version 6.0.
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Données épidéemiologiques

Les tableaux et les figures suivants représentent 1’échantillon d’étude composé de 14 cas de sexe
masculin présentant une azoospermie. Nous avons réparti ce nombre de patients selon plusieurs

critéres.

1. Repartition des patients selon I’age

30-34 35-39 40-44 45-50 Ans

Figure 11: Répartition des patients en fonction de 1’age.

L’age moyen des patients est 39,4 ans avec des extrémes allant de 30 ans a 50 ans. La répartition
des patients par tranche d’age, indique une prédominance de cette pathologie dans la tranche d’age
[40-44] ans (figure 11).

2. Répartition des patients selon les wilayas

Figure 12: Répartition des patients selon les wilayas.
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Selon les régions géographiques, la wilaya de Sétif représente le taux le plus élevé des patients
consultant pour une infertilité masculine avec 4 cas, suivie par la wilaya de Skikda et Oum bouaghi

avec 2 cas pour chacune (figure 12).

3. Répartition des patients selon les types d’infertilité

m primaire

® secondaire

Figure 13: Répartition des patients selon les types d’infertilité.

Nous observons un taux élevé des cas consultants pour une infertilité primaire (78.57%) par
rapport au taux des infertilités secondaires (21.43%) (figure 13). Ce résultat peut s’expliquer par
le contexte social et la tendance qu’auraient les couples n’ayant pas d’enfant a consulter plus
souvent que les autres pour traiter leur infertilité. Des etudes menées en Algérie, dans la région
d’Annaba, indiquent des taux d’infertilité primaire et secondaire respectivement de 73,48 % et de
26,52% (Daroui, 2001). En France ces taux sont respectivement de 67 % et 33 % (Thonneau et al.,
1991).

4. Répartition des deux types d’infertilité en fonction de ’age

5 —
4 -4
3 infertilité primaire
5 | M infertilité secondaire
. [ .I
- S m—g

0 T

30-34 35-39 40-44 45-50

Figure 14: Repartition des deux types d’infertilité en fonction de 1’age.
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Les résultats liés a 1’age de la population étudiée indiquent que les patients les plus touchés par
I’infertilité primaire se situent dans la tranche d'dge de 40-44 ans avec 5 cas, tandis que ceux

présentant une infertilité secondaire sont de 45-50 ans avec 2 cas (figure 14).

5. Répartition des patients selon la profession

4,5
4

3,5
3

2,5
2

1,5

1
0’5 I
0

Macgon Commergant  Chauffeur Militaire Employeur Boucher

Figure 15: Répartition des patients selon la profession.

La figure 15 démontre que : les magons représentent la catégorie la plus élevée avec 4 cas, suivis
par 3 militaires et 2 dans le secteur commercial, 2 chauffeurs et 2 employeurs. Le métier du

boucher est représenté par un seul cas.

6. Répartition des patients selon les antécedents Pathologiques

Tableau 9: Réparation des patients selon les antécédents pathologiques.

Antécédents Effectifs
Sans antécédents 4
Médicaux 12
Familiaux 2
Urogénitaux 5
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Figure 16: Répartition des patients selon les antécédents pathologiques.

La figure 16 et le tableau 9 montrent une prédominance des antécédents médicaux chez les patients
infertiles avec 12 cas; suivi par les antécédents urogénitaux avec 5 cas et en fin les antécédents

familiaux avec 2 cas; alors que 4 cas n’ont aucun antécédent.

7. Répartition des patients selon les pathologies associees
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Figure 17: Répartition des patients selon les pathologies associées.

Selon les résultats représentés dans la figure 17, nous avons noté que 5 des patients sont sans
pathologies associées, 4 des cas souffrent d HTA, 3 cas sont des diabétiques et souffrent de
maladies respiratoires et 2 cas souffrent de maladie cardiovasculaire et maladie de la glande
thyroide. Ces pathologies associées sont en fait des maladies qui augmentent avec 1’age, mais elles

sont surtout liées au mode de vie.
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8. Répartition des patients selon les habitudes de vie toxiques

5 —
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Figure 18: Répartition des cas en fonction des habitudes de vie toxique.

La figure 18 montre que 5 des patients sont non-fumeurs et non alcooliques, 5 des cas sont des

fumeurs non alcooliques. 3 sont des fumeurs et alcooliques et un seul cas non-fumeur et alcoolique.
9. Répartition des patients en fonction des bains chauds

Tableau 10: Répartition des patients en fonction des bains chauds.

Les bains chauds Effectifs
Non 8
Oui 6
Total 14

D’aprés les résultats représentés dans le tableau 10, nous avons noté que 6 des patients ont indiqué

prendre réguliérement des bains chauds contre 8 qui en prennent rarement ou jamais.
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10. Répartition des patients selon I’4ge et ’'IMC

Tableau 11: Distribution des patients selon I’age et I'IMC.

L’age IMC Total
Normal Surpoids Obésité

30-34 2 0 1 3

35-39 0 1 2 3

40-44 5 1 0 6

45-50 0 1 1 2

Total 7 3 4 14

Le tableau 11 montre que :

Les tranches d’age les plus touchées par 1’obésité sont de 35 a 39 ans avec un effectif de 2 cas.

Il'y a 3 cas de nos patients qui sont en surpoids dans la tranche d’age de 35 a 39 ans, 40-44 ans

et 45-50 ans.

Il'y a7 cas qui présentent un IMC normal avec un effectif de 5 patients appartenant a la tranche

d’age de 40 a 44 ans.

N

[ERN

Figure 19: Histogramme de distribution des patients selon I’age et selon I’'IMC
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I1. Analyse du taux de protéines dans le liquide séminal des patients La

concentration en protéines dans le liquide séminal des patients analysés ainsi que le témoin est

0,56
mc
0,54
T 9 12 13 15

échantillons

représentée dans les figures 20 et 21

0,62

0,6

0,58

0,56

0,54

0,52

concentration en protéine (mg/ml)

0,5

Figure 20: La concentration des protéines séminales de chaque échantillon.

Nous rappelons que 4 échantillons sur les 15 analysés n’ont pas été utilisés pour le dosage des
protéines a cause de la quantité minime du liquide séminal qui n’était pas suffisante pour le dosage

des protéines par la méthode de Bradford.

= 5 =
E
)
£y
o
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E 3 3 3
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[0,54, 0,57] (0,57, 0,6] (0,6, 0,63]
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Figure 21: Distribution des échantillons selon la concentration des protéines séminales.
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Il est & noter que les concentrations en protéines séminales ont été divisées en trois classes (figure
21).

e Classe 1:]0.54-0.57]mg/ml
e Classe 2:]0.57-0.60]mg/ml
e Classe 3:]0.60-0.63]mg/ml

Il ressort de ces résultats que la plupart des patients appartiennent a la classe 2 et présentent une

concentration en protéines séminales entre 0.57 mg/ml et 60 mg/ml.

Le taux de protéines séminales dans le groupe analysé varie de 0.54 mg/ml a 0.63 mg/ml. La
concentration la plus élevé est notée pour les échantillons 1, 4 et 7. Sur le plan clinique, le patient
1 Souffre de maladie respiratoire emphyseme pulmonaire, le patient 4 présente une maladie
cardiovasculaire alors que le patient 7 est asthmatique et les trois patients ont des problemes
d’HTA. La concentration la plus faible est notée pour 1’échantillon 15. Sur le plan clinique, ce
patient présente un diabete et une hypothyroidie ; il a des antécédents de varicocele et prend des

médicaments antidepressifs.

D’apreés les résultats présentés dans la figure 21 et sachant que le témoin présente une concentration
de 0.6 mg/ml et appartient a la classe 2, nous pouvons constater que trois patients appartenant a la
classe 1 présentent des concentrations en protéines séminales inférieures a celle du témoin et qui
varient de 0.54 mg/ml a 0.57 mg/ml. Sur le plan clinique ces patients ont des antécédents
urogénitaux et ils prennent des antidépressifs. Nous observons également que 3 patients
appartenant a la classe 3 présentent un taux de protéines séminales variant de 0.60 mg/ml a 0.63
mg/ml qui est supérieur a celui du témoin. Sur le plan clinique, ces patients souffrent
d'hypertension artérielle (HTA). Et sont des fumeurs pour plus de 15 ans, leur mode de vie est

toxique vu la consommation d’alcool et le stress.

I1l.  Fractionnement des protéines séminales et recherche de

biomarqueurs

1. Analyse des profils électrophoreétiques
L'analyse des profils électrophorétiques, du protéeome séminal de témoin et celui des patients,

révele des variations dans la composition protéigue.
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Cette analyse permet de distinguer 15 bandes protéiques avec des mobilités variantes entre 5 et
109 mm.

KDs 123456778T9101112131415

Figure 22: Profils électrophorétiques des protéines séminales dans les conditions dénaturantes et
réductrices révélées par SDS/PAGE. T : témoin. 1,2,3,4,5,6,7,9,10,11,12,13,14,15 : patients

malades.

D’abord, la comparaison entre les profils électrophorétiques de témoin et des sujets malades

montre que certaines bandes protéiques présentent des variations quantitatives et/ou qualitatives.

D’apres les profils électrophorétiques de témoin et des patients, nous remarquons la présence des
biomarqueurs qualitatifs et quantitatifs a la fois comme les bandes B2, B5, B7, B14. A titre
d’exemple la bande B2 est fortement concentrée chez le témoin et les patients 10 et 13, elle est
moins concentrée chez les patients 3, 4, 7, 9, 11, 12 et faiblement concentrée chez les patients 1,
2, 5, 14, 15 mais elle est absente chez le patient 6. A coté de la bande B2, la bande B5 qui varie

quantitativement et qualitativement, elle est fortement concentrée chez le témoin et les patients
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9,10 et 11, moins concentrée chez les patients 7, 12 et 15 et faiblement concentrée chez les patients
2 et 3 mais absente chez les patients 1, 4, 5, 6, 13 et 14. Donc les bandes B2 et B5 varient
quantitativement et qualitativement ce qui leur confere la propriété de biomarqueurs quantitatifs
et qualitatifs a la fois (figure 22).

Nous pouvons considérer comme étant des biomarqueurs qualitatifs les bandes B1, B3, B6, B9,
B10, B12 qui varient qualitativement. A titre d’exemple la bande B12 qui est absente chez la
majorité des malades 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 12, 13, 14, 15 mais présente chez le témoin et le
patients 11. C’est le cas aussi de la bande b6 qui est présente seulement chez le témoin et le patient

3 et absente chez tous les autres échantillons (figure 22).

Nous constatons également des biomarqueurs quantitatifs. Les bandes B4, B8, B11, B13 qui sont
omniprésentes mais leur intensité varie d'un échantillon a un autre. A titre d’exemple : la bande
B4 ou I’intensité de cette bande est forte chez le témoin et les patients 7, 9, 10, 11, 12, 13 tandis
que chez les patients : 1, 2, 3, 4, 14, 15 l'intensité est moyenne, par contre chez les patients 5 et 6

il y a une faible intensité.

Quant a la bande B8 elle est fortement présente chez le témoin et moyennement présente chez les
autres patients, cependant son intensité est faible seulement chez le patient 6 (figure 22).

Ainsi, ces fluctuations observées entre les malades sont probablement dues a des facteurs tels que
: les antécédents familiaux, les antécédents urogénitaux et médicaux, I'obésité et les pathologies

associées.

En outre, il faut signaler la présence d'un cas particulier, celui du patient 6 qui présente un profil
électrophorétique complétement différent (figure 22). En effet, ce profil est marqué par I’absence
des bandes protéiques B1, B2, B3, BS, B6, B7, B9, B10, B12, qu’on retrouve dans les autres
échantillons. Sur le plan clinique, ce patient est diabétique, il souffre aussi de maladie respiratoire,

il a une ectopie testiculaire son mode de vie est toxique vu qu’il consomme le tabac.
2. Conséquence de I’azoospermie sur le protéome séminal

L’analyse comparative des profils €lectrophorétiques des protéines séminales extraites des

conditions dénaturantes réductrices montre ;
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e Deux exemples de protéines exprimées chez le témoin et relativement absentes chez les
patients atteints d’une azoospermic ; les bandes B6 et B12 de masses moléculaires
approximatives de 120 KDa et 40 KDa, respectivement.

D’apres la littérature, ces groupes de protéines peuvent correspondre a certaines protéines du
liquide séminal & savoir la céruloplasmine qui a un poids moléculaire d’environ 120 KDa, la
somatomedin C ou IGF 1 qui ont un poids moléculaire de 40 KDa. Donc probablement, la
disparition de ces protéines, autrement dit I’absence d’expression de céruplasmine et de la
somatomedin C dans le milieu séminal chez les patients malades est une des conséquences de

I’azoospermie sur le protéome séminal.

e Un autre exemple de protéine exprimée chez le témoin et les patients malades, la bande B8 de
masse moléculaire approximative de 79 KbDa. Cette protéine montre des variations
d’expression quantitatives avec une intensité différente par rapport a celle du témoin. D’apres
la littérature, les groupes de protéines situées aux environs de 79 KDa et se trouvent dans le
liquide séminal, peuvent correspondre & la Transferrine. Probablement, les fluctuations
quantitatives de certaines protéines exprimées sont donc une des conséquences d’une

azoospermie sur le protéome séminal.

Ces différences d’expression sont autant des facteurs d’intérét (biomarqueurs) pour I’analyse de
I’influence de 1’azoospermie sur la composition en protéines séminales, celles-ci étant susceptibles
d’étre spécifiquement exprimées ou inhibées au cours de cette pathologie.

Ces protéines séminales variantes peuvent étre secondairement fractionnées par électrophorese
bidimensionnelle et caractérisées par spectrométrie de masse afin de préciser si elles sont

susceptibles d’étre considérées comme marqueurs de la maladie.

3. Etablissement des diagrammes types

L’analyse des diagrammes ¢électrophorétiques montre que ces derniers présentent de nettes
différences en composition protéique a la fois qualitatives et quantitatives pour les différents
patients.

Un tel ensemble de résultats peut étre alors exploité en estimant le degré de différence (ou
d’analogie) entre les diagrammes des individus considérés deux a deux.

Cette représentation nous permet donc de conserver une image réelle du gel pouvant servir comme

base de données pour I’identification.
|
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Nous rapportons dans le tableau ci-dessous le diagramme type des protéines séminales des patients
malades et de sujet sain dans des conditions dénaturantes et réductrices révélées par SDS-PAGE

(1 : Présence de la bande, 0 : Absence de la bande, T : témoin).

Tableau 12: Matrice binaire des protéines séminales dans des conditions dénaturantes réductrices
révélées par SDS-PAGE.

Mobilité | 1 2 3 4 5 6 7 T 9 |10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15

15 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1

25 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0

34 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

38 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1

41 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

46 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0

48 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

59 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0

64 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0

70 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

78 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0

90 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

97 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

109 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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4. Etude de la variabilité des protéines séminales dénaturées et réduites

L’analyse ¢électrophorétique des 15 échantillons a permis de distinguer 15 bandes protéiques de

mobilités différentes dans les conditions dénaturantes et réductrices (tableau 13).

Tableau 13: Variabilité des protéines séminales

Bandes | Mobilite | Echantillons (E) Fréquence
(mm) (%)

Bl 5 E3 6.66
B2 15 El, E2, E3, E4, E5, E7, T, E9, E10, E11, E12, E13, E14, E15 93.33
B3 25 E3, E12, E13
B4 34 El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, T, E9, E10, E11, E12, E13, E14,

E15
B5 38 E2, E3,E7, T, E9, E10, E11, E12, E15
B6 41 E3, T 13.33
B7 46 El, E9, E10, E11, E12, E14 40
B8 48 El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, T, E9, E10, E11, E12, E13, E14,

E15
B9 59 El, E7, T, E10, E11 33.33
B10 64 E12, E14 13.33
Bll 70 El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, T, E9, E10, E11, E12, E13, E14,

E15
B12 78 T,E11
B13 90 El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, T, E9, E10, E11, E12, E13, E14,

E15
B14 97 El, E2, E3, E4, E6, E7, T, E9, E10, E11, E12, E13, E14, E15
B15 109 El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, T, E9, E10, E11, E12, E13, E14,

E15

D'aprés le tableau ci-dessus, nous constatons une grande variabilité des protéines séminales.

L'observation de ces dernieres dans l'ordre décroissant des fréquences montre que les bandes 4, 8,

11, 13 et 15 de mobilité 34, 48, 70, 90 et 109 mm, respectivement ont une frequence maximale de

100 %. Elles constituent les protéines séminales dominantes. Ensuite viennent les bandes 2 et 14

de mobilité 15 et 97 mm, respectivement avec une fréquence importante de 93,33% et sont
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présentes chez 14 échantillons. Elles sont suivies par la bande protéique 5 dont la mobilité est de
38 mm qui se trouve moins fréquente que les précédentes avec un taux de 60%. Concernant les
bandes 3, 6 et 7, 9, 10, 12 qui ont des mobilités différentes entre 25 et 78 mm ont des fréquences
moyennes de 20, 13.33, 40, 33.33, 13.33, 13.33%, respectivement. Enfin, nous retrouvons la bande
protéique 1 dont la mobilité est de 5 mm avec une fréquence minime de 6,66%.

5. Classification hiérarchique des protéines seminales

Les relations entre les différents patients sont établies a partir de leurs ressemblances dans la
composition proteique, pour cela, nous avons fait appel a la classification hiérarchique. Les
regroupements effectués a chaque pas de 1’algorithme de classification hiérarchique rassemble des
éléments qui sont plus ou moins proches entre eux.

La représentation sous forme de dendrogramme d’une classification matérialise bien le fait que les
classes formées au cours du processus de classification constituent une hiérarchie indiquée de
classe partiellement emboitées les unes dans les autres.

Le dendrogramme des protéines séminales dénaturées et réduites est présenté dans la figure

suivante.
Dendrogramme de 15 Variales
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Figure 23: Dendrogramme des 15 échantillons révélés dans les conditions dénaturantes et

réductrices fractionnés par SDS/PAGE.
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Le dendrogramme obtenu a partir des distances d’agrégations révele de nombreux groupes

permettant d’estimer la ressemblance dans la composition protéique des échantillons (figure 23).

A la distance d'agrégation 1.73, I’ensemble des échantillons est divisé en deux principaux groupes.
Le premier groupe contient uniquement le patient 3, sur plan clinique Le patient 3 est un homme

ageé de 47 ans, obese, diabétique et a subi une intervention chirurgicale.

Le second groupe est divisé & son tour en cing sous-groupes a la distance d’agrégation 1,42. Le
premier sous-groupe contient uniquement le patient 14 qui constitue un groupe a part, le deuxieme
sous-groupe comprend le patient 12 uniquement et le troisieme sous-groupe contient uniquement
le témoin 8 le quatriéme sous-groupe contient seulement le patient 5. Donc chacun de ces patients
constitue un groupe a part. Le patient 14 est un homme &gé de 45 ans dont le diagnostic montre
une inflammation aigue des testicules (orchiépididymite) il a subi une thyroidectomie totale parce
qu’il souffrait d’un goitre multinodulaire. ; Le patient 12 &4gé de 41 ans présente des problemes
d’HTA il est aussi fumeur pour plus de 15 ans ; le patient 5 4gé de 33 ans souffre d’une cardiopathie
son mode de vie est toxique vu la consommation d’alcool cela peut avoir un effet défavorable sur

la qualité du sperme.
Le cinquiéme sous-groupe renferme le reste des échantillons (13, 11, 9, 6, 4, 15, 2, 7, 10, 1).

La valeur moyenne des distances d’agrégations est de 1 (figure 23), dans cet intervalle, le
dendrogramme révele un degré élevé de similitude de la composition en protéines séminales de

presque tous les échantillons.

Cliniquement, les patients recrutés appartiennent a la tranche d’age (30 - 50 ans), avec des
pathologies associées (HTA pour les patients 1, 4, 7, 12 ; maladie respiratoire pour les patients 1,
6, 7 ; diabete pour de les patients 3, 6, 15 ; les maladies thyroidiennes pour les patients 14, 15;

cardiovasculaire pour les patients 4, 5) et les patients 13, 11, 9, 2, 10 sont sans pathologie associée.

Nous devons signaler un cas particulier, celui des patients 2 et 15, qui présentent des profils
entierement similaires malgré la différence d’age 32 et 50 ans respectivement ; et aussi au niveau
des pathologies associées vu que le patient 15 présente un diabete et une hypothyroidie ; il a des
antécédents de varicocéle en et prend des méedicaments antidépressifs. Tandis que le patient 2 est

sans pathologie associée.
Les résultats des analyses en cluster de la composition en protéines séminales et I’état
physiologique et pathologique des patients ne sont pas corrélés, autrement dit certains patients
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appartiennent au méme groupe malgré les différences qui subsistent entre les patients recrutés
entre eux d’une part et les différences qui existent entre les patients et le t¢émoin d’autre part.
C’est-a-dire la classification des patients en fonction des profils protéiques n’a pas suivi 1’état

pathologique et physiologique des patients.

6. Indice de similarité des diagrammes protéiques des échantillons

L’indice de similarité ou indice de ressemblance (IRS) a été calculé, en rapportant 1’indice de
similarité¢ absolu (IAS) au nombre total (N) des bandes présentes dans I’un, au moins, des
diagrammes des échantillons comparés. L’IAS présente 1I’ensemble des bandes qui ne sont pas

significativement différentes les unes des autres c'est-a-dire les bandes qui ont la méme mobilité.

Il calculé est ainsi : IRS = IAS /N x 100

Les indices de similarité des protéines séminales dénaturées et réduites sont rassemblés dans un
tableau. Des valeurs faibles signifient que les diagrammes présentent de nombreuses
dissemblances et inversement, lorsque les diagrammes apparaissent trés voisins. La plupart des
échantillons restent différenciables car leurs diagrammes présentent au moins une différence

significative.

Les indices de similarité ont été calculés pour 15 échantillons (14 ayant une infertilité masculine
azoospermie et un sujet sain). Ils sont représentés sous forme d’une matrice dans le tableau 14.
Cette matrice fournit les valeurs d'IRS trouvées entre les diagrammes protéiques comparés deux a

deux. Il en ressort que I’indice de similarité se situe entre 50 % et 100 %.
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Tableau 14: Indices de similarité des protéines séminales dénaturées et réduites révelées par
SDS-PAGE.

100% | 70% |53,85%

77,78%

60%

66,67%

80%

66,67%

80%

81,82%

66,67%

70%

80%

100% | 72,78% | 87,5% |66,67% | 75% |88,89% |72,73% |88,89% | 80% |[72,73% |72,13% | 78% | 70%
100% | 63,64% | 63,64% | 54,55% | 66,67% | 69,23% | 66,67% | 61,54% | 57,14% | 69,23% | 72,73% | 53,85% | 72,73%
100% | 75% |85,71% |77,78% |63,64% |77,78% | 70% |63,64% |63,64% | 87,50% | 77,78% | 87,50%
100% |6250% | 60% |63,64% | 60% |54,55% 66,67% | 60% | 66,67% |NE
100% | 66,67% | 54,55% | 66,67% | 60% |54,55% |54,55% | 75% |66,67% | 75% |WEM
100% |81,82% | 80% 81,82% | 66,67% | 70% |63,64% |88,89% [N
100% |66,67% | 75% |83,33% |57,14% | 58,33% | 53,85% | 72,73%
100% 81,82% | 81,82% | 70% | 80% |88,89%
100% [90,91% | 75% |63,64% [72,73% | 80% [NdON
100% | 69,23% | 58,33% | 66,67% | 72,73% (RN
100% |[72,73% | 81,82% | 72,73%
100% | 70% |77,78%
100% | 70% [NadN
100% |NiSH
D'aprés le tableau ci-dessus, nous constatons d'abord des valeurs d'IRS moyennes de 50%

observeées entre certains patients, comme les patients 5 et 11, 5 et 12.

Des valeurs plus élevées, qui fluctuent entre 60% et 90% sont aussi présentes. A titre d’exemple ;

e [RSa60 % entre les patients :1 et5,5et 7,5¢et 9, 6 et 10.

e |IRS a72.73 % entre les patients :2 et 3, 2 et le témoin, 2 et 11, 2 et 12, 3 et 13, 3 et 15, le
témoin etl5, 10 et 14, 11 et 15, 12 et 13,12 et 15.

e |RS a83.33 % entre les patients : le témoin et 11.
e IRS a90 % entre les patients :1 et 10, 7 et 10, 9 et 10.

Les diagrammes de ces différents patients présentent une légere dissemblance, ce qui implique une

forte similarité dans la composition protéique.

Enfin, une valeur maximale d'IRS égale a 100 % est observée entre les patients 2 et 15. Ce qui

signifie que ces patients présentent des diagrammes identiques avec la méme composition

protéique.
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Conclusion et perspectives
Ce travail a été effectué pour explorer le protéome séminal des patients atteints d’azoospermie et
le comparer avec celui du sujet sain par application des techniques d’électrophorese
monodimensionnelles SDS-PAGE, pour la recherche de protéines spécifiques pouvant avoir la
propriété de biomarqueur pour le diagnostic de la maladie.
Une étude rétrospective est réalisée dans le service de procréation médicalement assistée (PMA)
de la clinique Ibn Rochd, Constantine, cette étude inclut 14 patients atteints d’azoospermie dans
I’année 2020. Les résultats de notre étude, ont montré :
e Une fréquence plus élevée de cette pathologie dans la tranche d’age [40-44] ans ;
e Une prédominance d’infertilité¢ primaire (78.57%) ;
e Une fréquence d’infertilité primaire chez la tranche d'age de 40-44 ans avec un pourcentage
de 35,71%, tandis que ceux de ’infertilité secondaire sont de 45-50 ans avec 14,28 % ;
e Concernant les antécédents pathologiques, une prédominance des antécédents médicaux par
rapport aux autres antécédents ;
e Un effet modéré de ’activité professionnelle sur I’infertilité dont 1’exposition a la chaleur et
aux toxines semble étre un facteur délétére pour la spermatogenése ;
e Ilyaun lien entre le statut tabagique (nombre de cigarette) et I’infertilité ;

e Cependant la relation entre I’IMC et I’infertilité a apporté un intérét.

La méthode d’¢électrophorese utilisée pour la séparation des protéines est celle de Laemeli (1970)
modifiée par Singh (1991). Le choix de cette méthode était dans le but d’avoir une meilleure
expression des protéines. Pour cela, la technique d’électrophorése sur gel de polyacrylamide a été

réalisée dans les conditions dénaturantes et réductrices.
Cette méthode nous a fourni des diagrammes satisfaisants et nous a permis de :

e Comparer les profils électrophorétiques des sujets malades avec celui du témoin et de
remarquer que chacun des échantillons posséde un profil protéique qui lui est propre et qui
peut rassembler ou pas a celui d’un autre échantillon ou celui du témoin par 1’absence ou la
présence d’une ou plusieurs protéines,

e Réveler les mobilités de chacune des bandes protéiques,

e |dentifier des bandes protéiques communes entre les échantillons qui présentent diverses
pathologies.

e Distinguer les différences dans la composition protéique des patients malades et du témoin,

e Et enfin identifier quelques protéines susceptibles d’étre des biomarqueurs séminaux de la
maladie.
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En outre, une étude statistique a ¢té réalisée en calculant les fréquences, I’indice de similarité, et
également en établissant une classification hiérarchique des patients en se basant sur leurs
diagrammes types a permis d’apprécier numériquement la diversité des protéines séminales dans
les conditions dénaturantes et réductrices, mais cette analyse statistique n’était pas corrélée avec

1’état physiopathologique des patients.

L’analyse électrophorétique des protéines séminales renferme 15 bandes protéiques de mobilités
différentes. Une nette différence est observée entre le profil de témoin et des patients atteints
d’azoospermie. Pour les protéines séminales, 6 bandes protéiques (B2, B5 et B4, B8 et B6, B12)
communes entre les différents échantillons, sont les plus variables qualitativement et
quantitativement et sont soit absentes ou présentes d’intensité égale ou différente par rapport a
celles obtenues sur les profils de témoin et/ou des malades.

La comparaison des profils électrophorétiques a montré deux exemples de protéines séminales
exprimées chez le témoin et relativement absentes chez les patients atteints d’une azoospermie ;
les bandes B6 et B12 de masses moléculaires approximatives de 120 KDa et 40 KDa
respectivement. Un autre exemple de protéine exprimée chez le témoin et les patients malades, la
bande B8 de masse moléculaire approximative de 79 KDa. Cette protéine montre des variations
d’expression quantitatives avec une intensité égale ou différente par rapport a celles du témoin.
L’application des techniques d’électrophorése monodimensionnelle nous a fourni des résultats

satisfaisants mais elle reste insuffisante pour le diagnostic et la surveillance de I’azoospermie.

En perspectives, nous envisageons a améliorer 1’étude sur les protéines s€éminales par des études
sur un nombre plus importants d’hommes infertiles atteints d’azoospermie et par I’utilisation de la
technique d’électrophorese bidimensionnelle afin d’identifier et d’accroitre encore nos possibilités
de trouver un ou plusieurs protéines susceptibles d’étre considérées comme des biomarqueurs de

cette pathologie et de 1’identifier en second lieu par spectrométrie de masse.
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Annexes

Annexe 1
Questionnaire

Nom du patient : | | Prénom: | ECH I
Age du patient : | | Age de son partenaire -1
Poids du patient[ | Kg Taille[ | em
-Profession : ....
-Avez-vous souffert d’une infertilité primaire ou secondaire ?
-Infertilité primaire D
-Infertilité secondaire D
» S’il s’agit d’une infertilité secondaire :
-Vous essayez d’avoir un bébé depuis combien de temps ?
-Quelgues semaines D
-Plusieurs mois D
- Plusieurs années  []

La question Oui Non

S’il s’agit d’une infertilité primaire :
-Votre femme souffre aussi d’une infertilité ?

-Avez-vous d’autres antécédents urogénitaux ?
Si oui lesquelles ?2..................

-Avez-vous des antécédents familiaux ?
Si OUI Précisez ?.....cccvvvvveieinennen

- Etes-vous sous traitement hormonal ?
Sioui:-Quoi:.cccoeennrnnnnnnns
-Quand : ...............

-Avez-vous eu une de ces maladies ?

-Maladie cardiovasculaire ?

-Diabete ?
Si oui de quel type s’agit-il ? 1 D 12 g

-Maladie de la glande thyroide ?

-Maladie respiratoire ?

- Quel type de traitement suivez-vous ?

-antidépressive

-Bains chaudes

-Pratiquez-vous du sport ?
-Si oui : Quels sports avez-vous OU PratiqUezZ-VOUS ? -...ceceeeereeceseransesansosanes

-Etes-vous fumeur ?

Sioui:

-Combien de cigarettes fumez-vous par joUr ? -....cceeeeeeeeececeeencenns
-Vous étes fumeur depuis combien de tempPs ? -cueeieeieereeereecnennnns
-ancien fumeur

-Etes-vous alcooligue ?

-Stress




Annexes

Annexe 2

Gel de séparation (runing gel) :
[1Acrylamide 40% 12,4ml

[1Bis acrylamide 2% 2,4ml

[1Eau distillée 8,6ml

[1Tampon Tris-HCL pH 8,8 15,2ml
[1SDS 10% 0,40ml

[JAPS 1% 1ml

JTEMED 0,020ml

Gel de concentration (stacking gel) :
[1Acrylamide 40% 1ml

[1Bis acrylamide 2% 0,3ml

[1Eau permutée 10,2ml

[1Tampon Tris-HCL pH 6, 8 1,7ml

[1SDS 10% 0,14ml

[JAPS 1% 0,70ml

[JTEMED 0,014ml

Annexe 3 : tableau qui résume les dosages de la gamme étalon

Concentration solution DO

étalon BSA (mg/ml)
0,01 0,087
0,02 0,125
0,04 0,193
0,06 0,22
0,08 0,28
0,1 0,294

Annexe 4 : : tableau des dosages des échantillons

N° de tube DO Concentration
d’échantillons

1 1,489 0,61
3 1,466 0,6
4 1,511 0,61
5 1,469 0,6
6 1,391 0,56
7 1,495 0,61
8T 1.473 0.6
9 1,387 0,56
12 1,436 0,58
13 1,42 0,58
15 1,345 0,54
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Résumé

Au cours de ces derni¢res années, les troubles de I’infertilité ne cessent d’augmenter. Un couple
sur dix (15 %) consulte au cours de sa vie pour un probléme d’infertilité et dans 20% des cas,
I’infertilité est d’origine masculine et dans 40% des cas, elle est mixte. On retrouve de nombreuses
étiologies : anatomiques, génétiques et environnementales. Néanmoins, pres de 10 % des cas
d’infertilité sont inexpliqués.

Un biomarqueur est une molécule biologique trouvée dans les tissus ou les fluides biologiques
utilisée comme un outil biologique permettant de distinguer un état médical normal d’un état
pathologique et notamment dans de diagnostic précoce.

L’objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome du liquide séminal des patients
atteints d’azoospermie par 1’utilisation de la technique d’électrophorése monodimensionnelle
SDS-PAGE dans les conditions dénaturantes réductrices pour la recherche des biomarqueurs du
liquide séminal. Cette observation de protéines qui montrent des différences qualitatives ou bien
quantitatives nous donne une idée directe sur 1’expression ou bien la répression de certains génes
qui pourraient étre associés a cette pathologie. Pour cela 14 patients ayant une azoospermie agée
de 30 ans jusqu'a 50 ans ont été recrutés pour un prélevement du fluide séminal. Nous avons
comparé les profils électrophorétiques des protéines du liquide séminal du sujet sain et des
malades.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 15 bandes protéiques de mobilités différentes. Afin
d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines séminales, une étude statistique a été
effectuée en calculant les fréquences, 1’indice de similarité, également en établissant des
diagrammes types et une classification hiérarchique des individus selon la composition des
protéines du liquide séminal.

Ces résultats préliminaires ont montré des protéines du fluide séminal spécifiques et/ou variantes
au cours de 1’azoospermie susceptibles d’étre considérées comme des marqueurs de la pathologie
étudiée, ce qui ouvre des champs d’investigation nouveaux tant dans le domaine du diagnostic que
dans le suivi de ces pathologies.

Toutefois, aucun de ces marqueurs ne peut étre proposé pour une utilisation routiniére en Pratique
clinique a ce jour mais des études complémentaires sur le protéome séminal sont nécessaires pour
valider ces nouveaux biomarqueurs.

Mots clés : azoospermie, liquide séminal, biomarqueur, électrophorése, diagnostic.



Abstract

In recent years, infertility disorders have continued to increase. One in ten couples (15%) consult
during their lifetime for an infertility problem and in 20% of cases the infertility is of male origin
and in 40% of cases it is mixed. We find many etiologies: anatomical, genetic and environmental.
However, almost 10 % of infertility cases are unexplained.

A biomarker is a biological molecule found in tissues or biological fluids used as a biological tool
to distinguish a normal medical condition from a pathological condition and in particular in early
diagnosis.

The objective of this study is to investigate and explore the proteome of the seminal fluid of
patients with azoospermia by the use of the one-dimensional SDS-PAGE electrophoresis
technique under reducing denaturing conditions for the search for biomarkers of seminal fluid.
This observation of proteins that show qualitative or quantitative differences gives us a direct idea
of the expression or repression of certain genes that could be associated with this pathology. For
this, 14 patients with azoospermia aged 30 to 50 years were recruited for a seminal fluid sample.
We compared the electrophoretic profiles of seminal fluid proteins in healthy subjects and in
patients.

Analysis of the gels identified 15 protein bands of different mobilities. In order to numerically
appreciate the diversity of these seminal proteins, a statistical study was carried out by calculating
the frequencies, the similarity index, also by establishing standard diagrams and a hierarchical
classification of individuals according to the composition of the proteins of the seminal fluid.

These preliminary results showed specific seminal fluid proteins and / or variants during
azoospermia likely to be considered as markers of the pathologies studied, opening up new fields
of investigation both in the field of diagnosis and in the monitoring of these pathologies.

However, none of these markers can be proposed for routine use in clinical practice to date, but
further studies on the seminal proteome are needed to validate these new biomarkers.

Keywords: azoospermia, seminal fluid, biomarker, electrophoresis, diagnosis.
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d’une azoospermie par I’utilisation de techniques d’électrophorése monodimensionnelle SDS-
PAGE.

Résumé

Au cours de ces dernieres années, les troubles de I’infertilité ne cessent d’augmenter. Un couple sur
dix (15 %) consulte au cours de sa vie pour un probléme d’infertilité et dans 20% des cas, 1’infertilité
est d’origine masculine et dans 40% des cas, elle est mixte. On retrouve de nombreuses étiologies :
anatomiques, génétiques et environnementales. Néanmoins, prées de 10 % des cas d’infertilité sont
inexpliqués.

Un biomarqueur est une molécule biologique trouvée dans les tissus ou les fluides biologiques
utilisée comme un outil biologique permettant de distinguer un état médical normal d’un état
pathologique et notamment dans de diagnostic précoce.

L’objectif de cette étude est d’investiguer et explorer le protéome du liquide séminal des patients
atteints d’azoospermie par [’utilisation de la technique d’électrophorése monodimensionnelle SDS-
PAGE dans les conditions dénaturantes réductrices pour la recherche des biomarqueurs du liquide
séminal. Cette observation de protéines qui montrent des différences qualitatives ou bien
quantitatives nous donne une idée directe sur I’expression ou bien la répression de certains génes qui
pourraient étre associés a cette pathologie. Pour cela 14 patients ayant une azoospermie agée de 30
ans jusqu'a 50 ans ont été recrutés pour un prélevement du fluide séminal. Nous avons compareé les
profils électrophorétiques des protéines du liquide séminal du sujet sain et des malades.

L’analyse des gels a permis de dénombrer 15 bandes protéiques de mobilités différentes. Afin
d’apprécier numériquement la diversité de ces protéines séminales, une étude statistique a été
effectuée en calculant les fréquences, I’indice de similarité, également en établissant des diagrammes
types et une classification hiérarchique des individus selon la composition des protéines du liquide
séminal.

Ces résultats préliminaires ont montré des protéines du fluide séminal spécifiques et/ou variantes au
cours de 1’azoospermie susceptibles d’étre considérées comme des marqueurs de la pathologie
¢tudiée, ce qui ouvre des champs d’investigation nouveaux tant dans le domaine du diagnostic que
dans le suivi de ces pathologies.

Toutefois, aucun de ces marqueurs ne peut étre proposé pour une utilisation routiniére en Pratique
clinique a ce jour mais des études complémentaires sur le protéome séminal sont nécessaires pour
valider ces nouveaux biomarqueurs.
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