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INTRODUCTION



] Introduction

“Certaines révaient de devenir princesse, d’autres révaient du jour de leur mariage et
toute sa vie elle s’'imaginait devenir mere’’

La grossesse est une stimulation immunitaire particulieére, qui se développe dans un
organe tres spécialisé (I'utérus), protégé par sa propre barriere (la décidue). L’incapacité
des femmes a tomber enceinte aprés au moins 12 cycles de rapports sexuels non protégés,
ou apres six cycles pour les femmes de plus de 35 ans, est appelé une infertilité¢ (Kayem et
Batteux, 2008 ; Sadeghi, 2015). L’infertilité¢ est classée en sous-catégories primaire ou
secondaire. L’ infertilité¢ primaire est I’incapacité de concevoir un premier enfant, alors que
I’infertilité secondaire est I’incapacité de concevoir aprés une naissance vivante (Gibson et
Myers, 2000).

En effet, I’infertilité est due a des facteurs féminins dans 30% des cas et dans 10% des cas
de cause indéterminée ou dite «idiopathique». Elle peut étre expliquée par des problémes
hormonaux, immunologiques, environnementaux ou de la structure physique des organes
reproducteurs (Cameron, 2006 ; Coat et al., 2011).

L’infertilité¢ idiopathique est devenue une affection répandue dans 1’ensemble, touchant
plus de 15% des personnes en age de procréer dans le monde, le taux d’infertilité
inexpliquée parmi la population aux Etats-Unis est de 10-15% et entre 10-12% de la
population algérienne (Asrm, 2013 ; Hamdi, 2013 ; Liminana-Gras, 2017).

Le systéme immunitaire se modifie pendant la grossesse. Si ’interaction est réussie et est
étroitement régulée entre le systeme immunitaire maternel et le tissu feetal, la grossesse
sera normale. De plus, le systéme immunitaire doit « s’éteindre » lors de la conception, de
I’implantation et pendant un certain nombre d’étapes clés du premier trimestre, puisque
tout aspect immunologique peut causer des problemes (Hu et al., 2006 ; Kayem et Batteux,
2008 ; Hechtman, 2020).

La génétique de D’infertilité est un nouveau champ de recherche qui a connu un essor au
cours de ces derniéres années. Des preuves ont montré que le systéme complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (HLA-G) est impliqué dans les problémes de fertilité observés dans
certaines populations. Ainsi, depuis quelques années un intérét particulier avait ét€¢ accordé
au polymorphisme du gene de /’HLA-G. Des études ont examiné le role du géne HLA-G
dans P’infertilité¢ féminine idiopathique comme les fausses couches répétitifs et 1’échec de
I’implantation embryonnaire au cours de la fécondation in vitro (FIV) (Fan et al., 2019).

Le géne HLA-G, est localisé sur le chromosome 6 en p21.1-21.3, mesurant environ 43 Kb
et constitu¢ de trois parties principales : une région non codante ou région 3’UTR

(untranslated region), une région codante constituée de 8 exons, et une région promotrice
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ou 5’URR (upstream regulatory region), et son ¢épissage alternatif génére sept
polymorphismes: quatre membranaires (HLA-G1, -G2,-G3, -G4) et trois solubles (HLA-
G5, -G6, et -G7) ; dont la distribution tissulaire est limitée au feetus normal tandis qu’a
I’age l'adulte, le tissu présente une fonction tolérogeéne vis-a-vis des cellules immunitaires
innées et acquises (Carosella, 2015 ; Rouas-Freiss et al., 2021).

Au cours de la grossesse, I’expression de la molécule HLA-G dans le trophoblaste et plus
précisément le syncytio-trophoblaste, neutralise la fonction destructrice des cellules
Natural Killer (NK) (L’expression de cette molécule, dite « molécule de tolérance »,
constitue un mécanisme d'échappement a l'immuno-surveillance et protége les cellules
feetales de 1'agression des cellules immunes maternelles). Un défaut d’expression de HLA-
G conduit a une rupture de la tolérance feeto-maternelle et au rejet du feetus (Fuzzi et al.,
2002). Le manque d'expression des molécules de HLA-G par une cellule trophoblastique
l'expose a une attaque par les cellules NK, ce qui peut entrainer une perte de maintien de la
grossesse, entrainant une perte d'embryons sous forme de fausse couche récurrente
inexpliquée (Zhu et al., 2010).

L’insertion ou la délétion de 14 pb dans la région 3’ non traduite (3 UTR) dans I’exon 8
peut affecter la stabilit¢ de ’ARNm avec des niveaux inférieurs ou méme ’absence de
HLAs-G. Cette réduction conduit & une intolérance immunologique de la mére contre
I’embryon et augmente ainsi la probabilit¢ d’échec de I’implantation d’embryons ou
d’avortement (Monti et al., 2019).

Dans le monde et méme en Algérie, aucune étude antérieure sur la corrélation entre
I’infertilit¢ féminine idiopathique et le polymorphisme I/D du géne HLA-G n’a été
entreprise. Par conséquent, le but de ce travail est de :

- analyser les parametres épidémiologiques et anatomo-cliniques des femmes avec une
infertilité inexpliquée ;

- étudier les facteurs de risque impliqués dans ’apparition de I’infertilité idiopathique chez
les femmes algériennes;

- faire une exploration moléculaire du polymorphisme I/D du géne HLA-G chez les
femmes avec une infertilité¢ idiopathique ;

- prospecter d’éventuelles associations geéne/pathologie et facteurs de risques/maladie.
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I- Anatomie et physiologie

La grossesse se caractérise par d'importants ajustements physiologiques de tous les
systémes. Ces nouvelles caractéristiques ne sont pas toujours a I'avantage de la mere, elles
permettent vraisemblablement I'efficacité maximale de la croissance et du métabolisme du
feetus. Le feetus, par l'intermédiaire des hormones placentaires déversées dans la circulation
maternelle, manipule les mécanismes homéostatiques de la mere. Un grand nombre de
modifications apparaissent tot au cours de la grossesse, anticipant les demandes

métaboliques du feetus (Mandelbrot et Le Gardeur, 2014).

1. Fertilité naturelle de la femme

La fécondité¢ est définie comme la capacité biologique de la reproduction,
indépendamment de I’intention de grossesse ; la fertilit¢ démontre la fécondité, mesurée
par naissances vivantes ou mortinaissances parfois (Louis et al., 2011).
La fertilité est définie comme la capacité a « €tre enceinte et pouvoir avoir un enfant ». Elle
est vécue comme « bonne » ou « normale » lorsque les grossesses ont été obtenues
rapidement. Mais la définition de ce délai de conception rapide varie fortement entre les
femmes (Dubois-Bunel, 2016).
La fertilité chez la femme dépend ainsi de plusieurs facteurs :
-un nombre suffisant de follicules ovariens contenants des ovocytes de bonne qualité.
-des secrétions hormonales adéquates.
-des trompes perméables pour permettre la migration de I’ovocyte et des spermatozoides.

-ou encore la présence d’un utérus nécessaire a I’'implantation (Vaiman et al., 2019).

1.1. Anatomie de ’appareil reproducteur de la femme
Le systéme reproducteur féminin est divisé en organes génitaux externeset organes

génitaux internes (Figure 1).
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Figure 1: Appareil génital féminin (INC, 2011)

Les organes génitaux externes sont communément appelés la vulve et se composent
desgrandes lévres, des petites levres, du clitoris, du vestibule du vagin et des glandes

vestibulaires.Les organes internes se composent de :

1.1.1 L’ovaire

Qui contient les cellules germinales, est le principal organe reproducteur de la femme.
Il agit également comme un organe endocrinien, sécrétant des cestrogénes et de la
progestérone en réponse a la gonadotrophine et a la paracrine (Desai et al., 2017). Les
ovaires sont deux organes ovales situés dans la fosse ovarienne sur la paroi latérale du
pelvis, reliés a ’utérus par le ligament utéro-ovarien et a la paroi latérale pelvienne par le
ligament pelvien infundibulum (Graziottin et Gambini, 2015). L’ovaire prend une forme
d’amande mesurant en moyenne 3x1, 8x1,2 cm. La taille des ovaires varie avec 1’age,
pendant la période d’activité génitale, les ovaires mesurent en moyenne 4 cm en taille, 6
cm? en surface et 10 cm® en volume. Aprés la ménopause, la disparition de stock
folliculaire entraine une atrophie progressive de 1’ovaire qui mesure en reégle de 1,5 a2 cm

(Bazot et al., 2016).

1.1.2 Les trompes de Fallope (oviductes)

Mesurent environ 10 cm (4 pouces) de longueur et s’étendent latéralement de
I’utérus. Les tubes se composent de deux parties, I’isthme (partie courte, étroite, a paroi
épaisse plus pres de 1’utérus) et ’ampoule (partie plus large, plus longue du tube, plus pres

des ovaires) (Szmelskyj et al., 2015).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780702050107000023
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1.1.3 L’utérus
Est un organe musculaire situé¢ dans le bassin entre la vessie et le rectum; sa cavité
communique avec le vagin inférieur et avec les trompes de Fallope avec sa partie

supérieure (Graziottin et Gambini, 2015).

1.1.4 Le vagin
Est une structure tubulaire fibro-musculaire (de 6 & 12 cm de longueur) étendue entre

la vulve et le col de I'utérus (Szmelskyj et al., 2015).

1.2 Phases du cycle reproducteur de la femme

Le systéme reproducteur de la femme est le siege de changements cycliques réguliers
qui du point de vue téléologique peuvent étre considérés comme une préparation
périodique a la fécondation et a la grossesse. Ces phénomenes constituent le cycle
menstruel dont la manifestation la plus frappante est le saignement vaginal périodique qui
accompagne la chute de la muqueuse utérine (menstruation) (Ganong, 2005).
Le cycle menstruel peut étre défini comme une période au cours de laquelle le corps de la
femme se prépare a 1’éventuelle survenue d’une grossesse. La durée d’un cycle varie d’une
femme a 1’autre, et varie physiologiquement au cours de la vie d’'une méme femme. Il
commence a la puberté et se termine a la ménopause par €puisement des follicules ovariens
et par augmentation de résistance des follicules ovariens a 1'action des gonadotrophines.

Le cycle menstruel se déroule, essentiellement, sur deux phases(Figure2).

Blood vessels

oy Secondary i
. Tertiary follicle
Primordial F:n:':'\alry follicle
follicle T Cortex

Corpus
albicans

Corpus
luteurn

.~ radiata

Owvulated

Ruptured ovum

Tunica albuginea follicle

Developing corpus luteum  Germinal epithelium

Figure 2:Schéma représentant le follicule et I’ovocyte en développement dans le cortex
ovarien (Desai et al., 2017).
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Il commence par la phase folliculaire qui a une durée variable de 11 a 17 jours en
moyenne. Au terme de ce délai, I’ovulation, c'est-a-dire la libération d’un ovule fécondable
par le follicule, a lieu. Le cycle se poursuit alors par la phase lutéale, qui a une durée fixe
de 14 jours. L’ensemble des événements se déroulant tout au long d’un cycle est finement
régulé par les sécrétions hormonales ovariennes, qui sont elles-mémes sous le contrdle de
I’hypothalamus et de I’hypophyse. La variation des taux plasmatiques de ces hormones
engendrent des modifications cycliques du corps féminin, et en particulier de 1’utérus

(Salome, 2013).

2. Fécondation

La fécondation des gametes correspond a la fusion de deux cellules haploides, a savoir
I’ovocyte et le spermatozoide, aboutissant a la création d’une cellule unique, le zygote
(Swierkowski-Blanchard et Wainer, 2017).
L’invasion trophoblastique de 1’utérus est nécessaire pour le développement feetal. Les
trophoblastes envahissants remplissent de multiples fonctions essentielles, notamment
I’ancrage du placenta a I'utérus, la régulation de la tolérance immunitaire materno-feetale
et la conversion des artérioles spirale maternelles, assurant un apport sanguin adéquat a

I’espace intervilleux (Ilsley et al., 2020).

3. Cytotrophoblaste ou futur placenta

La cellule trophoblastique est la cellule essentielle du placenta. Elle se différencie d’une
part en trophoblastes villeux qui assurent les échanges fceto-maternels et les fonctions
endocrines du placenta, et d’autre part en cytotrophoblastesextravilleux invasifs,
indispensables a [DI'implantation et au remodelage des vaisseaux utérins. Le
cytotrophoblaste villeux fusionne et forme le syncytiotrophoblaste. Le CTEV
(cytotrophoblasteextravilleux) prolifére puis devient invasif et migre dans la décidue et le
myometre, il est appeléCTEV interstitiel. Il colonise les vaisseaux maternels (CTEV

vasculaire) ou se différencie en cellules géantes plurinucléées (Tsatsaris et al., 2010).
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3.1 Evolution du placenta

La surface du placenta humain est composée de syncytiotrophoblastesmultinucléaires
qui se dilatent tout au long de la grossesse par fusion intercellulaire a partir d’une couche
sous-jacente de cytotrophoblastesvillositaires mononucléaires (Rote et al., 2010).
Le développement du placenta peut étre divisé en trois stades.

- Stade prélacunaire : six jours apres la fécondation, le blastocyste limité par une
assise cellulaire, le tropho-ectoderme, s’accole a 1’épithélium utérin. Puis, a partir du
trophoectoderme se différencie une assise cellulaire interne, constituée de
cytotrophoblastes. Ces cellules fusionnent pour former un vaste syncytium formant 1’assise
cellulaire externe appelée syncytiotrophoblaste. Ce dernier, trés invasif a ce stade, pénétre
I’épithélium utérin et envahit I’endomeétre, grace a son activité protéolytique; il en résulte
la nidation du blastocyste au sein de la muqueuse utérine (Tsatsaris et al., 2010).

8éme

- Stade lacunaire: Vers le jour suivant la fécondation, des vacuoles
apparaissent dans cette masse syncytiale. Ces vacuoles vont progressivement former des
lacunes entre les travées syncytiales. Ces lacunes forment un espace qui deviendra la
chambre intervilleuse (Olivier, 2012).

- Stade villeux : Au 13*™jour, les cytotrophoblastes, qui étaient encorelimités & une
assise interne, vont envahir les travées desyncytium formant ainsi les villosités
chorialesprimaires.Aprés deux semaines, ces villosités primaires sont envahies par le
mésenchyme embryonnaire et constituent les villosités secondaires. Enfin, les capillaires
feetaux apparaissent dans 1’axe mésenchymateux, cette vascularisation caractérise la
formation de la villosité tertiaire. En parallele, le réseau vasculaire foetal de 1’allantoide
atteint la plaque choriale et se connecte aux vaisseaux des troncs villositaires. La villosité
choriale apparait dans sa constitution définitive vers la 3™ semaine aprés la fécondation.
A terme, le placenta est un disque d’environ 20cm de diamétre et de 3cm d’épaisseur qui
pese approximativement 500 g. La face feetale est appelée plaque choriale alors que la face
maternelle est appelée plaque basale. Entre ces deux plaques, les villosités choriales
flottent dans la chambre intervilleuse dans laquelle circule le sang maternel. L’arbre

villositaire est également constitu¢ de villosités crampons, situées a la plaque basale et

ancrées dans I’endométre (Tsatsaris et al., 2010).
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3.2 Circulation placentaire

Le placenta est formé d’une double circulationen paralléle, la circulation maternelle et
la circulation feetale entre lesquelles s’interpose le trophoblaste. La circulation maternelle
comprend les artéres utéro placentaires, la chambre intervilleuse puis les sinus veineux. La
circulation feetale comprend laveine ombilicale qui apporte le sang oxygéné provenant du
réseau vasculaire feetal du placenta, depuis le capillaire villositaire jusqu’aux veines
trunculaires puis aux veines de la plaque choriale,au feetus, directement dans 1’oreillette
droite parle canal d’Arantius et deux artéres ombilicales qui apportent le sang déssaturé du
feetus au placentapar les deux artéres iliaques, puis les deux artéresombilicales, puis les
arteres de la plaque choriale ,enfin les artéres trunculaires jusqu’aux capillaires

villositaires(Figure 3) (L’Herminé-Coulomb, 2005).

Lobule featal

Vaisseaux chorioallantoidiens

2
=

Villosités terminales

Glandes endométriales Sinus veineux Artéras utéroplacentaires
|

el e Circulation foatale ———pe
dk Circulation maternelle »

Figure 3: Représentation schématique du placenta. A : arteére; V : veine (L’Herminé-

Coulomb, 2005)
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I1-Infertilité féminine

L’infertilité¢ est définie comme I’incapacité de réaliser une grossesse apres 12 mois
d’intercours sexuels non protégés réguliers. Elle est caractérisée par la difficulté ou
I’incapacité d’un couple a concevoir un enfant (Brzakowski et al., 2009 ; Buckett et Sierra,
2019).
L’infertilité, la stérilité et I’infécondité sont des termes qui sont souvent utilisés de fagon
vague et synonyme, sans égard aux différences ou a une définition précise de chacune
d’elles (Limifiana-Gras, 2017).Le terme stérilité est utilisé par certains cliniciens de fagcon
interchangeable avec I’hypofertilité ; Elle a également été définie comme toute forme ou
catégorie de fécondité réduite chez les couples qui tentent sans succes de concevoir

(Yazbeck, 2016).

1. Epidémiologie

L’infertilité¢ touche de 10 a 15 % des couples en age de procréer dans le monde.Selon
I’OMS, le taux d’infertilité féminine est de 30% en Afrique subsaharienne (Kouamé et al.,
2012 ; Le et al., 2020). Dans le monde, plus de 186 millions de personnes souffrent
d’infertilité, la majorité étant des résidents de pays en développement (Vander Borght et
Wyns, 2018).
Les statistiques récentes des CDC (Centers of Disease Control and Prevention) sur
I’infertilité comprennent ce qui suit :

- pourcentage des femmes agées de 15 a 44 ans dont la fécondité est altéré : 12,1 %.

- pourcentage des femmes mariées agées de 15 a 44 ans qui sont infertiles : 6,7 %.

- nombre de femmes agées de 15 a 44 ans qui ont déja eu recours aux services

d’infertilité : 7,3 millions.
- pourcentage des femmes agées de 15 a 44 ans qui ont d¢ja eu recours a des services

d’infertilité : 12,0 % (Hechtman, 2020).

2. Classification

L’infertilité est classée comme primaire, secondaire ou primo-secondaire.

- Infertilité primaire: lorsqu'un couple, malgré une activit¢ sexuelle dans les
limites de la norme et en absence de contraception depuis plus d'une année, n'a

jamais congu.
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- Infertilité secondaire : lorsqu'une grossesse, voire une naissance, a déja eu lieu,
mais peine a se renouveler.
- Infertilité primo-secondaire : lorsqu’unegrossessea démarré mais sans naissance
d’un enfant : c’est le cas des fausses couches (Hazard et Perlemuter, 2000).
L’infertilit¢ secondaire représente 60,6% des cas et l'infertilit¢ primaire 39,4%
(Shinga, 2012 ; Belley Priso et al., 2015).Néanmoins, bien que la prévalence de I’infertilité
primaire soit relativement faible en raison de la maternité précoce, il existe des taux élevés
de I’infertilité secondaire, en particulier en Afrique. Elle est plus fréquente dans les régions
du monde ou les taux d’avortement non sécuritaire et de mauvais soins de maternité sont
¢levés, ce qui entraine des infections post-avortement et post-partum (Limifiana-Gras,

2017 ; Vander Borght et Wyns, 2018).

3. Infertilité féminine idiopathique

L’infertilit¢ inexpliquée est définie comme I’absence de causes identifiables de
I’infertilité (Buckett et Sierra, 2019). Il semble exister un consensus pour dire que
I’infertilité est idiopathique si I’ovulation est normale, les trompes et la cavité utérine sont
normales (Cédrin-Durnerin, 2006).
Plusieurs études montrent que la plupart des femmes ne sont pas conscientes du fait que
retarder la grossesse augmente le risque d’infertilité.
Le diagnostic de l’infertilit¢ idiopathique est un diagnostic d’exclusion qui est retenu
lorsque I’explication de I’infertilité reste inconnue. Encore faut-il les avoir cherchées et
savoir jusqu’ou il faut explorer (Cédrin-Durnerin, 2006). Les femmes restants dans
lesquels aucune anomalie n’est constatée au cours de I’examen de fertilit¢ sont

diagnostiqués comme ayant une sous-fécondité¢ inexpliquée (Mol ef al., 2018).

3.1. Causes possibles de I'infertilité féminine

L’infertilité ne peut pas étre considérée comme un groupe homogeéne de problémes de
santé, mais plutdt comme une combinaison diversifiée et étendue de problémes de santé
déterminés par des facteurs multiples et différents. Donc, l'infertilit¢ du couple est
multifactorielle. L’estimation de ’infertilit¢ montre qu’un couple sur six consulte pour un

probleme d'infertilité primaire ou secondaire (Yazbeck, 2016 ;Liminana-Gras, 2017).
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3.1.1. Dysfonctionnement hypophysaire ou folliculaire

Les hormones sexuelles sont sécrétées par les gonades, testicules et ovaires. Ce sont
des hormones stéroides. Leur sécrétion est régulée par le complexe hypothalamo-
hypophysaire (Figure 4). Une étude a révélé que 5%des femmes présentant une infertilité
idiopathique présentaient une élévation des niveaux de la FSHau début de la phase

folliculaire (Pillon, 2012).

Hypothalamus
Neurone hypothalamique f;'w " ‘
neurosécréteur ;

Antéhypohyse endocrine

T

Reéseau capillaire

Figure4:Complexe hypothalamo-hypophysaire (Pillon, 2012)

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK), I’insuffisance ovarienne (IO)
prématurée et fibrome utérin représentent les maladies de dysfonctionnement
hypophysaire ou folliculaire.

- Le syndrome des ovaires polykystiques : il est extrémement fréquent puisqu’il
touche plus de 5% de la population féminine. Il s’agit d’une cause majeure
d’anovulation.L’infertilité qui en découle est liée a ’augmentation de la fréquence et de
I’amplitude des pulses de LH, conduisant a une augmentation des androgenes intra-
folliculaires, une inhibition de la croissance de la granulosa (avec diminution de 1’activité
aromatase), une reprise prématurée de la méiose ovocytaire et une avance de la maturation
endométriale (oligospaniomenorrhea) (Pillon, 2012 ; Merviel ef al., 2017).

- L’insuffisance ovarienne prématurée : 1’10 se caractérise par une absence ou une

diminution de la fonction ovarienne normale. Elle est considérée prématurée si elle
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survient avant 1’age de 40 ans avec une élévation du taux de FSH>20 mUI/L et diminution
du taux d’AMH < 0,5 ng/mL (Ravel et al., 2016).

- Les fibromes utérins : les myomes ou de I¢éiomyomes utérins sont des tumeurs
fibromes utérins aussi connus sous le nom des cellules musculaires lisses ; il s’agit des
tumeurs gynécologiques bénignes les plus courantes chez les femmes en age de procréer.
Leur présence est souvent constatée dans le cadre de I’exploration qui est menée chez un
couple aux prises avec I’infertilité ; par ailleurs, ces fibromes sont d’origine monoclonale.
Les fibromes sous-muqueux exercent un effet négatif sur les taux d’implantation, de
grossesse clinique, de grossesse en cours, de fausse couche et de naissance vivante. Il a été
démontré que 1’échographie constitue un moyen adéquat, rapide, sir et rentable de
déterminer la taille, le nombre et I’emplacement des fibromes (Carranza-Mamaneet al.,
2016).

L’hystérosalpingographie est la technique utilisée pour évaluer la perméabilité tubaire chez
les femmes aux prises avec I’infertilité¢ et pour écarter la présence d’une pathologie intra-
utérine (Soares et al., 2000).

L’IRM a ¢été bien étudiée pour ce qui est de I’évaluation des utérus fibromateux,
particulierement en ce qui concerne la cartographie des fibromes et la détermination de

leur pénétration sous-muqueuse (Dueholm et al., 2002).

3.1.2. Dysfonctionnement des gamétes

Chaque gameéte mature est le produit fini et unique du processus méiotique, et leur étude
n’est pas influencée par les parameétres de viabilité ou de perte embryonnaire précoce,
associés a I’examen des produits d’avortement ou des nouveaux-nés (Vialard et Pellestor,
2008).
Le blocage de la méiose ovocytaire affectant la transition entre la métaphase I et la
métaphase II. Ce phénomene est 1ié a l'infertilité primaire idiopathique. Une autre théorie
suggere qu’un défaut de la trompe de Fallope lors de la capture naturelle des ovules
pourrait s’observer chez ces femmes, bien que cela soit difficile a vérifier (Bergere et al.,
2001).
3.1.3. Altération de la fonction de ’endometre

L’endomeétre présente toutes les propriétés requises pour I’implantation embryonnaire

au moment de la « fenétre d’implantation » située entre le 5™ et le 7™ jour aprés
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I’ovulation. Cette période est marquée par des ¢événements morphologiques et

biochimiques bien coordonnés (Porcu et al., 2004).

- L’endométriose

L’endométriose est définie par la présence d’un tissu endométrial comportant a la fois
des glandes et du stroma en dehors de la cavité utérine. L’endométriose minime ou légere
est parfois responsable d’hypofertilité. Cette relation semble plus nette dans les stades
évolués.Une faible expression des récepteurs de la progestérone au niveau de I’endomeétre
et une induction cestrogeénique inadéquate des récepteurs de la progestérone ont été
rapportés chez les femmes avec infertilit¢ non expliquée (Pillon, 2012).Trois types sont
individualisés: endométriose péritonéale superficielle, kystes endométriosiques et

endométriose sous-péritonéale profonde (Kehila et al., 2014).

- Les polypes endométriaux

L’hystérographie permet le diagnostic de polype utérin lors de la mise en évidence
d’une image non opacifiée avec parfois identification du pédicule (Dechanet et al., 2009).
Leur diagnostic est suspecté par échographie et HSG (Hystéro Salpingo Graphie) mais
I’examen de référence est I’HSG (Lepage et al., 2018)

3.1.4. Débit sanguin altéré de 'artére utérine ou spirale

Les artéres utérines se divisent pour donner des artéres arquées, qui vont
secondairement donner les artéres radiaires qui traversent le myometre avant de se
transformer en artéres spiralées au niveau de I’endométre. Des artéres radiaires naissent

¢galement des arteres basales qui vascularisent I’endométre profond (Figure 5).
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Figure 5: Schéma montrant la vascularisation artérielle de I’utérus humain non gravide

1: Artére spiralée, 2: arteére basale, 3: artére radiée, 4: artére arquée (Morel, 2012)

Un flux sanguin artériel utérin anormal pourrait étre associé a une infertilité
idiopathique. Ainsi, une impédance augmentée de l'artére utérine dans la phase mi-lutéale
ou un flux anormal dans les artéres spirales pourrait altérer le processus d'implantation

(Morel, 2012).

3.1.5. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux contribuent grandement a I’infertilité. Dans le contexte
des facteurs environnementaux, le role de la pollution atmosphérique, des métaux lourds,
des hydrocarbures pétroliers et de la chaleur excessive sera discuté (Zauner et Girardi,
2020).
Chez la femme, le tabagisme actif ou passif diminue la fertilit¢ de 10% a 20% en
augmentant le délai de conception, avec une relation dose-effet et le risque de grossesse
extra-utérine.
La consommation d’alcool a risque est plus difficile a établir. Les effets de 1’alcoolisme sur
la fertilité féminine est plurielle avec des risques de dysfonctions gonadiques centrales ou
périphériques se traduisant par des troubles du cycle menstruel.
Les régimes hypocaloriques chez les femmes sportives ou dans le domaine de I’esthétisme

entrainent des troubles ovulatoires (Brzakowski et al., 2009).
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3.1.6. Facteurs immunologiques

De nombreux types d'anticorps ont été suggérés comme causes possibles de
l'infertilitéidiopathique. Ainsi, les anticorps ovariens sont fréquents chez les femmes
présentant ce typed’infertilité. L’auto-immunité anti-ovarienne intervient tres
vraisemblablement comme un mécanisme étiopathogene parmi d’autres dans une situation
pathologique, comme I’infertilité dite inexpliquée (Forges ef al.,2003).
Parmi les causes immunologiques, le SAPL (syndrome des anticorps anti-phospholipides)
et le LES (le lupus érythémateux systémique) peuvent étre des causes d’infertilité féminine

(Cheloufi et al., 2018).

- syndrome des anticorps anti-phospholipides

Le SAPL associe des manifestations thrombotiques artérielles et/ou certaines
complications obstétricales a la présence durable d’anticorps dits « anti-phospholipides»
(aPL). Ces marqueurs biologiques constituent une famille trés hétérogéne d’auto-anticorps
subdivisés en deux groupes : des anticorps mis en évidence par des techniques de
coagulation, les anticoagulants circulants de type lupique ou lupus anticoagulant (LA) et
des anticorps détectés par des méthodes immunologiques de type ELISA : anti-
cardiolipines (aCL) et anti-béta-2-glycoprotéine 1 (anti-B2GP1) principalement. D’autres
spécificités sont rapportées en particulier anti phosphatidyléthanolamine (aPE), anti-

prothrombine (aPT), anti-annexine (Ellouze et Guermazi, 2011).

- Lupus érythémateux systémique

Le LES, ou lupus érythémateux disséminé, est une maladie rare, chronique et
particuliérement invalidante. Le lupus se caractérise par une perte de tolérance vis-a-vis
d’antigénes du soi, avec la production d’auto-anticorps (antinucléaires et anti-acide
désoxyribonucléique [ADN]) a D'origine des Iésions tissulaires inflammatoires. Cette
réaction auto-immune est entretenue par différentes boucles d’amplification dont les
mécanismes mettent en jeu a la fois des cibles cellulaires (lymphocytes B, lymphocytes T
folliculaires helper, cellules dendritiques) et des cibles moléculaires (des cytokines telles
que les interférons o et B, la protéine BAFF/BIlyS, les protéines impliquées dans la
signalisation cellulaire, les protéines d’adhésion cellulaire, les molécules de co-

stimulation...) (Buxeraud, 2016).
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3.1.7. Facteurs génétiques

Les mariages consanguins augmentent considérablement I’incidence des troubles
récessifs héréditaires et affectent certains parametres de la santé reproductive et
développementale comme les taux d’infertilité et les fausses couches récurrentes (Vander
Borght et Wyns, 2018).
Les variantes génétiques pathologiques déréglent les processus méiotiques qui se
produisent pendant la prophase I, la reprise méiotique, la ségrégation chromosomique et la
régulation du cycle cellulaire. Ce déréglement peut entrainer des ovules anormaux
(aneuploides) sur le plan chromosomique. A son tour, I'aneuploidie de I'ovule entraine un
large éventail de phénotypes cliniques d'infertilité, notamment une insuffisance ovarienne
primaire et une ménopause précoce, un échec de la fécondation des ovules et un arrét du
développement embryonnaire, ou des fausses couches a répétition. Par conséquent, des
variantes génétiques maternelles émergent en tant que bio marqueurs d'infertilité, ce qui
pourrait permettre une prise de décision éclairée en matiere de reproduction (Biswas et al.,
2021).
Les approches génomiques, y compris le séquencage de nouvelle génération et les puces
cytogénétiques, ont commencé a identifier les relations entre les phénotypes cliniques
d'infertilité et les variantes génétiques maternelles. La maladie de l'infertilité comprend un

éventail de niveaux de fécondité des patients, y compris I'hypofertilité (ACOG, 2019 ).

II- Immunologie de la grossesse

La grossesse est un paradoxe immunitaire dans lequel le foetus immunologiquement
étranger doit prospérer tout en étant en contact direct avec le systéme immunitaire maternel
tout en maintenant une défense immunitaire contre les agents pathogenes (Tong et
Abrahams, 2019).
La grossesse est une semi-allogreffe temporaire qui survit pendant neuf mois. Elle se
développe dans un organe trés spécialisé (I’utérus), protégé par sa propre barriere (la
décidue). Le foetus, immunologiquement étranger a 1’organisme maternel, impose des
adaptations physiologiques pour empécher le processus de rejet. Les régions propices aux
interactions immunologiques feeto-maternelles sont le placenta, la décidue utérine et le
compartiment sanguin maternel. Cependant, l'immunologie de la grossesse humaine

normale reste énigmatique (Keyem, 2008).
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1. Placenta et grossesse

Le placenta est la seule greffe de tissus allo génique de la nature. Le placenta humain est
un organe feetal qui est en contact intime et prolongé avec les systémes immunitaire et
cardiovasculaire maternels. Il résiste a la lyse par les anticorps cytotoxiques maternels anti
paternels, en inhibant 1’activation du complément par des molécules régulatrices(Le-
Bouteiller et Tabiasco, 2006).
Au moment de I'implantation au tout début de la grossesse, les cellules trophoblastiques
placentaires interagissent directement avec les cellules du systéme immunitaire maternel
qui sont soit en circulation, résident dans I'endomeétre de la grossesse, la caduque, ou
recrutés a I’interface materno-feetale.
Malgré d'importants progrés de la recherche, il reste a comprendre le phénomeéne
d’expression d’antigénes paternels par les cellules placentaires (non soi) afin d’échapper a
l'attaque immunitaire de la meére et comment ils transforment l'utérus en systéme
immunisant, mais propre, dans lequel le placenta et le feetus sont capables de se développer

pendant la durée de la grossesse (Tong et Abrahams, 2020).

1.1. Roles du placenta

Le placenta humain est l'organe temporaire extra-embryonnaire qui n'est présent que
pendant la grossesse ; longtemps considéré comme une barriere protégeant le feetus
renforcée par la présence d’acide sialique, les mucopolysaccharides et les effets des
hormones hCG(human Chorionic Gonadotropin) et HPL (Human Placenta lactogen). 11
assure plusieurs fonctions, y compris le transport de nutriments et du gaz (Hanssensa et
al.,2012).
De plus, il préserve le feetus des lymphocytes T maternels par plusieurs mécanismes
complémentaires: 1’absence d’expression du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH), I’expression de ’'HLA-G et un mécanisme d’épuisement actif du tryptophane par
le bais d’une enzyme : Indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), qui est fortement exprimée par
le trophoblaste, et en particulier le trophoblaste extravilleux (EVT). L’IDO catabolise le
tryptophane dont les cellules T ont besoin pour leur activité (Kayem et Batteux, 2008).
Le trophoblaste est le chef d’orchestre de I’installation de la tolérance au cours de la
grossesse vu qu’il interfere avec le fonctionnement de la plupart des effecteurs de

I’immunité : les cellules NK, les macrophages et les cellules dendritiques ainsi que les
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cellules T. En intervenant sur ces effecteurs, il intervient au cours de la plupart des
mécanismes de tolérance rencontrés pendant la grossesse :

- par son antigénicité particuliére,

- par son intervention sur 1’activation des cellules T,

- par P’induction de cellules régulatrices et suppressives,

- par ’induction de I’apoptose des cellules immunitaires,

- par la libération de corps apoptotiques et d’exosomes,

- par altération du métabolisme du tryptophane (Mesdag et a/.,2014).

1.2. Immunologie du placenta

L'embryon présente a la surface de ses cellules des protéines HLA différentes de celles
desa mere, puisque la moitié¢ de ses genes lui sont apportés par le pronucléus paternel.
Pourlesystéeme immunitaire de la mere, il constitue donc le «non soi» et devrait étre
¢liminé s'il n'existait pas des mécanismes de protection. Aprés l'implantation, le CTEV
présente des antigénes d'histocompatibilit¢ monomorphes de type HLA-G (invariables
entre individus de la méme espece). Cette molécule joue un role essentiel dans la tolérance
feeto-maternelle. Sa présence a la surface de ces cellules inhibe 1’activité cytotoxique des
lymphocytes NK infiltrant le tissu maternel .Ceci est dii a l'interaction entre les récepteurs
inhibiteurs de la lyse NK et HLA-G. La molécule HLA-G a également la capacité de
contrer l'action des cellules T cytotoxiques en inhibant leur capacité lytique antigéne-
spécifique. Son interaction avec trois récepteurs spécifiques exprimés sur les cellules T, B,
NK et les cellules présentatrice d’antigenes (APCs) lui permet d’interagir a tous les
niveaux de la réponse immunitaire (Carosella, 2014). L’expression de la molécule HLA-G
permet d’empécher 1’attaque des cellules NK en se liant aux killer inhibitorreceptor (KIR)

1 et 2 (Dorling et al., 2000).

2. Tolérance a I’interface feeto-maternelle

La tolérance feeto-maternelle représente le seul exemple non pathologique de tolérance
naturelle induite par une greffe semi-allogénique. Le placenta utilise plusieurs mécanismes
pour réguler et adapter la tolérance immunitaire maternelle. Il a la capacité de détecter les
déclencheurs infectieux et non infectieux et de générer les réponses innées de type

immunitaire (Robertson, 2015).
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Durant la grossesse, le feetus semi-allogénique est accepté par le systéme immunitaire
maternel. C’est le résultat de I’installation d’une tolérance active dirigée par le
trophoblaste. Dés le début de la grossesse, le trophoblaste sécréte de I’hCG, hormone aux
vertus de tolérance, il se protége contre les effecteurs de I’immunité en n’exprimant pas les
antigenes HLA I et II classiques, mais une molécule HLA I non classique, HLA-G,
intervenant dans plusieurs mécanismes de tolérance. Le trophoblaste attire les cellules
immunitaires dans la décidua ou il maintient un environnement éduquant les cellules

immunitaires vers la tolérance (Chaouat ef al., 2010).

2.1. Cellule immunitaire a ’interface materno-feetale

L'interface feetale-marenelle se compose principalement de stroma maternel décidual,
envahissant le trophoblaste placentaire et les cellules immunitaires maternelles. Leurs
présence est appropriée selon le phénotype/fonction de ces cellules immunitaires
maternelles est absolument nécessaire pour un succes d’une grossesse. Au cours du
premier trimestre de la grossesse, la plupart des leucocytes maternels présents dans la
caduque sont les NK, avec les autres étant des macrophages, des cellules T et des cellules
dendritiques(Mor et Abrahams,2017).
D’autres cellules immunitaires tels que les mastocytes, les cellules B et les cellules
lymphoides innées sont également présents a faible nombres. Bien que le nombre de
cellules NK reste relativement stable tout au long de la gestation, il y a une expansion des
cellules T régulatrices (Tregs) avec la gestation qui s'accumulent autour des trophoblastes
envahissants. Les roles potentiels du systtme immunitaire dominant les cellules a
l'interface materno-feetale sont brievement décrites dans la figure 6 (Tong et Abrahams,

2020).
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Figure 6: Présence appropri¢e du phénotype et la fonction des cellules immunitaires

maternelles (Tong et Abrahams, 2020).

3. Généralités sur PTHLA-G
3.1. Présentation du systéme HLA

La famille des génes HLA est située sur le bras court du chromosome 6 et s'étend sur

plus de 3,7 millions de paires de bases (Figure 7) (Shiina

etal., 2017).

Chromosome 6
q

Centromere

(HINTHN BN ECH

i

Region

Bf Hsp70
C4 C2 TNF

oR

HLA Class Il HLA Class Il

* Classical Genes
7 Non-Classical Genes

HLA Chromosomic

6p21.1-21.3v

HHHHHH

5t INY

HLA Class|

Figure 7 : Localisation et organisation du complexe HLA sur le chromosome 6 (Arnaiz-

Villena et al.,2020).
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La région HLA contient plus de 200 génes dont une majorité n'est pas apparentée au
systétme immunitaire mais certains peuvent avoir un role indirectement fonctionnel. Ces
différents génes sont subdivisés en 3 groupes distincts : les génes HLA de classe I, classe 11
et classe III. Les génes HLA impliqués dans la réponse immunitaire font partie des classes
I et II, codant pour des protéines structurellement et fonctionnellement différentes. La
région HLA de classe III code pour des composantes importantes dans les inflammations,
comme les molécules du complément ou des facteurs comme le facteur B ou le facteur de
nécrose tumorale (TNF) (Williams, 2001).

Les genes codant pour les antigenes HLA I sont regroupés a l'extrémité télomérique de la
région HLA sur le chromosome 6p21. Relativement peu de genes HLA I sont transcrits ou
traduits, les génes de classe I exprimés sont subdivisés en classe la, qui comprend HLA-A,
-B et -C, et en classe Ib, qui comprend HLA-E, -F et —G situés dans la méme région que les
genes HLA classiques de classe la (Arjmand et Samadi, 2016 ;Gallegoser al.,2016 ;
Arnaiz-Villena et al., 2020).

Les génes de HLA I sont organisés en huit exons codants respectivement pour une
séquence signal (exon 1), trois domaines externes (exons 2, 3, 4), un domaine
transmembranaire (exon 5), un domaine cytoplasmique (exons 6 et 7) et une région 3’ non
traduite (exon 8). Les exons sont séparés par 7 introns non codants a I’exception les
cellules sexuelles males (spermatozoides), les cellules nerveuses et les cellules feetales
(Gallegos et al.,2016).

Toutefois, la région HLA II abrite trois principaux génes HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP
ainsi que d’autres génes (DO, DM). Les molécules de classe II ont une distribution plus
limitée que celles de la classe 1. Elles sont retrouvées au niveau de certains types cellulaires
tels que les lymphocytes B, les lymphocytes T activés, les macrophages et les cellules
dendritiques (Chinen et Buckley, 2010).

Plus de 15 000 alleles HLA T et 5000 HLA 1II ont été identifiés chez I'hnomme (Robinson et
al., 2015), et ce polymorphisme étendu constitue un grand pool de molécules capables de
se lier et de présenter des peptides dérivés de cellules infectieuses ou tumorales (Bai et al.,

2020).
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3.2. HLA G : Molécule du CMH

Le géne HLA-G a été identifié en 1987 (Geraghty et al., 1987) et l'expression de la
protéine HLA-G a été observée pour la premicre fois dans des CTEV en 1990 (Kovats et
al.,1990). Les caractéristiques génétiques et moléculaires et les fonctions biologiques du
HLA-G ont été étudiées en profondeur.
Les antigenes HLA T classiques, HLA-A,B et C, comme les antigénes de classe 1I, jouent
un role important dans [’induction d’une réponse immunitaire spécifique via la
présentation antigénique aux cellules T. Ces molécules trés polymorphes constituent des
antigeénes de transplantation qui peuvent étre reconnus par les lymphocytes T alloréactifs
(Carosella, 2014).
Contrairement aux CMH classiques, HLA-G, cette molécule HLA non classique de classe
I, a été décrite pour la premiere fois comme jouant un rdle essentiel dans le maintien de la
tolérance foeto-maternelle (Kovats et al.,1990). Plus tard, il a ét¢ démontré que HLA-G
module les réponses immunitaires innées et adaptatives et favorise la tolérance dans
différents contextes cliniques. La fonction de HLA-G est favorable pendant la grossesse ou
apres la transplantation car elle protége du rejet et dans les maladies auto-immunes puisque
il empéche les réponses auto réactives, ou il est préjudiciable lorsqu'elle est exprimée par
les tumeurs ou lors d'infections chroniques, induisant des mécanismes d'échappement
immunitaire (Carosella et al., 2015).
Le locus HLA-G présente un schéma d'expression tissulaire restreint, étant exprimé dans
des conditions physiologiques uniquement dans certains tissus tels que le trophoblaste a
l'interface meére-feetus, le thymus, la cornée, le pancréas, la matrice proximale de 'ongle,
I'érythroblaste et les cellules souches mésenchymateuses (Donadi et al., 2011).
L’HLA-G est clairement identifiée comme une molécule inhibant directement la fonction
des effecteurs allogéniques, via I’interaction avec 3 récepteurs inhibiteurs, ILT2, ILT4 et
KIR2DLA4 présents sur les cellules T, B, NK et les cellules présentatrices d’antigeénes
( APCs) (Carosella, 2014 ; Friedrich et al., 2019).
HLA-G protége les tissus foetaux a partir de cellules immunitaires maternelles (Moffett et
Colucci, 2015), ce qui est corrélé positivement avec des grossesses saines (Sciezynska et
al., 2019), comme il est également identifi¢ sur les cellules tumorales et certaines autres

cellules subissant un stress et des dommages (Maeda et al., 2012).

22




_ Etude bibliographique

3.3. Polymorphisme de HLA-G

Le géne HLA-G est constitué de trois parties principales : une région non codante ou
région 3’UTR, une région codante constituée de 8 exons et sept introns, mais il présente un
codon stop dans l'exon 6, résultant en une courte queue cytoplasmique; comme les genes
HLA T classiques, et une région promotrice ou la région régulatrice en amont 5’URR
(Carosella, 2014 ; Rouas-Freisset al., 2021).
Néanmoins ce géne non classique est caractéris¢é par son faible polymorphisme en
comparaison aux genes de classe I, il présente une certaine variabilité qui peut concerner
les différentes régions et il peut s’agir de la variation d’un ou de plusieurs alléles. Vu que
le géne HLA-G a un nombre limit¢ de polymorphismes dans la région codante,
relativement peu de molécules distinctes sont codées. Néanmoins, 1'épissage alternatif d'un
seul transcrit primaire d'ARN est responsable de la production de sept isoformes
différentes de HLA-G : quatre isoformes membranaires (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 et
HLA-G4) et trois isoformes solubles (HLA-G5, HLA- G6 et HLA-G7) dont la distribution
tissulaire est limitée au foetus normal tandis qu’a 1’age l'adulte le tissu présente une
fonction tolérogeéne vis-a-vis des cellules immunitaires innées et acquises(Figure

8) (Donadi et al., 2011 ; Lynge et al., 2014 ; Carosella et al., 2015).
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Figure 8 : Différentes isoformes de HLA-G (Donadi et al., 2011)
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3.3.1. Haplotypes de HLA-G

Le gene HLA-G posséde 74 alleles codant pour 24 protéines de longueur différentes et
quatre alleles codant pour des protéines tronquées. Jusqu'a présent, au moins 32
polymorphismes dans la région 5’ non codante (5’UTR), 75 dans la région codante et 16
en 3’UTR ont été décrits dont seulement neuf ont été reconnus comme de véritables
polymorphismes : Polymorphisme I/D de 14 pb , +3003 C/G, +3010 G/C , +3027 C/A,
+3035 C/T, +3142 C/G, +3187 A/G, +3196 C/G et +3227 G/A (Annexe I) (Castelli, 2014).
Un degré de variation relativement supérieur est observé dans le 5’'URR et dans le 3'UTR,
et les polymorphismes survenant dans ces régions sont impliqués dans la régulation
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de HLA-G (Amodio et al.,2016 ).
Le locus HLA-G, contrairement au gene HLA I classique, est hautement polymorphe dans
la région non traduite 3' (UTR) et dans la région régulatrice en amont 5' (5' URR). La
variabilité¢ de ces régions influence l'expression de HLA-G en modifiant la stabilité de
I'"ARNm ou en permettant une régulation post-transcriptionnelle dans le cas de 3'UTR ou
en détectant le microenvironnement et en répondant a des stimuli spécifiques dans le cas

des régions promotrices HLA-G (5'URR) (Amodio et al.,2016 ;Amodio et Gregori,2020).

3.3.2. Polymorphisme insertion/délétion de 14 paires de bases

Le premier polymorphisme identifi¢ et le plus étudié¢ des locus HLA-G dans les troubles
de la reproduction était une insertion/délétion de 14 paires de bases (14 pb I/D) survenant
dans la 3’ UTR. L'I/D de 14 pb a été associée a une diminution ou a une augmentation de
la production et de la stabilité de 'ARNm de HLA-G (Hviid et al., 2003 ; Rousseau et al.,
2003). Par conséquent, la présence de l'allele I de 14 pb déstabilise le transcrit de I'ARNm,
entrainant une diminution d’expression de HLA-G, tandis que la présence de 1'alléle D agit
en sens inverse (Rizzo et al.,2012). Donc, l'allele I code pour un transcrit avec une
délétion de 92 pb conduisant a un fragment d'ARNm plus stable que celui généré par le D
de 14 pb, suggérant que l'allele I de 14 pb pourrait également étre associé a un fort niveau

d'expression de HLA-G (Figure 9)(Rousseau et al., 2003 ; Ferreira, 2017).
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Figure 9 : Polymorphismes de la région non traduite (UTR) de HLA-G (Ferreira, 2017).

3.4. Association du polymorphisme génétique HLA-G avec la fécondation in vitro
Malgré les progres des techniques de reproduction artificielle (TAR), I'échec
d'implantation récurrent (RIF) se produit toujours et affecte environ 10% des femmes qui
ont subi plusieurs transferts d'embryons par la FIV-ET (Fécondation in vitro et transfert
d’embryon), par conséquent, un bio marqueur non invasif est nécessaire pour indiquer des
que possible si le transfert d'embryon est réussi ou non, ou s'il existe des complications
entrainant une fausse couche.
Certains auteurs ont suggéré que l'expression de l'antigéne leucocytaire humain (HLA)-G
¢tait similaire a celle d’une molécule immunomodulatrice qui influence l'issue de la
grossesse. Le géne HLA-G code pour des protéines liées a la membrane et/ou solubles.
Des polymorphismes de HLA-G ont ¢té testés dans la région non traduite de I’exon 8.
Nonobstant, d’autres facteurs que HLA-Gs puissent également contribuer aux
complications de la grossesse ne sont pas exclus (Nowak et al., 2020).
Le HLAs-G a été détecté dans le plasma ou le sérum non seulement de femmes enceintes
mais également non enceintes; néanmoins, la concentration de HLA-Gs était plus élevée
dans le sang des femmes enceintes que dans celui des femmes non enceintes. De plus, les
taux de HLA-Gs étaient plus élevés au cours du premier trimestre de la grossesse par
rapport aux deuxiéme et troisieme trimestres (Rizzo et al., 2009).Tandis que, de faibles
taux de HLA-Gs ont été détectés dans les fausses couches a répétition (Zidi et al., 2015),
les fausses couches dans les grossesses par FIV (Pfeiffer et al., 2000).
Les faibles niveaux de HLA-Gs mesurés chez les femmes pré ovulatoires semblent étre a

un risque d'avortement précoce apres une FIV. Par conséquent, la détermination génétique

25




_ Etude bibliographique

des haplotypes/diplotypes pourrait étre utile pour prédire le risque d'infertilité avant la
FIV-ET (Pfeiffer et al., 2000 ;Nowak et al.,2020).

Ainsi, en ¢tudiant I’impact des haplotypes HLA-G sur le taux plasmatique de HLA-
G soluble et I'issue de la grossesse chez les patientes subissant une FIV-ET, il a été conclu
que les polymorphismes dans la région du promoteur de HLA-G et 3'UTR influencent
I'expression et la sécrétion de sa protéine soluble. Toutefois des haplotypes et diplotypes
HLA-G particuliers sont associés a la grossesse. Les femmes positives pour 1'haplotype
GC-INS et le diplotype GC-INS/GC-INS ont le pire pronostic de grossesse (Nowak et al.,
2020).

La mesure de HLAs-G ne doit pas étre corrélée a un seul polymorphisme, par exemple, 14
bp I/D, car le niveau de protéine HLA-G sécrétée dans le plasma dépend d'une
combinaison génétique de nombreux SNP (Single Nucleotid Polymorphism), en particulier
dans la région du promoteur, qui sont proches des éléments régulateurs et des sites CpG, et
pourraient altérer la liaison des facteurs de transcription ou la méthylation du promoteur et

donc avoir un impact sur le taux de transcription (Lynge ef al., 2014).

3.5. Association génotype/expression/maladie HLA-G

La détection des niveaux de protéine HLA-G, a la fois sous forme soluble (HLA-GS5 et
-HLA-G1) et sous forme liée a la membrane (HLA-G1) ainsi que leur haplotypes peuvent
étre associés a des génotypes spécifiques ; ainsi, certaines études ont été réalisées pour
tenter de corréler I’empreinte génétique de HLA-G avec la susceptibilité et 1’évolution de
la maladie ou pour les utiliser comme facteur prédictif de la réponse au traitement ou du
résultat de la transplantation (De Almeida et al., 2018) .
La premiere preuve que le génotype HLA-G influence la quantit¢ de HLAs-G en
circulation était rapporté par Rebmann et al, en 2001.En effet, I’identification des sites
polymorphes HLA-G 3'UTR a incité les chercheurs a corréler la variation génétique HLA-
G a 3'UTR et l'expression de la protéine. La présence de 1'alléle I de 14 pb a été associée a
une production plus faible de HLA-G pour la plupart des HLA-GS5 et HLA-GI1 libérés dans
le plasma ou le sérum, et HLA-G1 dans les échantillons de trophoblastes (Carosella et
al.,2015).D’autre part ,la découverte d'haplotypes et de génotypes 3' UTR a incité les
chercheurs a concilier 1'hétérogénéité des résultats obtenus dans leurs études sur

l'association entre 1'l/D 14 pb et les maladies (Amodio et al.,2016 ; Meuleman et al., 2018).
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Plusieurs chercheurs ont rapporté le role protecteur des UTR spécifiques dans la prévention
de fausses couches récurrentes, avec UTR-1, 3-UTR, et UTR-4 présents a une fréquence
basse chez ces femmes (Amodio et al, 2016 ; Meuleman et al, 2018). Ces études
indiquent que l'analyse de 3 UTR a fourni une amélioration au-dela de I'utilisation de
génotypes I/D de 14 pb dans l'association avec la grossesse. UTR-1, UTR-3 et UTR-4
contiennent en effet une délétion de 14 pb, mais ils différent des autres UTR pour des SNP
spécifiques supplémentaires (Larsen et al., 2010 ; Castelli ef al., 2014 ).

Ces résultats indiquent une corrélation entre les génotypes HLA-G, et en particulier ceux
contenant l'alléle I de 14pb, et la perte de grossesse ou la sensibilité a des types spécifiques
de cancer. Jusqu’a ce jour aucune association génotype/expression/maladie HLA-G claire
et univoque n'a pu étre identifiée, a 1'exception de I'allele I/D de 14pb.

En effet, l'influence des variations génétiques sur l'expression de HLA-G en fait un
biomarqueur de la prédisposition et de la progression de la maladie, ou de la réponse au

traitement (Amondio et Gregori, 2020).

3.6. Expression et régulation de HLA-G

La variabilité de la région du promoteur HLA-G influence l'expression de HLA-G en
détectant et en répondant aux signaux extracellulaires. Les variations génétiques de la 3’
UTR,qui contiennent plusieurs sites cibles pour les microARN (miARN), régulent
I'expression au niveau post-transcriptionnel de HLA-G, dont six qui ont été rapportés
(miR-148a, miR-148b, miR-152, miR-133a, miR-628-5p et miR-548q).L’expression des
miARN peut varier entre différentes conditions pathologiques et dans différentes cellules,
affectant ainsi l'expression de HLA-G s'il est présent (Poras, 2017).
Les variations dans la région 3'UTR peuvent modifier la stabilit¢ de 'ARNm ou permette
une régulation post-transcriptionnelle, dans le cas de 3" UTR ou bien par détection du
microenvironnement et répondre a des stimuli spécifiques dans le cas des régions
promotrices (5' URR)-HLA-G (Dias et al.,2018).
HLA-G ne répond pas aux signaux pro-inflammatoires agissant sur la voie NF-kB (facteur
nucléaire-amplificateur de chaine 1égere de cellules B) activées et a la stimulation médiée
par, interférons 1'IFN. La région du promoteur de HLA-G est unique parmi les génes
HLA T car elle interagit avec des facteurs de transcription spécifiques activés par des

stimuli extracellulaires induits par I'hypoxie (Nagamatsu et al., 2004) et le choc thermique,
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des hormones telles que les glucocorticoides et la progestérone, et des cytokines dont I'IL-
10 et le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-
CSF) (Onno et al., 2000).

Dans le locus HLA-G, la région amplificateur A (EnhA), qui permet l'interaction avec le
facteur nucléaire k-light-chain-ehnancer des cellules B activées (NF-«B) de la famille des
facteurs de transcription, se lie uniquement aux homodimeéres p50/p50 (Gobin et Van Den

Elsen, 2000).

4. HLA-G en situation physiologique de grossesse

Des expériences in vitro ont montré que HLA-G peut contribuer a la suppression du
systéme immunitaire maternel ; par conséquent, un feetus semi-allogéne serait accepté
pendant la grossesse (Tripathi et al., 2007 ). Il a été démontré qu'il se lie au transcrit de
type immunoglobuline (ILT)-2 et au récepteur inhibiteur (KIR) 2DL4 sur les cellules NK
et confére une protection aux trophoblastes extravilleux (EVT) (Bhalla et al., 2006) .

Dans le cadre de la grossesse, HLA-G interagit avec un autre récepteur, KIR2DLA4, qui est
principalement exprimé par les cellules NK utérines. L'interaction de HLA-G avec
KIR2DLA4 est clairement différente de celle avec ILT-2 et ILT-4, et son réle pendant la
grossesse est actuellement en train d'émerger (Le Maoult et Yan, 2021).

En effet HLA-G a ¢été reconnu comme le ligand du récepteur tueur de type
immunoglobuline (KIR) 2DL4 (Fainardi et al., 2011), membre des KIRs. Les KIR sont des
protéines transmembranaires spécifiques a 'homme modulant les activités des cellules NK
humaines), dont certaines sont membres des récepteurs inhibiteurs (Kumar, 2018). Les
cellules NK humaines expriment deux classes principales de récepteurs inhibiteurs, les
membres inhibiteurs de KIR et 1'hétérodimeére CD94-NKG2A (Bai et al., 2020).

Trois roles de HLA-G ont été trouvés pendant la grossesse. HLA-G interagit avec ILT2 et
KIR2DL4 sur les macrophages et les cellules NK pour augmenter la production de
cytokines proangiogéniques et pour augmenter l'invasion EVT de la caduque, favorisant
ainsi le remodelage de l'artére spirale. De plus, HLA-G sur les EVT pourrait induire la
production de facteurs favorisant la croissance par les cellules NK déciduales, régulant

ainsi la croissance feetale (Xu et al., 2020).
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5. HLA-G et infertilité

Plusieurs chercheurs ont intégré les connaissances sur la génétique HLA-G avec la
détection de la protéine HLA-G, avec I'objectif d'utiliser HLA-G comme bio marqueur de
la prédisposition et de la progression de la maladie, ou de la réponse au traitement.
La capacit¢ de HLA-G a améliorer 1'établissement de la grossesse suggere que HLA-G
peut jouer un role dans le traitement de l'infertilit¢ en plus des maladies allergique et
mastocytose (Bai et al., 2020).
L'infertilité est associée au polymorphisme HLA-G. Les polymorphismes dans la région du
promoteur HLA-G et 3'UTR influencent l'expression et la sécrétion de sa protéine soluble
(Nowaket al.,2020).Le manque d'expression des molécules de HLA-G par une cellule
trophoblastique I'expose a une attaque par les cellules NK, ce qui peut entrainer une perte
de maintien de la grossesse, entrainant une perte d'embryons sous forme de fausse couche
récurrente inexpliquée (Zhu et al.,2010). En fait, l'insertion de 14 pb a été associée au
développement d'une grossesse (Hviid et a/.,2004).
Bien que le polymorphisme du gene HLA-G soit faible, il peut influencer les niveaux
d'expression des protéines et, dans certains cas, a été associ¢ a des maladies gravidiques ;
d’ou I’'intérét d'étudier la relation entre le polymorphisme de délétion de 14 pb et les
maladies de la grossesse (Xue et al., 2007). 1l est fort probable que 1'alléle d'insertion de 14
pb puisse provoquer des changements dans le gene HLA-G qui, a leur tour, joue un role
important dans la détermination du résultat d’une grossesse (Arjmand et Samadi, 2016).
De plus, il existe un assez bon consensus sur l'association du génotype I/ a 14 pb avec
I’infertilité féminine (Monti ef al.,2019).
Les alleles polymorphes de HLA-G n'ont pas d'effets dominants ou négatifs sur la fonction
des geénes, mais ces all¢les ont un effet prédisposant sur certains processus liés a la réponse
immunitaire tels que 1'échec de I'implantation ou l'avortement spontané (Enghelabifar et
al.,2014).Par conséquent, ’association des variant génétiques dans la région 3> UTR de
HLA-G soutient la pertinence d'effectuer un dépistage génétique 3'UTR HLA-G, non limité
a un polymorphisme spécifique, mais en considérant les haplotypes étendus, comme un
prédicateur possible de l'issue de la grossesse (Amodio et al.,2016). En effet HLA-G est
un biomarqueur non invasif est nécessaire qui indiquera dés que possible si le transfert
d'embryon est réussi ou non, ou s'il existe des complications entrainant une fausse couche

(Nowak et al.,2020).
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IV- Prise en charge de ’infertilité idiopathique

Jusqu'a 30% des couples a la recherche des traitements de fertilit¢ sont finalement
diagnostiqués avec une infertilité inexpliquée, d’ou le recours aux techniques d’assistance
médicale a la procréation (AMP) comprenant les inséminations intra-utérines (IIU), les

FIV, les injections intra-cytoplasmiques des spermatozoides (ICSI) (Jonhson et al.,2013).

1. Insémination intra utérine

L’IIU avec le sperme du conjoint est la plus ancienne des techniques. Elle est envisagée
dans le cas de certaines infertilités inexpliquées ou liées a certaines altérations de la glaire
cervicale ou du sperme (Belaisch-Allart et Buxeraud., 2017). Le plus souvent, un
traitement de stimulation de 1’ovulation préalable est prescrit a la femme afin d’obtenir le
développement de follicules. La fécondation se fait selon le processus naturel « in vivo ».
Le sperme est préparé au laboratoire le jour de I’insémination, il s’agit soit de sperme frais
ou congelé du partenaire. L’introduction de spermatozoides lavés dans la cavité utérine a
l'aide d’IIU peut augmenter la densité des spermatozoides mobiles disponibles pour les
ovocytes ovulés, ce qui devrait maximiser les chances de fécondation (Quaas et Dokras,
2008). Les taux de grossesses cliniques par cycle d’IIU apres stimulation ovarienne varient

est assez variable, compris entre 10 a 20 % par cycle (Massin et al.,2004).

2. La fécondation in vitro

Les principales indications de la FIV classique sont : 'infertilité tubaire, 1’altération
modérée du sperme, I’endométriose sévere, les troubles majeurs de 1’ovulation, I’infertilité
idiopathique et I’échec des inséminations intra utérines (Antoine,2012).
La technique de la FIV nécessite une stimulation ovarienne, une préparation des gametes
puis leur mise en fécondation ainsi que le développement embryonnaire in vitro jusqu’au
transfert dans la cavité utérine initialement créée pour traiter les infertilités d’origine
tubaire, la FIV s’adresse désormais aux infertilités sans causes et masculines. Elle est ainsi
devenue [’ultime thérapeutique de toutes les infertilités. Les techniques se sont
progressivement allégées et les femmes ne sont plus hospitalisées que quelques heures
pour la ponction ovocytaire (Barberet et al., 2018).

La FIV se déroule en quatre étapes :
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- obtention d’ovocytes matures (stimulation de I’ovulation, puis recueil d’ovocytes

matures) ;

- préparation du sperme ;

- mise en fécondation et culture in vitro classique (FIV) ou assistée (ICSI) ;

- transfert in utéro du ou des embryons obtenu. (Belaisch-Allart et Buxeraud, 2017).
Les femmes souffrant d'infertilité inexpliquée se voient souvent proposer une insémination
intra-utérine (IIU) en tant que solution peu couteuse et moins invasive avec stimulation
comme alternative a la FIV. Cependant, il est suggere que 1'age des femmes et la durée de
l'infertilit¢ sont des facteurs importants pour proposer une thérapie spécifique a un
couple. La prise en charge expectative pendant 2 ans est le meilleur choix pour un bon
pronostic lorsque l'age de la femme est inférieur a 30 ans. Les cycles d'insémination sans
stimulation ovarienne (3-4 cycles) sont efficaces chez les femmes de moins de 35 ans, mais
augmentent le risque de grossesses multiples (Isaksson et Tiitinen, 2004). En comparaison
avec HSO/IIU hyper stimulation ovarienne (HSO), la FIV raccourcit le délai de grossesse
et réduit le risque de grossesses multiples. L'échec de la fécondation est signalé dans 8,4 %
a22,7 % des cycles de FIV pour les couples présentant une infertilité inexpliquée (Johnson
etal., 2013).

Toutefois, il a été observé que dans 5% a 25% des cycles de FIV réalisés pour infertilité
inexpliquée, la fécondation de l'ovocyte ne se produit pas avec l'utilisation de
I’insémination. Cette condition, conduit a 1'échec de la fécondation qui peut étre
émotionnellement et financiérement dévastatrice pour les patientes subissant une FIV.
Plusieurs petites études ont montré que I’injection d'ovocytes avec du sperme par voie
intracytoplasmique améliore le taux de la fécondation taux et diminue la probabilité¢ de
I’échec de fécondité (Tournaye et al., 2002;Bungumet al., 2004).

En effet Johnson et ses collaborateur ont démontré que I’utilisation de 1’ ICSI peut
augmenter les taux de fécondation et diminuer le risque de 1’échec total de la fécondation
chez les couples présentant une infertilité inexpliquée bien définie (Johnson et al., 2013).
Neéanmoins, 1'llU ne soit pas systématiquement proposée pour les couples en infertilité
inexpliquée. Pourtant I'llU avec stimulation ovarienne est un traitement sir et efficace pour
les femmes souffrant d'infertilit¢ inexpliquée et un pronostic défavorable pour une
conception naturelle (Farquhar et al., 2018).La prise en charge des couples infertiles de

cause idiopathique nécessite un traitement individualisé. En outre, le principal probléme
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pour le traitement de ces couples est le désaccord des médecins sur la gestion de
I'hypofertilité¢ inexpliquée. De nombreux spécialistes de l'infertilité ne connaissent pas les
derniers protocoles et procédures approuvés par ’ESHRE (European Society of Human
Reproduction and Embryology), ' ASRM (American Society for Reproductive Medicine), et

d'autres sociétés pour la gestion de l'infertilité inexpliquée (Sadeghi, 2015).
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I. Patientes et témoins
1. Recrutement des patientes

20 femmes candidates pour IIU sont incluses dans cette étude, elles sont recrutées
au niveau de I’Etablissement Public Hospitalier (EHP) meére-enfant de Sidi-Mabrouk,
service de gynécologie obstétrique et d’assistance médicale a la procréation, Constantine.
Leurs ADN constituent un pool stocké au sein du laboratoire de biologie et génétique

moléculaire. La sélection de ces femmes a été faite en respectant des critéres bien définis.

1.1.Critéres d’inclusion
Un ensemble de critéres d’inclusion a été retenu pour notre cohorte, a savoir :
- chaque femme doit présenter une infertilit¢ idiopathique.

- ¢échec d’une IIU.

1.2.Critéres d’exclusion
- Toutes les femmes qui présentent une infertilit¢ primaire ou secondaire
idiopathiques apres avoir écarté toutes les causes possibles.

- Les données hormonales, ou cliniques étaient insuffisamment renseignées.

2. Recrutement des témoins

Les témoins sont recrutés a partir d’une population prise au hasard, supposée saine
et fertiles, leurs ages s’échelonnent entre22 a 49 ans. Les prélévements sanguins ont été
faits sur des tubes EDTA (Ethyléne Diamine Tétra Acétique), aprés avoir regu des
explications sur les procédures et les objectifs de 1’étude, et aprés avoir signé un
consentement éclairé. Sont exclus de I’étude les témoins présentant des antécédents

personnels d’infertilité.

3. Collecte des données

La méthodologie la plus fréquemment utilisée pour se documenter sur certaines
données sociodémographiques, ainsi que 1’évolution et les circonstances de diagnostic de
la maladie est I’enquéte, par le biais d’un questionnaire (Annexe II) et en se référant au
dossier médical qui représente le support de toutes les informations concernant 1’histoire de

la maladie, les circonstances de diagnostic ainsi que 1’état biologique et clinique.

I1. Etude moléculaire

Notre étude moléculaire s’est effectuée selon deux étapes :
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- une étape d’extraction de I’ADN au niveau du laboratoire de recherche de biologie
moléculaire et cellulaire de 1’université fréres Mentouri Constantine 1,

- suivie d’'une PCR directe (polymerase chain reaction) pour la recherche du
polymorphisme I/D du gene de I’HLA-G au niveau du laboratoire de biologie
moléculaire de la facult¢ SNV de I'université de freres Mentouri Constantine 1 et

au niveau du CRBT (centre de recherche et biotechnologie).

1. Extraction d’ADN
1.1 Prélévement sanguin

Le prélévement sanguin est recueilli dans des conditions stériles par ponction
veineuse, dans un tube vacutainer contenant de ’EDTA comme anticoagulant, en quantité
de 5a 10 ml. L’EDTA est un chélateur de cations bivalents (Mg++, Ca++) nécessaires au
fonctionnement des ADNase. L’extraction de ’ADN est lancée immédiatement ou, si les
conditions ne le permettent pas, dans les 3 a 5 jours qui suivent le prélévement conservé a
+4°C.
1.2 Principe de I’extraction d’ADN

L’extraction d’ADN consiste en 1’isolement de leucocytes du sang total par une
lyse hypotonique des globules rouge, ils sont ensuite traités par un détergent Sodium
Dodécyle Sulfate (SDS), qui posséde une action lytique sur les membranes cellulaires, il
inhibe les nucléases et dénature les protéines par destruction de leur structure tertiaire, ainsi
qu’une protéinase K, qui dénature et dégrade les protéines.
L’ADN nucléaire sera libéré des différentes protéines ainsi digérées et éliminées par
précipitation au NaCl. Le surnagent récupéré est traité¢ par de I’éthanol pur, une pelote

d’ADN est formée.

2. Génotypage I’HLA G
Le polymorphisme d’HLA G est une Dé¢létion (D) ou une Insertion (I) d’un
fragment de 14pb dans I’exon 8 du gene HLA G. La détermination du génotype a été

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

2.1 Amplification par PCR du géne
Le principe de la PCR repose sur la synthése de multiples copies d’une séquence

d’ADN spécifique.

2.1.1 Préparation du milieu réactionnel de la PCR
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Un milieu réactionnel de PCR ou un mix de PCR d’un volume final de 10 pl a été
préparé. Le mix comprend des désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP2 mM), une
enzyme d’amplification in vitro (Taq polymérase), un environnement réactionnel (tampon,

MgCl2, H,0) et deux amorces oligo nucléotidiques (Tableau 1).

Tableaul: Amorces utilisées pour I’amplification du géne HLA G

Sens des amorces | Séquence nucléotidique

HLA GR 5’ = GTGATGGGCTCTTTAAAGTGTCACC - 3°

HLA GF 5’ — GGAAGGAATGCAGTTCAGATGA -3’

Apres avoir préparé le mix de la PCR (Tableau 2) selon le nombre d’échantillon, nous
avons pris 9 ul de ce mélange auquel nous avons rajouté 1 ul d’ADN dans chaque tube de

PCR pour chaque sujet.

Tableau 2 : Les composants réactionnels de la PCR

Mix de PCR Quantité en pl
Tampon 10X 1 ul
MgCl1 2 (1,5 mM) 0,3 ul
dNTP (2mM) 1,6 ul
HLA GF (250 pg/ul) 1 ul
HLA GR (250 pg/ul) 1 ul

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

2.2.2 Déroulement des cycles de la PCR

Le déroulement des cycles de la PCR a ét¢ assuré par un thermocycleur (Eppendorf
du laboratoire de biologie et génétique moléculaire de I'université de frére Mentouri, et
Bio-rad du CRBT) et les conditions d’amplification étaient comme suit :
Une dénaturation initiale a 94°C pendant 5 minute, suivie de 35 cycles de PCR,
comprenant chacun une dénaturation a 94°C pendant 1 minute, une hybridation a 55 °C
pendant30secondes, une ¢élongation a 72°C pendant 30 secondes et enfin une ¢longation

finale a 72°C pendant 5 minutes.

2.2.3 Préparation du gel d’agarose a 3,5%
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EDTA)

Le gel est préparé en mélangeant 3,5g d’agarose et 100 ml du TBE (Tris Borate,
(Annexe VII) additionné de 20 pl de BET (Bromure d’éthidium) qui est un agent

intercalant qui sert a émettre une fluorescence pendant le controle de la PCR. Le gel est

déposé

sur une plaque d’une cuve horizontale ou nous avons placé un peigne, avec le

temps, le gel se polymérisé a I’air libre.

2.2.4 Préparation du gel polyacrylamide a 10%

Les produits de PCR ont été analysés par séparation électrophorétique sur un gel de

polyacrylamide a 10 % contenant du gel staine. Nous avons préparé le gel en plusieurs

étapes :

2.2.5

nous avons placé les espaceurs sur les bords de la 1% plaque et nous avons mis la
2°™au-dessus de I’autre.

dans I’espace entre les deux plaques nous avons ajouté, doucement, le gel qui
contient 80ml de la solution stock A(Acrylamide) +B(Bisacrylamide) a 40%, 250
ul APS (Ammonium Per Sulfate) et 50ul TEMED (Tetra Methyl Ethene Diamine),

ces deux derniers produits sont ajoutés au méme temps dans la solution stock.

nous avons placé un peigne et laisser le gel pour se polymériser a 1’air libre.

Controle des produits de la PCR
Sur un gel d’agarose

Le contrdle de la taille des fragments amplifiés a été réalisé par une électrophorése

horizontale sur un gel d'agarose a 3,5%.

Sur un gel polyacrylamide

Nous avons également utilisé un gel polyacrylamide pour faire le contrdle. Les
produits de PCR de I'exon 8 ont ét¢ analysés par séparation électrophorétique
verticalement sur un de polyacrylamide a 10 % contenant du BET. Dans chaque
puits du gel, nous avons dépos¢ 10 pl de produit d’amplification. Parall¢lement, un
¢chantillon sans ADN (blanc : témoin), est inclus dans la série a amplifier et sert de
control négatif (-). Le dépot se fait du coté cathode (-), et le systéme est soumis a

une migration sous un courant de 50 volts pendant 45 minutes.

Apres la migration, le gel est soumis au rayon UV dans un Transiluminateur. Les

molécules de BET fixées a I’ADN émettent une lumicre visible (fluorescence) et

photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de
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bandes fluorescentes. Ce contrdle permet aussi de confirmer I’amplification de notre
ADN et d’exclure toute contamination d’ADN survenue au cours de la PCR grace au

puits contenant le blanc.

3. Etude statistique

Les calculs statistiques de toutes les données recueillies ainsi que de tous les
parametres considérés ont €té obtenus par logiciel Microsoft Office EXCEL 2007 et par le
logiciel Epi info version 6.0.
- Calcul de I’odds ratio
Pour calculer I’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence crois¢ 2x2 (Tableau
3).

Tableau 3 : Tableau de contingence pour le calcul de I’odds ratio

Patientes Témoins Total
Présence du facteur a b at+b
présumé du risque de maladie
(exposés)
Absence du facteur c d ct+d
présumé du risque de maladie
(non exposés)
Total atc b+d atb+ctd

Le calcul de I’odds ratio se fait par la formule suivante : OR=axd/bxc¢

L’odds ratio représente une mesure d’association épidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (Prévalence < 5%).
Dans ce cas 1’odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que donnerait

une enquéte de cohorte de la population.

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

différents si p<0,05.
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I. Caractéristiques épidémiologiques
1. Age

La moyenne d’age de nos patientes est de 33,4 + 4,87avec des extrémes allant de 27 a
44 ans. La répartition par tranche d’age révele que la tranche d’age la plus représentée est

celle de 20 a 30 ans (Figure 10).
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Figurel0: Répartition des patientes selon la tranche d'age

Ces groupes d’age se rapprochent de ceux retrouvés par Yacouba (2008) ou la tranche
d’age majoritaire était celle de 22-32 ans. Cependant, I’age moyen est un peu plus élevé en
Europe ou il est de 33,9 ans (Rowe, 2006). L’4ge moyen un peu plus faible peut étre
justifié par I’age précoce de mariage de la jeune fille qui, aprés un mariage sans
progéniture commence des examens pour évaluer la fonction reproductrice (Rowe, 2006).

Toutefois, la fertilité, qu’elle soit spontanée ou médicalement assistée, chute autour de
I’age de 40 ans, puis s’effondre a partir de 45 ans. En plus de I’impossibilité¢ d’obtenir une
grossesse menant a une naissance vivante ; lorsque la femme atteint la quarantaine, le taux
d’avortements spontanés augmente aussi, soit en raison d’une chute de la réceptivité
endométriale, soit en raison d’une qualité ovocytaire diminuée, ou bien méme des deux
(Gougeon, 2005). Les capacités reproductives diminuent souvent des années avant la
ménopause qui survient vers 50 ans dans les populations actuelles des pays développés

et/ou déclinent fortement (Khoshnood et al., 2009).
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2. Indice de masse corporelle (IMC)

L'IMC a été stratifié selon la définition de I'OMS en trois groupes : poids normal (IMC
<25 kg/m?), en surpoids (IMC > 25 < 30 kg/m?) et obéses (IMC > 30 kg/m?).
La répartition de notre population d’étude révele que 35% des femmes se situent dans la
catégorie du surpoids (22,2 kg/m? >IMC <25 kg/m?). Des taux de 30% pour la catégorie du
poids idéal (18,5 kg/m? >IMC < 25 kg/m?) ont été enregistrés. Nous avons noté aussi qu’il
y a une prévalence de 35% chez les femmes pour la catégorie obese (IMC > 25 kg/m2)

(Figure 11).

36%

35% -

34% -

33% -

32% -

31% -

30% -
29% -
28% -

27% -
<25kg/m2 IMC > 25 < 30 kg/m2 IMC >30kg/m?2

Figurell : Classification des patientes selon 1’indice de masse corporelle

Nos résultats sont partiellement similaires a I’étude de Sathya et al. (2010) avec un
pourcentage de 28,6%pour le groupe de poids normal, 47,7%pour le groupe en surpoids et
23,7%pour le groupe obese.

Une étude qui a été réalisée sur la population saoudienne a révélé que I’IMC normal n'était
trouvé que chez 16,8% des femmes alors que 27,8% étaient trés obéses ce qui ne
corresponds pas a nos résultats, cela est di probablement a la petite taille de notre
échantillon (Isa et al., 2014) .

Selon les données de I’OMS, I’obésité touche 14,9 % des femmes dans le monde. En effet,
pour chaque point d’IMC supérieur & 29 kg/m” les chances de grossesse spontanée
baissent de 5 %, principalement du fait des troubles de 1’ovulation souvent associés (Steeg

et al.,2008).
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Par ailleurs, 'obésité est liée a un dysfonctionnement de 1'ovulation qui conduit a une
fécondation limitée et & des troubles menstruels, qui peuvent entrainer une altération de
I'implantation (Teede et al.,2010).

Il est reconnu que I’obésité altere 1’efficacit¢ de toutes les thérapeutiques. Dans la
population générale, le risque relatif d’infertilité par anovulation augmente avec I’'IMC
jusqu’a étre multiplié par 3,7 pour un IMC supérieur a 32.La part du surpoids dans
I’infertilité par anovulation est deux fois plus importante que celle de la maigreur (Rich-

Edwards et al.,2002).

3. Groupes sanguins

La répartition de nos patientes selon le groupe sanguin montre que la proportion
dominante est celle du groupe A (55%) suivie du groupe O+ (35%)puis du groupe B
(5%)et 5% pour O".Le taux du groupe AB est nul (0%) pour toute la population.
En ce qui concerne le systtme Rhésus, la figure montre des proportions élevées pour le

Rhésus+ chez les femmes (95%) (Figurel2).

HA+ HB+ mO+ EHO-

Figurel2: Répartition des patientes selon les phénotypes des systémes sanguins ABO

et Rhésus
Nos résultats sont similaires & ceux d’une étude qui a été réalisée sur des patientes
principalement caucasiennes souffrant de syndrome d'hyperstimulation ovarienne apres
FIV, les auteurs ont retrouvé une prédominance du groupe sanguin A avec 57,8% et le

groupe O avec 25,3% (Binder et al.,2008).Contrairement a Nejat ef al. (2011), 1'antigeéne
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du groupe sanguin A semble étre protecteur de la réserve ovarienne, alors que le groupe
sanguin O semble étre associé a la diminution de la réserve ovarienne (DRO), dans une
relation indépendante de I'age.

Une méta-analyse, a publiée en 2017, n’a déclaré aucune relation entre le groupe sanguin
ABO et la réserve ovarienne (Deng et al., 2017).D’autre part, les travaux de Lin et al.
(2014) réalisés en 2017, ont suggéré que l'incidence de DRO ¢était faible chez les femmes
chinoises de groupe sanguin O et que la présence de l'antigéne B (groupes sanguins B ou

AB) était un facteur de risque de la DRO (Deng et al., 2017).

4. Origine géographique

Les patientes qui ont été incluses dans cette étude proviennent de 5 régions
géographiques
différentes (Centre, Est, Ouest, Littoral méditerranéen, Sud) et de 10 villes de 1’ Algérie
(Tableau4).

Tableau 4: Classification des patientes selon les régions et villes d’ Algérie

Wilaya Effectif %
Constantine 10 50
Annaba 1 5
Oran 1 5
Sétif 1 5
Bordj Bou 1 5
Arreridj
Oum el Bouaghi 1 5
El oued 1 5
El Taref 1 5
Khenchela 1 5
Skikda 2 10

I est a noter que la majorité des femmes proviennent de la ville de Constantine avec
une fréquence de 50%.Nous pouvons expliquer ces résultats par le fait que le recrutement a
été réalis¢ au niveau du centre d’AMP de ’EHS en gynécologie obstétrique de Sidi
mabrouk (Constantine).Selon notre enquéte, 75% de nos patientes sont d’origine urbaine

(Figure 13).
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Figurel3: Classification des femmes selon 1'origine urbaine ou rurale

Dans une étude qui a été faite sur la population francaise, la plupart des femmes
infertiles sont d’origine urbaine (68,32%) ce qui se rapproche des résultats obtenus
(Pointeaux, 2020).Selon cette derniére étude, 1I’influence des grandes villes semble jouer un
role important, elle représente une alerte sur une possibilit¢é de colinéarité entre

I’urbanisation et I’infertilité (Pointeaux, 2020).

5. Type d’infertilité
Sur I’ensemble de notre population, 13 femmes présentent une infertilité primaire, 7
femmes présentent une infertilit¢é primo-secondaire soit des pourcentages respectifs de

65%, 35% (Figurel3). L’infertilit¢ secondaire est absente chez nos patientes.

Inf.primo-second.
Inf.second. .
Inf.prim.
Ve
0 20 40 60 80
Inf.prim. Inf.second. Inf.primo-second.
B % 65 0 35

Figure 14: Répartition des femmes selon le type d’infertilité

En comparant nos données avec celles de la littérature, la classification de
I’infertilité varie selon la population d’étude. En Algérie, dans la région d’Annaba, les

chercheurs ont indiqué des taux d’infertilité¢ primaire de 73,48% et d’infertilité secondaire
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de 26,52% (Daroui, 2001). Dans la méme région, I’étude de Nazzal (2002), a montré que
87% des cas présentent une infertilité primaire, contre 13% avec une infertilité secondaire.

Cependant, et contrairement a nos résultats, la prédominance de I’infertilit¢ secondaire a
¢été notée dans la population ghanéenne avec une fréquence de 60,6% alors que I’infertilité
primaire a été notée dans 39,4% des cas (Nana et al., 2016). Ces résultats sont également
proches aux études réalisées au Mali et au Camerone, ou I’infertilité secondaire représente

64,1% contre 35,9% pour I’infertilité primaire (Neossi-Guena et al., 2012).

6. Age de puberté

L’age moyen de puberté chez nos patientes est de 12,6 ans, avec des extrémes de 9 ans
a l6ans. Leur date de survenue est considérée comme physiologique.
Nous notons que chez la majorité des patientes (80%), I’age de puberté se situe entre 11

ans et 14 ans (Figurel5).

20
18
16
14
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10

Nombre des patientes (N)

o N b O

[9-10] [ 11-12] [ 13-14] [ 15-16]
@ (%) 5 40 40 15

Figure 15:Répartition des femmes selon 1’age de puberté.

Nos résultats concordent avec ceux de Fedala ef al. (2013), qui ont déclaré un age
moyen de début de la puberté de 12,11 + 0,92 [11 & 15 ans].
En Europe, 1’age des premicres régles est en moyenne a 12 ans en Italie, 12,6 ans en
France et 13,5 ans en Allemagne. Une diminution particulierement importante de 1’age des

premigéres reégles est observée dans la plupart des pays occidentaux (Parent ef al., 2003).
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La puberté chez la fille algérienne urbaine est avancée par rapport a celui des années
antérieures (12,9 vs 14,6). Cela est expliqué par une meilleure nutrition et une hygiéne de
vie plus adéquate (Fedala et al., 2013).

Cependant, la variabilité interindividuelle peut atteindre 4 a 5 ans et dépend de facteurs
génétiques et environnementaux et probablement des interactions entre ces deux types de

facteurs (Inserm, 2007).

7. Antécédents familiaux

Sur les 20 patientes que nous avons recrutées, plus de la moitié, a savoir 80% des patientes
ne présentent pas d’antécédents familiaux.

Par ailleurs, 10% des patientes ont des cas d’avortement spontané dans leurs familles, le
reste des antécédents comme le cancer du sein et le SOPK se réparti de fagon égale (5%)

(Figure 16).

Cancer du sein .
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Avortement spontané F
0 20 40 60 80 100
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Avortement spontané SOPK Cancer du sein ans an .e.ce ents
familiaux
% 10 5 5 80

Figure 16 : Répartition des patientes selon les antécédents familiaux

Notre répartition des antécédents familiaux est différente de celle avancée par Mai
(2016) dans la région d’Oran et Sidi Bel Abbes, ou 83 patientes soit un pourcentage de
32,94% avaient des antécédents familiaux, la grande majorité de ces patientes avaient une
sceur souffrant d’infertilité (41%), suivie par celles qui avaient une tante avec un probléme

d’infertilité, alors que pour les femmes qui avaient un frére ou un oncle, les pourcentages
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¢taient respectivement de 18% et de 12%. En effet, la recherche des antécédents familiaux
a mis en évidence une association entre I’infertilité et les antécédents familiaux, avec un
pourcentage de 24% d'infertilit¢ chez les femmes dont les meres avaient, pendant un
certain temps des problemes de fertilité, et chez 32% des femmes dont la sceur avait un
probléme d’infertilité¢ (Samiha et al., 2006).

Les femmes ayant des antécédents familiaux sont plus susceptibles de développer des
problémes d'infertilité principalement en raison de maladies génétiques inhérentes (Katole
et Saoji, 2019).

Concernant les résultats des antécédents familiaux avec cancer du sein, nos résultats sont
différents de ceux de Gerdolle (2015), qui ont évoqué que 33% des patientes avaient des
antécédents de cancer du sein. Ceci pourrait laisser supposer que des facteurs
environnementaux ont un lien sur le développement du cancer du sein.

Les femmes ayant des antécédents de fausse couche étaient plus susceptibles d'avoir des
fausses couches. Dans la population générale, le risque des avortements spontanés est de
12 4 15 % (Modvig et al., 1990). Nos résultats sont semblables a ceux de Miskovic et al.
(2012) ou le pourcentage de fausses couches était de 8%.

Une méta-analyse a été publiée en 2020 par Woolner et al, a révélé une association entre la
présence d’antécédents familiaux de fausse couche chez les femmes qui font une fausse
couche. Néanmoins, cette association qui a été avancée suggere que la prédisposition
familiale peut avoir un role dans 1'étiologie de la fausse couche.

Nonobstant, plus de 50 polymorphismes génétiques maternels se sont avérés étre associés a
des fausses couches récurrentes. Il est possible que de nombreux génes soient impliqués,
ou méme que des différences dans l'expression ou la signalisation des genes puissent
contribuer au risque de fausse couche ; soit par le biais de polymorphismes géniques
spécifiques, soit via des translocations chromosomiques, il est possible qu'une telle

prédisposition génétique puisse étre héritée par les familles (Shi ez al., 2017).

8. Antécédents médicaux personnels
95% de notre cohorte ne présentent pas d’antécédents médicaux. En revanche, le diabete

est le seul antécédent médical retrouvé chez nos enquétées soit une fréquence de 5%.

Les patientes présentant un diabete de type 1 (DT1), ont une diminution significative de la
fertilité, et notamment en cas de diabéte apparu précocement, méme si cette tendance tend

globalement a s’amenuiser. Les causes de cette baisse de fertilité¢ ont évolué avec le temps
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et les progrés de la prise en charge du DT1, mais aussi avec la progression de
I« épidémie » de surpoids et d’obésité (Chabbert-Buffet, 2021).

Une ¢tude a été¢ réalisée au Qatar, a révéléque62,5% des femmes infertiles étaient
diabétiques (Musa et Osman, 2020). Méme résultat a été confirmé par Moridi ef al. (2019),

ou le diabéte de type 2 est considéré comme une étiologie de I’infertilité féminine.

9. Antécédents chirurgicaux

Sur les 20 patientes de notre série, la majorité n’a pas d’antécédents chirurgicaux, a
savoir 90% des cas. Le reste de la population possede comme antécédent, la kystéctomie et

I’ablation des amygdales, avec un pourcentage de 5%(Tableau 6).

Tableau 6: Répartition des femmes selon les antécédents chirurgicaux

Antécédents chirurgicaux Effectif
Ablations des amygdales 1
Kystéctomie 1

Sans antécédents chirurgicaux 18

Des études entreprises par certains auteurs ont affirmé que l'infertilité peut survenir
apres tout autre type de chirurgie abdominale ; elle multiplie le risque d’infertilité primaire

par 4,7 et secondaire par 7,1 (Lansac et Guerif, 2005 ; Samiha ef al.,2006).

10. Antécédents obstétricaux
Sur un total de 20 patientes, 2 ont déja fait des avortements, I’'une avec 6 avortements
en 2™ mois, une autre avec 3 avortements entre 2™ et 3™ mois, soit un taux de 10%

(Figurel7).
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Figure 17: Répartition des patientes selon la présence ou I’absence d’antécédent
d’avortement

Ces valeurs sont comparativement supérieures de ceux signalés par Mai (2016) a la
région d’Oran et Sidi Bel Abbes, d’ou un taux de 16,9% des patientes avait déja eu un
avortement, le reste des patientes (83,1%) n’avait pas eu d’avortement. En 2011, Chinga et
son équipe (2011) ont montré que les antécédents d'avortement sont associés trés
significativement a un fort taux d'infertilité secondaire comparée au primaire, soit 63,7%
contre 9,8%.
Une autre étude a révélé que les antécédents de fausses couches ou de mortinatalité
récurrentes étaient deux fois plus fréquents chez les femmes ayant une infertilité
secondaire (Musa et Osman, 2020).
Selon les études qui ont été réalisées en France, parmi les femmes ayant des antécédents de
grossesse extra utérine, 70 % d'entre elles parviendront a avoir une nouvelle grossesse dans
les 2 ans, soit un taux proche de celui de 1'ensemble des femmes. De plus, le traitement
recu ne modifie pas de fagon significative cette chance de grossesse. En particulier, pour
les grossesses extra-utérines les plus actives, un traitement chirurgical radical ou la trompe
est enlevée n'altére pas significativement leurs possibilités par la suite d'avoir une

grossesse spontanée (CNGOF, 2013).
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IV. Résultats de I’analyse moléculaire du polymorphisme I/D géne
HLA-G

Les résultats de 1’étude génétique du polymorphisme I/D du géne HLA G ont été
relevés seulement pour 16 patientes a cause des problémes rencontrés lors
de la réalisation de la PCR.
La population considérée a été répartie en deux groupes : le groupe 1 (Patientes) regroupe
16 patientes, le groupe 2 (témoins) comportant 14 femmes présumées saines.
Le profil de I’¢électrophoréese a permis de déceler trois génotypes : ’homozygote DD
présentant une bande de 210 pb ; ’homozygote II avec une bande de 224 pb et
I’hétérozygote présentant a la fois les deux bandes de210 pb et celle de 224 pb et cela pour

les deux populations patientes et témoins étudiées (Figurel8).

Les sujets 1, 4 et 8: Hétérozygotes I/D
Les sujets 2, 3 : Homozygotes I/1

Figure 18 : Photographie du profil éléctrophorétique des fragments amplifiés par PCR du
gene HLA-G sur gel d’agarose 3,5%.
1. Fréquences génotypiques et alléliques
A partir des résultats ainsi obtenus, les fréquences génotypiques et alléliques ont été
calculées (Tableau8, figure 19et 20).

Tableau 6 : Fréquences génotypiques et alléliques dans notre population

Patientes Témoins
DD DI II D I DD DI II D I
0 10 6 10 22 5 8 1 18 10
0% | 62,5% | 37,5% | 31,25% | 68,75% | 35,71% | 57,14% | 7,15% | 64,28% | 35,72%
16 32 14 28
100% 100% 100% 100%
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L’analyse des résultats révele une répartition des fréquences génotypiques et
alléliques hétérogeéne entre les patientes infertiles et les témoins. En effet, le génotype
homozygote DD est plus fréquent chez les témoins (35,71%) que chez les patientes (0%).
A TP’opposé, le génotype de I’homozygote II est plus fréquent chez les patientes (37,5%)
que chez les témoins (7,15%). La fréquence du génotype DI est de 62,5% chez les
patientes et de 57,14%chez les témoins. (Figurel9).

62,50%

70,00% 57,14%

60,00%

50,00% 37,50%

40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%

Patients Témoins

i Génotype DD  H Génotype DI i Génotype Il

Figure 19 : Répartition des fréquences génotypiques dans notre population

De méme que pour les fréquences génotypiques, les fréquences alléliques présentent
une certaine disparité entre les deux groupes. En effet, 1’allele D est le plus fréquent chez
les témoins mais le contraire pour les patientes (64,28% chez les témoins et 31,25% chez
les patientes). L’allele I est retrouvé a une fréquence relativement €levée chez les patientes

(68,75%) et ce en comparaison avec les témoins (35,72%). (Figure 20).
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Figure 20: Répartition des fréquences alléliques dans notre population

Une fois les fréquences génotypiques et alléliques calculées, nous avons procédé a

I’analyse statistique des données obtenues. Aprés le calcul de I’OR et de la p-value, les

résultats ont montré une association significative entre le variant étudié et 1’infertilité

féminine (p = 0,008 pour DD versus II+DI; p = 0,049 pour II versus DD+DI ; p = 0,03

pour II versus DD et p=0.010 pour I versus D) (Tableau 9).

Si nous considérons la fréquence allélique, I’allele muté «I» est plus représenté chez les

patientes que chez les témoins (0,68% vs. 0,35%). Lap-value est inférieure a

0,05.Statistiquement le polymorphisme R702W indique que I’alléle muté jouerait un rdle

la susceptibilité é I’infertilité féminine.

Tableau7 : Résultats de 1’analyse statistique du polymorphisme I/D du géne HLA G

chez les patientes et les témoins

Modele de DD I 11 11 I
comparaison Vs Vs Vs Vs Vs
I1+DI DD+DI DD DI D

OR 0,0 7,80 /! 4,80 3,96

(0-0,85) (0,69- (0,39- (1,19-13,53)
202,15) 129,45)

Risque /! 1,97 // 1,54 1,92

relatif (1,13-3,44) (0,92-2,57) (1,11-3,33)

P-value 0,008 0,049 0,03 0,15 0,010
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Dans la littérature scientifique, aucune étude antérieure sur la corrélation entre l'infertilité
féminine idiopathique et le polymorphisme I/D du geéne HLA G, n'a été réalisée jusqu'au
2021.

Une étude a été publié en 2016, a révélé une association entre le polymorphisme I/D du
géne HLA-G et les avortements spontanés dans la population iranienne, similaire a nos
résultats, sur 200 sujets féminins stériles et 200 témoins, les résultats ont montré une
association significative (p <0,05) : prédominance du génotype DI (79,5%) chez les
patientes et les témoins (50%) (Arjmand et Samadi, 2016). Les résultats des fréquences
alléliques, de cette étude, concordent avec nos résultats : une prédominance de la fréquence
de Dl’allele T chez le groupe des patientes dont la fréquence était de 88% (Arjmand et
Samadi, 2016).

Concernant les études qui ont été réalisées en Europe, sur la population de I’Italie, du
Danemark, de la France, de la Pologne et des Pays-Bas, [’association entre le
polymorphisme I/D du géne HLA G et infertilit¢ chez les femmes qui ont fait des
avortements spontanés et répétitifs, est hautement significative (Hviid et al., 2014 ;
Amodio et al., 2016 ;Nowak et al., 2020 ; Meuleman et al., 2018).

Alors qu'une méta-analyse qui a exploré 193 articles, les patientes recrutées dans toutes
ces ¢tudes, sont des femmes infertiles avec des avortements a répétitions et qui présentent
un ou plusieurs échecs de I'implantation embryonnaire (EIR= échec d’implantation
récurent) apres une FIV. Par ailleurs, I’étude statistique n’a révélé aucune association
significative entre le polymorphisme D/I du gene HLA-G et le EIR dans tous les modéles
génétiques de la population globale, mais une association significative a été rapportée dans
la population d’origine caucasienne (Fan ef al., 2019).

Les alleles polymorphes de HLA-G n'ont pas d'effets dominants ou négatifs sur la fonction
des geénes, mais ces all¢les ont un effet prédisposant sur certains processus liés a la réponse
immunitaire tels que I'échec de l'implantation ou l'avortement spontané (Enghelabifar et

al., 2014).
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_ Conclusion et perspectives

La génétique de I’infertilité est un champ trés vaste. La connaissance de 1’architecture du
génome humain réalisée par des études de larges cohortes de sujets atteints de I’infertilité ont
permis d’identifier plusieurs génes associés a ce probléme. Parmi ces génes, le géne HLA-G
qui présente, depuis quelques années, un intérét particulier pour rechercher d’éventuelles
associations entre les varient de ce géne avec plusieurs pathologies.

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

Notre étude a permis d’identifier les facteurs de risque impliqués dans la survenue de
I’infertilité, tels que 1’age, 1’obésité, la présence d’antécédents familiaux et les antécédents
médicaux. Les résultats obtenus par I’é¢tude des caractéristiques épidémiologiques concordent
avec ce qui est rapporté dans la littérature.

Concernant I’exploration génotypique du polymorphisme I/D de I’HLA-G, nous avons trouvé
une prédominance du génotype DI (62,5%) chez les femmes infertiles par rapport aux témoins
(57,14%), également une prédominance de la fréquence de I’allele 1(68,75%) chez les
patientes, alors que ’allele D (35,72%) est prédominant dans le groupe des témoins.

Les tests statistiques effectués ont montré une association significative entre le
polymorphisme de I’HLA-Get la survenue de I’infertilité¢ idiopathique dans notre cohorte. Par
ailleurs, 1’étude de corrélation génotype-facteurs de risque, a démontré que le polymorphisme
I/D du géne n’est pas associé¢ a aucun facteur de risque.

Par conséquent, une association entre le polymorphisme I/D est probable qui conduit a I’échec
d’une grossesse biologique au vue de Dinfertilit¢ idiopathique.Le recours a I'IIU est
recommandée vu qu’elle n’est pas invasive et moins onéreuse qu’une FIV.

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

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

- ¢étudier les autres génes impliqués dans I'infertilité, comme : les génes NOBOX, GDF9 et
BMP15 et le gene PATL2 qui contrdle la maturité ovocytaire, en prenant en considération les

facteurs environnementaux, géographiques et ethniques.
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Les haplotypes HLA-G les plus fréquents (Castelli,2014).

Les Polymorphismes les plus répondues dans la région régulatrice en amont SUR (URR) et de la
région non traduite 3’ (UTR) sont indiqués. Les sites de variation peuvent s'organiser en un nombre
limité de combinaisons nommées comme suit : les haplotypes au 5'URR sont nommés PROMO-X ;
les variations dans la région codante sont appelées alleles HLA-G ; les haplotypes au 3'UTR sont
nommés UTR-X ; combinaisons du 5S'URR et du 3'UTR. leshaplotypes générent des lignées

nommeées HG-X.

LCR : région de contrdle du locus ; ISRE : élément de réponse stimulé par l'interféron; GAS :
interféron gamma activé placer; HSE : ¢lément de choc thermique ; EnhA, amplificateur A; RRE,

¢lément de réponse Ras.




ANNEXES

Annexe -II-Fiche de renseignements
1. Antécédents familiaux :
Infertilité primaire: Ouil] Nonllje ne sais pas []
Infertilité secondaire: Oui L] Nonllje ne sais pas [
SAPL Oui [JNon[lje ne sais pas [

SOPKOui [INon[lje ne sais pas [

Avortements spontanés: Oui L1 Non[je ne sais pas [
Ménopause précoce: Oui ... NonLllje ne sais pas [
Cancer du sein: Oui LJ NonlUlje ne sais pas [

Pathologie thromboembolique: Oui [ Nonllje ne sais pas [

Autres ATCD: OuilL] Nonllje ne sais pas [I

2. Antécédents personnels
ATCD médicaux

[LISOPK [IMalformations congénitales LISAPL [1Endométriose
UlInfertilité tubaire[ ] Troubles de 'ovulation []Tuberculose
U Infections du post-partum ou du post-abortum ,,L_IFibromes ou polypes
[ Infections aprés manipulations endo-utérines [1Dysthyroidie
[IStérilité idiopathique[ 1Maladies sexuellement transmissibles
[[I1Maladies inflammatoires pelviennes:salpingites—

ATCD chirurgicaux
L] Appendicectomie[ IPlasties tubaires

[Hystéroscopie 1K ystéctomieovariennes

[ICcelioscopie[]Chirurgie du col: conisation, laser []1Autres interventions abdominales
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Examen clinique

> Histoire menstruelle

- A quel age avez-vous eu vos premigcres régles ? ...................... ans.
-Lecycle=.......... jours

- Quelle est la durée de vosregles ? ...................... Jours

- En vue d’augmenter vos chances d’avoir un enfant, privilégiez-vous une période de

votre cycle pour avoir des rapports sexuels ?
(] Hirsutisme [] Acné

[JAccouchement N UInterruption
. . [JAccouchement a terme .
prématuré volontaire

[JFausse couche (en précisant si c'était le

de grossesse ;
partenaire actuel).

AULTES . et

Examens para clinique
1. Biologiques :
FSH
LH
AMH
Progestérone
Prolactine
(Estradiol
TSH
T4
T3
Hémoglobine (Hb)
. Examens complémentaires :
Echographie pelvienne:.. e,
Hystérosalpingographie (examen des trompes et de luterus) ..................................
Examen de la glaire cervicale (Test post-coital de Hithner) TPC
Frottis vaginali. ... ..o
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ANNEXES

ANNEXE- II1-
Protocole d’extraction de I’ADN (méthode au NaCl(Miller et al., 1988)

| Préparation des leucocytes

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

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

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

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

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

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

- On a effectué une centrifugation dans les mémes conditions précédentes.

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

'l Extraction d’ADN

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

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

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

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

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

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

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

- Centrifuger pendant 15 min a 2500 rpm.

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

- on récupere la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincé 2 fois dans I’éthanol a 70 % dans
un tube Eppendorf stérile.

' Solubilisation de ’ADN

- Ajouter entre 300 et 1000 pul d’eau bi distillée stérile selon la grosseur de la pelote.

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a dissolution
compléte (1 a 2 jour).
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Résumé

L’infertilité, définie comme 1’incapacité de concevoir aprés un an de rapports sexuels
réguliers et non protégés, est un probléme de santé qui a un impact réel dans le monde entier.
L’infertilit¢ est due a des facteurs féminins 30% des cas et 10% des cas de cause
idiopathique. Le systéme immunitaire se modifie pendant la grossesse et tout aspect
immunologique qui peut affecter ’implantation et le maintien de la grossesse peut causer des
problémes. Depuis quelques années un intérét particulier avait été accordé au polymorphisme

du gene de I’HLA-G.

Objectif de notre ¢étude ¢était de préciser les caractéristiques démographiques,
topographiques, phénotypiques et d'examiner d’éventuelles associations entre le

polymorphisme génétique I/D du géne HLA-G et ’infertilité féminine.

Méthodes : Sur un total de 20 femmes (groupel) ayant participé a cette étude ont été
comparés a 14 témoins (groupe2). Apres l'extraction de I'ADN leucocytaire, la séquence

d'intérét avait ét¢ amplifiée par PCR directe et analysée par électrophorese.

Résultats : Dans notre étude, les trois génotypes sont représentés avec des fréquences
génotypiques et alléliques variables ; apres le calcul de ’OR et de la p-value, les résultats ont
montré une association significative entre les deux groupes (p = 0,008 pour DD versus [I+DI;

p = 0,049 pour II versus DD+DI ; p = 0,03 pour II versus DD et p=0.010 pour I versus D)

Conclusion : Les tests statistiques effectués ont montré une association significative entre le
polymorphisme de I’HLA-G et la survenue de I’infertilité idiopathique dans la population
algérienne. Une étude prospective interventionnelle avec un effectif plus important est
nécessaire pour juger de l’efficacité de tels traitements chez les patientes présentant une
infertilité inexpliquée afin de dégager des corrélations entre les parametres mis en causes et le

polymorphisme d’HLA-G.



Abstract

Infertility, defined as the inability to conceive after one year of regular and unprotected sex, is
a health issue that has a real impact worldwide. Infertility is due to female factors 30% of
cases and 10% of cases of idiopathic cause. The immune system changes during pregnancy
and any immunological aspect that may affect the implantation and maintenance of pregnancy
can cause problems. In recent years, a special interest had been given to polymorphism of the

HLA-G gene.

The objective of our study was to clarify the demographic, topographical and phenotypic
characteristics and to examine possible associations between the genetic polymorphism I/D of

the HLA-G gene and female infertility.

Methods: Out of a total of 20 women (Group 1) who participated in this study were compared
with 14 controls (Group 2). Following leukocyte DNA extraction, the sequence of interest

was amplified by direct PCR and analyzed by electrophoresis.

Results: In our study, the three genotypes are represented with variable genotypic and allelic
frequencies; after the calculation of OR and p-value, the results showed a significant
association between the two groups (p = 0.008 for DD versus II+DI; p = 0.049 for II versus
DD+DI; p = 0.03 for II versus DD and p=0.010 for I versus D).

Conclusion: The statistical tests performed showed a significant association between HLA-G
polymorphism and the occurrence of idiopathic infertility in the Algerian population. A
prospective interventional study with a larger workforce is needed to judge the efficacy of
such treatments in patients with unexplained infertility in order to identify correlations

between implicated parameters and polymorphism HLA-G.
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L’infertilité¢, définie comme I’incapacité de concevoir aprés un an de rapports sexuels
réguliers et non protégés, est un probléme de santé qui a un impact réel dans le monde entier.
L’infertilit¢ est due a des facteurs féminins 30% des cas et 10% des cas de cause
idiopathique. Le systtme immunitaire se modifie pendant la grossesse et tout aspect
immunologique qui peut affecter I’implantation et le maintien de la grossesse peut causer des
problémes. Depuis quelques années un intérét particulier avait été¢ accordé au polymorphisme
du geéne de I’HLA-G.

Objectif de notre étude était de préciser les caractéristiques démographiques,
topographiques, phénotypiques et d'examiner d’éventuelles associations entre le
polymorphisme génétique I/D du gene HLA-G et I’infertilité féminine.

Méthodes : Sur un total de 20 femmes (groupel) ayant participé a cette étude ont été
comparés a 14 témoins (groupe2). Aprés l'extraction de 'ADN leucocytaire, la séquence
d'intérét avait été amplifiée par PCR directe et analysée par électrophorese.

Résultats : Dans notre étude, les trois génotypes sont représentés avec des fréquences
génotypiques et alléliques variables ; apres le calcul de ’OR et de la p-value, les résultats ont
montré une association significative entre les deux groupes (p = 0,008 pour DD versus 1I+DI;
p = 0,049 pour II versus DD+DI ; p = 0,03 pour II versus DD et p=0.010 pour I versus D)
Conclusion : Les tests statistiques effectués ont montré une association significative entre le
polymorphisme de I’HLA-G et la survenue de I’infertilité idiopathique dans la population
algérienne. Une étude prospective interventionnelle avec un effectif plus important est
nécessaire pour juger de I’efficacité de tels traitements chez les patientes présentant une
infertilité inexpliquée afin de dégager des corrélations entre les parameétres mis en causes et

le polymorphisme d’HLA-G.
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féminine.
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