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Introduction

Ne pas avoir d'enfants a été le plus grand probléme dans la vie d'un couple marié, et l'on
pensait que les femmes étaient la raison de I'échec de la conception, mais au fur et & mesure
que la science se développe et que la société s'ouvre a l'idée de trouver un reméde au
probléme, il est devenu clair que l'infertilité des hommes est également responsable dans 20 a
30% des cas (Agrawal et al., 2015).

L'infertilité masculine, telle que définie par I'organisation mondiale de la santé, est I'incapacité
a obtenir une grossesse apres 12 mois ou plus de rapports sexuels réguliers et non protégés"
(Abroulaye, 2021).

La spermatogenese est un processus dynamique et multiétape de prolifération et de
différenciation des cellules germinales males par lequel les spermatozoides sont produits a
partir de cellules germinales primordiales. Les causes des défauts spermatogéniques chez les
hommes infertiles sont multifactorielles et de nombreux facteurs environnementaux,
nutritionnels, comportementaux et géenétiques affectent l'infertilité masculine. Dans la plupart
des cas d'infertilité, les mécanismes sous-jacents restent obscurs. La génomique et la
proteomique offrent de nouveaux outils pour mieux comprendre la génétique de l'infertilite

masculine (Singh et al., 2011).

L'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) est une dipeptidyl carboxy-peptidase liée a
la membrane qui génere l'angiotensine Il vasoconstrictrice et inactive la bradykinine
vasodilatatrice. Le gene ECA code pour deux isozymes : l'isozyme somatique (SECA) est
présente dans de nombreux tissus, y compris les cellules endothéliales vasculaires, tandis que
I'isozyme spécifique du testicule (tECA) est exprimée exclusivement dans les spermatides en
développement et les spermatozoides matures (Liao et al., 2002). L’importance de I’ECA
dans la reproduction masculine a été récemment démontrée par des études d'élimination de
I'ECA ou des souris males dépourvues de ’ECA présentent une fertilité réduite en raison d'un
défaut de migration des spermatozoides dans les oviductes et une capacité réduite des

spermatozoides a se lier a la zone pellucide (Liao et al., 2002).

Le coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-COV-2), un virus a ARN
monocaténaire, s'est avéré étre l'agent causal de la maladie dite a coronavirus. Depuis
I'épidémie, bien que non concluantes, des découvertes ont été faites concernant la
compréhension de I'épidémiologie, de I'étiologie, des caractéristiques cliniques, du traitement
clinique et de la prévention de la maladie. Le SARS-COV-2 a été détecté dans la salive, les

fluides respiratoires, le sang, l'urine et les feces. Les résultats sont toutefois controversés en ce

1



Introduction

qui concerne sa présence dans le sperme ou les testicules (Omolaoye et al., 2021). En ce qui
concerne la présence et I'impact du SARS-COV sur la reproduction masculine, les résultats

restent controverseés.

Plusieurs études ont démontré une forte association entre l'insertion/délétion (1/D) de 'ECA1
et la COVID-19. Les porteurs dECAL-DD ont des taux sanguins d'ECA plus élevés, environ
deux fois supérieurs a ceux des individus ECA1-1I, et ont été associés a I'hypertension, au
syndrome de détresse respiratoire aigue (SDRA) et a la mortalité hospitaliere. Par conséquent,
I'alléle de délétion est associé a la progression du COVID-19 ainsi qu'au taux d'infection et a
la mortalité liés au SRAS-CoV-2, tandis que le génotype ECAL-II présente une corrélation
négative avec le taux d'infection et la mortalité (Hatami et al., 2020).

Le but de notre travail de recherche est de :

- effectuer une étude bibliographique traitant d’une part l'infertilité masculine : ses causes et
sa relation avec le polymorphisme du gene de I'ECA et d’autre part la COVID 19 : ses
symptdmes, ses causes et ses modes de transmission ainsi que sa relation avec le

polymorphisme de I’ECA et I’infertilité masculine.

- réaliser une étude moléculaire cas-témoin investiguant I’association possible entre le
polymorphisme 1/D du gene ECA et l’infertilit¢é masculine pour des patients infertiles

idiopathiques qui ont été contaminés par la COVID 109.
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Physiologie de la reproduction




Partie bibliographique

1.

Le systéme reproducteur masculin est un systéme complexe, qui comporte de chaque coté :

Figure 1 : Schéma du systéme reproducteur masculin et ses principales composantes

Systeme reproducteur masculin

les gonades (les testicules coiffés par 1’épididyme et logés dans le scrotum).

un systeme de canaux (les canaux efférents, les épididymes, les canaux déférents,

Appareil génital masculin

I’ampoule urétrale, les conduits éjaculateurs et I'urétre).

les glandes accessoires (les vésicules séminales, la prostate et les glandes de

cowper) (Barthelemy, 2006) (Figure 1).

SOPNOUN R LN -

[ —
BN

testicule

épididyme

canal déférent

ampoule du canal déférent
vésicule séminale

canal éjaculateur

prostate

canaux prostatiques
glandes de Cowper

. glandes urétrales
. urétre

vessie

(Barthelemy, 2006).

1.1. Organes sexuels masculins

Les organes reproducteurs masculins sont classés en deux catégories :

1.1.1. Organes genitaux externes

Testicule : il est situé dans la bourse. De forme ovale, les testicules mesurent environ 4 cm
de long et 2,5 cm de large chez I'adulte. Chaque glande est entourée d'une membrane issue
du péritoine abdominal et dont les prolongements divisent le testicule en 250 a 300 lobules
contenant chacun 3 ou 4 tubules séminiferes. Les tubules séminiféres rejoignent alors un
réseau de conduits, appelé réticulum testiculaire. Les testicules sécretent des androgenes,

en particulier la testostérone qui favorise le développement des organes reproducteurs et

des caractéres sexuels secondaires), et ils produisent des spermatozoides.




Partie bibliographique Appareil génital masculin

Epididyme : c’est un tube situé derriére le testicule. 11 recoit le sperme qui le dirige vers le
canal déférent. L'épididyme mesure environ 6 metres : il faut trois semaines aux

spermatozoides pour le parcourir et y terminer leur maturation.

Canal déférent : c'est un mince conduit d'environ 45 cm de long. La partie externe de
I'abdomen est incluse dans le cordon spermatique (le pédicule contenant les artéres, les
veines séminales, les nerfs et les ligaments qui relient le testicule et I'abdomen). Le canal
déférent pénetre dans lI'abdomen par l'ouverture inguinale du canal éjaculateur a I'entrée de

la prostate. Il y transporte le sperme.

Pénis : quant au pénis, il mesure en moyenne 10 & 12 cm de diamétre au repos et 15 a 16
cm en érection. 1l se compose de l'uretre, d'un corps spongieux entourant l'urétre et de deux

organes erectiles, les corps caverneux, qui sont flasques de l'intérieur.

1.1.2. Organes génitaux internes
Vésicules séminales : sont deux sacs derriere la prostate et la vessie, de 5a 7 cm de long ;
ils fabriquent du plasma séminal visqueux et alcalin, qui avec les sécrétions de la prostate

formeront les spermatozoides.

Canaux ejaculateurs : qui suivent les vesicules séminales, expulsent le sperme dans

I'uretre lors de I'éjaculation.

Prostate : est une glande qui pese 15 a 20 grammes chez I'adulte, se situe sous le col de la
vessie et entoure l'uretre. Il sécrete du plasma séminal, qui se lie aux sécrétions des

vesicules séminales et des spermatozoides, et active la motilité des spermatozoides.

Glandes de Cooper : situées sous la prostate, produisent une sécrétion épaisse qui nettoie

l'uretre juste avant I'éjaculation (Gautier, 2017).

2. Différenciation sexuelle

La différenciation sexuelle de I'nomme est fortement influencée par les hormones
peptidiques et les stéroides qui dirigent collectivement le développement des organes. Les
cellules qui accomplissent cette fonction sont les cellules de Leydig, qui vont produire de
la testostérone apres avoir été induites par les cellules de Sertoli. La testostérone va
conduire a la formation et au développement des canaux déférents, de I'épididyme, des

vésicules séminales et du canal éjaculateur. La dihydrotestostérone va provoquer la
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masculinisation des organes génitaux pour former un pénis et un scrotum, et la production
de I'normone anti-mullerienne (AMH) qui va empécher ce systeme de se développer en

organes génitaux féminins (Ahmed et al., 2002).

3. Spermatogénese

La spermatogénése a lieu dans les tubules séminiféres (Holstein et al., 2003). Elle
commence a partir de cellules souches (spermatogonies) qui se reproduisent par simple
mitose (division mitotique), les spermatogonies sont ensuite transformées en spermatocyte
1 qui subiront une réduction méiotique pour produire des spermatocytes 2 qui subiront la
méiose Il qui donnera naissance a des spermatides (Figure 2). Les spermatozoides qui sont
en fait des spermatozoides immatures passeront par une étape de maturation appelée
spermiogénese. La dernic¢re étape permet au sperme d’obtenir les outils nécessaires a la
fecondation. La spermatogenése commence a la puberté et est permanente. Le processus de
formation des cellules germinales peut étre divisé en 14 étapes distinctes. Toutes les

cellules germinales ne sont pas complétement matures, beaucoup sont dégeénerées et

englouties par les cellules de Sertoli (Barthelemy, 2006).
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Figure 2 : Schéma descriptif des différentes étapes de la spermatogenése, et leur durée
respective chez I'nomme (http://www.embryology.ch).
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L’infertilité est considérée comme une "maladie” selon 1°’International Committee for
Monitoring Assisted ReproductiveTechnologies’’(ICMART) (Arafa et al., 2020). C’est
I’absence totale de conception aprés 12 mois de relations sexuelles régulieres non
protégées (Abroulaye, 2021). Et cette période peut étre raccourcie a 6 mois si le partenaire
est agé (Frikh et al., 2021). Environ 7 % de la population masculine est touchée, ce qui
explique collectivement l'infertilité de la moitié des couples touchés (Manon et al., 2019).
L'infertilité masculine est définie comme I'incapacité d'un homme a rendre enceinte une
femme fertile (Leslie et al., 2021).

1. Epidémiologie

De nombreuses raisons ont un effet négatif sur les efforts des chercheurs pour mesurer
statistiquement la prévalence de l'infertilité masculine parce qu'elle est moins documentée
dans les pays moins développés ou en voie de développement, et cela est di a des peurs
culturelles, des tabous ou méme simplement au codt élevé du traitement dans certains
endroits ou dans certains cas (Leslie et al., 2021).

La cause de l'infertilité est exclusivement masculine dans 20 a 30 % des cas et une cause
masculine y contribue dans 20 % des cas, mais cela ne peut pas étre représentatif du monde
entier en raison d'un manque de statistiques précises dans les différentes parties du monde
(Agrawal et al., 2015).

La réduction du nombre de spermatozoides signalée dans le monde entier est tres
préoccupante. Alors que le nombre moyen de spermatozoides était de 113 millions/ml en
1940, il est tombé a 66 millions/ml dans les années 90 (Leslie et al., 2021). Des études
récentes ont également montré que les hommes infertiles ont un risque plus élevé de
développer un cancer par rapport a la population générale, nous pouvons remarquer que les
hommes azoospermiques ont le risque le plus élevé car il a été rapporté que 5 a 8 % des
patients atteints de cancer du testicule ont une azoospermie.

Il a été rapporté que les taux d'infertilité étaient les plus élevés en Europe centrale et
orientale (8 a 12 %), en Australie (8 a 9 %) et en Amérique du Nord (4,5 a 6 %). L'Afrique
subsaharienne est censée avoir les taux les plus élevés d'infertilité masculine, mais le

manque de rapports montre que les taux sont faibles (Agrawal et al., 2015).

Les statistiques manguent lorsqu'il s'agit du nombre d’hommes stériles en Algérie. La
plupart du temps, c'est la femme qui est responsable de I'incapacité a avoir un enfant, mais

selon Bouzekrini, président de la société algérienne de fertilité et de contraception (Safec),
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le taux d'infertilité masculine en Algérie se situe environ a 15% (Le Midi Libre, 2012). Et
selon Bendhaou, président de Merck pour I'Afrique du Nord et de I'Ouest, 40% des cas

sont dus a l'infertilité masculine (Le quotidien d'Oran, 2016).

Tableau | : Etudes rapportant une infertilit¢é masculine ou féminine au niveau mondial
(Agrwal et al., 2015).

hommes Couples déclarés  Couples dans lesquels le
déclares infertiles facteur masculin est I'un
infertiles des multiples facteurs
impliqués
Ameérique du nord 4,5-6% 15% 50%
Moyen-Orient Inconnu Inconnu 60%-70%
Afrique sub-saharienne 2,5%-4,8% 12,5%-16% 20-40%
Europe 7,5% 15% 50% de tous les couples
infertiles
Australie 8%-9% 15% 40%
Europe centrale et orientale  8%-12% 20% 56%
L'Asie Inconnu Inconnu 37%
Amérique latine Inconnu Inconnu 52%
L'Afrique Inconnu Inconnu 43%

2. Classification de P’infertilité masculine
L’infertilit¢ masculine peut étre classée en fonction de différentes variables telles que la
localisation de lI'anomalie, les malformations du sperme, l'infertilité primaire ou secondaire

et les anomalies obstructives ou non obstructives (Lawrence et Chandrasekar, 2014).

2.1 Infertilité primaire et secondaire

Les types d'infertilité les plus courants est I’l'infertilité primaire, alors que l'infertilité
secondaire concerne les hommes qui ont déja congu un enfant sans aide reproductive mais
qui ne peuvent plus le faire (Kazemijaliseh et al., 2015 ; Lawrence et Chandrasekar,
2014).

2.2 Localisation de I’anomalie
Les localisations de I'anomalie a l'origine de l'infertilité masculine sont divisées en:
- pré-testiculaire : dysfonctionnement érectile, troubles éjaculatoires tels que
I'éjaculation précoce, I'éjaculation rétrograde.
- testiculaire : échec testiculaire
- post-testiculaire : toutes les Iésions obstructives/sub obstructives du tractus séminal
(Lawrence et Chandrasekar, 2014).
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2.3 Anomalies du sperme

Les anomalies du sperme peuvent étre : azoospermie, oligozoospermie,
asthénozoospermie, ou tératozoospermie, seule ou en combinaison (Lawrence et
Chandrasekar, 2014).

2.4 Obstructives ou non obstructives
Cette classification est si utile lorsqu'il s'agit de sa valeur pronostique et de la possibilité de
définir la prise en charge ultérieure du patient (Lawrence et Chandrasekar, 2014).

3. Causes de ’infertilité masculine
Différentes causes contribuent a linfertilit¢ masculine, que l'on peut classer en trois

catégories : congenitale, acquise ou idiopathique (Agrawal et al., 2021).

3.1 Causes pré-testiculaires : dysfonctionnement sexuel

Il existe deux types de troubles sexuels : la dysfonction érectile ou la dysfonction
éjaculatoire.

La dysfonction érectile est un probléme grave qui conduit a I'infertilité dans 2 cas, soit une
érection absente, soit une érection insuffisante pour la pénétration, il peut étre di a des
problemes organiques (cardiovasculaires, etc.) ou relationnels (conflits au sein de la

famille et/ou du couple) ou intrapsychiques (comme la dépression) (Lotti et Maggi, 2018).

La dysfonction éjaculatoire qui est le résultat d'une aspermie qui peut se produire pour
deux raisons : I'anéjaculation qui est I'incapacité a transporter le sperme ou une éjaculation
rétrograde qui est l'incapacité a éjaculer dans une direction antérograde (Lotti et Maggi,
2018).

3.2 Causes endocriniennes

La FSH et la LH agissent comme des intermédiaires dans le processus du maintien de la
qualité et de la quantité des spermatozoides, toute maladie qui affecte la sécrétion de la
GnRH ou plus spécifiquement la sécrétion de la FSH et de la LH altére la spermatogenése
(Anawalt, 2013).

3.3  Causes testiculaires
La cause la plus fréquente d'infertilité masculine et la plus dangereuse, qui comprend les

mutations génétiques, le cancer des testicules, l'irradiation pelvienne ou le syndrome de
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Klinefelter. Le testicule peut étre soumis a des lésions traumatiques et ischémiques qui

peuvent altérer complétement sa fonction exocrine (Anawalt, 2013).

3.4  Causes idiopathiques

La forme la plus courante d'infertilité masculine est l'oligoasthéno-tératozoospermie
idiopathique (OAT), due a une insuffisance testiculaire primaire qui se manifeste par des
défauts quantitatifs de la spermatogenése (Sudhakar et al., 2021). Environ 30 a 50 % des
cas d'infertilité masculine sont idiopathiques, sans cause discernable ou contribution a
l'infertilité féminine. Elle implique une altération des caractéristiques du sperme (Agarwal
etal., 2021).
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La transmission éventuelle des anomalies génétiques responsables de 1’infertilité masculine
représente un vrai challenge pour qu’ils aient une descendance. Parmi elles, les anomalies
chromosomiques sont les plus fréquentes et le caryotype des patients atteints
d’azoospermie ou d’oligozoospermie non obstructive doit étre étudié.

L'infertilité masculine humaine a une composante génétique notable, y compris des
diagnostics bien établis comme le syndrome de Klinefelter, les microdélétions du
chromosome Y et les causes monogéniques. Les progres réalises dans le domaine du
séquencage de nouvelle génération (NGS) ont grandement facilité la détection impartiale, a
I'échelle de I'exome (séquencage de l'exome entier (WES)) et du génome entier
(séquencage du génome entier (WGS)), de toute variante génétique susceptible de jouer un
role dans l'infertilité masculine (Houston et al., 2021).

1. Anomalies chromosomiques

Aprés la découverte de la premiére anomalie chromosomique humaine en 1959, la
cytogénétique médicale est née. Les anomalies chromosomiques constitutionnelles sont des
troubles génétiques fréquents en pathologie humaine pouvant entrainer des troubles de la
reproduction, des malformations congenitales liées ou non a une déficience intellectuelle et

/ ou des troubles du comportement (Dimassi et al.,2017).

1.1 Anomalies du nombre

1.1.1 Syndrome de Klinefelter (47, XXY)

Le syndrome de Klinefelter (SK) est une anomalie chromosomique masculine courante
(47,XXY) qui fait ’objet d’attention et de recherches depuis sa premiére parution dans les
années 1940. Cependant, le SK peut étre identifié avant la naissance, la puberte,
I’adolescence ou a I’age adulte.

Le SK est a ’origine d’une non disjonction a la méiose ou bien de la mitose ce qui entraine
I’aneuploidie. Il y a deux variations génétiques qui existent : dans 90% des cas, ’anomalie
se présente sous une forme pure ou homogene avec un caryotype 47,XXY. Et dans les 10%
restants I’anomalie se présente en mosaique : 47, XXY/46, XY, ou en une aneuploidie de
grade supérieur : 48,XXY ; 49, XXXXY ou bien encore sous forme d’anomalies

structurelles touchant le chromosome 2 (Bearelly et al., 2019).

1.1.2 Syndrome du méle (XX)
Le syndrome d’inversion sexuelle masculine (SRS) 46, XX est une maladie rare avec un

phénotype de dysplasie de genre (Yan et al., 2021). Il a été décrit par La Chapelle et al en
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1964, pour la premiére fois. 1l peut étre observé dans 1 cas sur 20 000-25 000 naissances. Il
est caracterisé par un phénotype masculin avec un caryotype 46,XX. Les individus porteurs
sont (SRY)+ dans 80 % et (SRY)- dans 20 % des cas en fonction de la présence de la
région SRY sur le chromosome X. Les hommes SRY- 46,XX présentent souvent des
anomalies génitales et une perte de masculinisation car ils sont presque toujours
diagnostiques dans la petite enfance. Les hommes SRY+ 46,XX ont souvent une puberté
normale, alors que certains d'entre eux présentent une cryptorchidie (Mayouf et al., 2021).

1.2 Anomalies de structure
Les anomalies de structure pouvant étre équilibrées lorsqu’il n’y a pas de perte ou de gain

ou bien déséquilibrées dans le cas contraire (Dimassi et al., 2017).

1.3 Anomalies plus rares
Les anomalies plus rare est comme I’anomalie du fragilité chromosomique (Dimassi et al.,

2017).

2. Microdeélétions du chromosome Y

Les facteurs génétiques sont responsables de 21 a 29% des azoospermies. Cependant, dans
environ 50% des cas, la cause est encore inconnue, la condition est appelée « infertilité
idiopathique ». Il est a noter aussi que les micros délétions Yq sont connues pour étre
associées a I’infertilité masculine.

La présence du facteur d’azoospermie (AZF), un locus responsable de spermatogénése. Ce
dernier est divisé en 3 régions : AZFa, AZFb, AZFc (Figure 3) (Uzayetal., 2021).

Les caractéristiques héritées du chromosome Y humain fournissent des marqueurs de
lignée sous la forme d’haplotypes uniques transmis directement de pére en fils (Akcan et
Boduroglu, 2021). Les délétions de 1'une de ces régions peuvent étre responsable du

phénotype d’infertilité.

2.1 Geénes candidats de la région AZF

La région AZFa : la délétion AZFa supprime une région de 0,792 MO qui comprend deux
genes candidats a copie unique USP9Y (DFFRY) et DDX3Y (DBY) qui ont des
conséquences phénotypiques dans les cellules germinales. Une délétion de la région AZFa

a été observée chez 31 hommes infertiles (3,2%) (Rani et al., 2019).

La région AZFb : la région AZFb contient les palindromes P2 a P5, et la partie proximale

de P1. Les délétions AZFb sont causées par une recombinaison homologue entre les
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palindromes P5/P1 proximaux qui suppriment un fragment de 6,2 Mb et de multiples
copies des génes CDY2, EIF1AY, PRY, RBMY1, SMCY, TTY5, TTY6 et provoguent une
spermatogenese anormale. Les délétions AZFb représentent 3,5% (Rani et al., 2019).

La région AZFc : précédemment appelée région minimale AZF, de taille 3,5 Mb, et
contient les génes BPY2, CDY1, CSPGALY, DAZ, GOLGA2LY, TTY3, TTY4, en
nombre de copies variable provoquant un échec de la spermatogenése et I’infertilité
masculine. 6,9% des cas ont présenté une délétion compléte de la région AZFc (b2/b4)
(Rani et al., 2019).
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Figure 3 : Représentation schematique du chromosome Y montrant les trois régions AZF :
AZFa, AZFb, AZFc et les genes localisés dans chacune d’elles (Mcelreavey et al., 2002).

3. Geénes lies au chromosome X et infertilité masculine

Les hommes héritent d'un seul chromosome X et sont hémizygotes pour les genes liés au
chromosome X. Des études genomiques antérieures ont montré que le chromosome X est
enrichi en genes de la spermatogenése. Auparavant, des études génomiques avaient montré
que le chromosome X était enrichi en genes de la spermatogenése. Divers génes du
chromosome X liés a la fertilité chez 'hnomme ont été identifiés réecemment. TEX11 est le
premier géne de méiose lié a I'X, qui forme des foyers distincts sur les chromosomes
méiotiques pendant la gamétogenese male et femelle. Les souris méales déficientes en
TEX11 présentent une réparation défectueuse des cassures double brin et un déréglement
du crossing over qui entraine l'apoptose des spermatocytes au stade pachytene et donc
I'infertilité (Sudhakar et al., 2021).

4. Mutations génétiques
La premiére revue systématique de la validité clinique des causes monogeéniques de

I'infertilité masculine a été publiée en 2019, faisant état de 78 génes liés a 92 phénotypes.
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Ce nombre a rapidement augmenteé, et en 2021, déja 104 génes ont été liés avec certitude a
120 phénotypes d'infertilité masculine et de développement génito-urinaire anormal (Laan
et al., 2021).

Environ la moitié des génes d'infertilité masculine établis sont impliqués dans des défauts
de développement rares des gonades, des glandes surrénales, de I'hypothalamus, de
I'nypophyse ou des canaux déférents, et 20 % supplémentaires ou plus sont liés a la
spermiogenese et aux conditions ultrarares de défauts qualitatifs des spermatozoides
affectant la motilité et la morphologie (Laan et al., 2021).

Le séquencage de I'exome (ES), devenu disponible il y a dix ans, a ouvert la "chasse" aux
causes monogeéniques de divers autres sous-types d'infertilité masculine. Il a permis des
percées dans la génétique des anomalies ultrarares de la morphologie (tératozoospermie) et
de la motilité (asthénozoospermie) des spermatozoides, qui se présentent generalement
sans diminution importante du nombre de spermatozoides.

Certaines anomalies qualitatives des spermatozoides, telles que la globozoospermie et la
macrozoospermie, sont dues a des variantes pathogéenes dans un seul géne, DPY19L2 et
AURKC, respectivement (Tableau 2). En revanche, les anomalies morphologiques
multiples des flagelles des spermatozoides (MMAF) sont causées par des defauts dans un
ensemble diversifié de proteines localisées dans les flagelles des spermatozoides. Apres un
phénotypage clinique minutieux, le rendement diagnostique actuel de l'analyse génétique
ciblée atteint déja ~60%. Des variantes pathogenes dans certains genes (par exemple
DNAH17) ont été rapportées dans la globozoospermie ainsi que dans la MMAF, suggérant
une possible étiologie commune. Ainsi, une attention particuliere doit étre accordée au

conseil genétique et a la prise de décision clinique dans les cas de MMAF.
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Tableau 11 : Connaissance actuelle des causes monogéniques récurrentes impliquées dans
I'infertilité masculine (Laan et al., 2021).

Congenital developmental defects

Qualitative or quantitative defects in spermatogenesis

Parameter CBAVD 46 XY, DSD CHH MMAF Macroz. Globoz. NOA S0
Male prevalence  0.1% Up t0 0.02% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01% ~1% ~5%
Knowngenes 2 ~30 major (>60 ~30 major (>60 ~20 1 5 Up to ~50° Candidates
(n) reported) reported)
Examplesof ~ CFTR AR(166),50X9(62),  CHD7(401),FGFRI ~ DNAH1 ~ AURKC DPYI9L2:  TEX11(2),  ReportedLP/P
confident (770), SRD5A2 (46), WT1 (94), ANOS1 (32), (30), (6) hom.gene ~ FANCM(4),  variantsin
diseasegenes  ADGRG2  (53),NRSAI(33),  GNRHR(22),FGF8  CFAP43 deletions ~ TEX14(3),  ZMYNDI5,
(LP/Pvariants ~ (9) HSD3B2(32),SRY  (16),PROKR2(8),  (13), (mostcases), MSH4(3),  FANCM, MSH4,
in ClinVar, n)? (28),HSD17B3 (21),  PROK2(7), TACR3 ~ CFAP44(6), rareSNVs  STAG3(9),  MIAPLHB,
POR(19),CYP11A1  (10),AMH (6), KISSIR DNAH2 (5), (5) MEIOB(3),  TDRD9,RPLIOL
(13); (5); TTC29 (5), SYCE1(3);  NRSALetc.
deletions (WTZ, DMRT deletions (ANOSI) ~ DNAH17 MI14P(2),
regions) and (4), CFAP65 KLHL10(1);
(4), Esip2 deletions
4) (DMRTI,
TEX11, SYCET)
duplications (DAX1, Full AZFa, AZFb or AZFc deletions®
WNT4) AZFcr2/r3 inv +del (12 cases
reported)®
Inheritance aut.rec, XL aut.dom,aut.rec, XL aut.dom, aut.rec, XL, aut.rec,XL aut.rec. aut.rec. Mostly aut. rec. or XL, less known
mode di- & oligogenic aut. dom., oligogenic
Disturbed Ductal Gonadal & genital GnRH neuron Structure & Cell Acrosomal Failed or impaired
functions obstruction development; development & motility of  division function spermatogenesis;
steroidogenic migration the possible qualitative sperm defects
pathways flagellum in SO
Diagnostic yield >80% (bi)  Up to 50% ~50% 30-60% na. ~60% Mostly <5% na.
>30% (uni) (See Table 2)
Genetic testing ~ Single gene  Targeted gene panel sequencing Single gene sequencing ES Combined
approaches sequencing  ES and in silico gene panel Deletion approaches
analysis
Added valuein ~ ART options Early sex assignment; Hormone therapy; Optimal clinical solutions for the couple to achieve parenthood;
infertility multidisciplinary multidisciplinary personalised long- term treatment and management;
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1. Systéme rénine angiotensine

Le systeme runique (RAAS) est un systéme important pour la survie afin de maintenir le
tonus vasculaire en régulant le volume de liquide extracellulaire et la pression artérielle.
Gréce a ce systeme, l'eau, le sang, le plasma, la lymphe et le liquide interstitiel sont
étroitement contr6lés. La rénine et l'angiotensinogéne sont les deux éléments de base qui
composent ce systeme.

L'homéostasie physiologique de ce systeme est régulée par I'équilibre entre I'enzyme de
conversion de l'angiotensine (ECA) et TECA2. L'ECA convertit I'angiotensine |1 (Ang I) en
angiotensine Il (Ang Il) qui, par son interaction avec le récepteur de lI'angiotensine Il de
type 1 (ATLR), induit une forte vasoconstriction et déclenche des voies pro
inflammatoires, préapoptotiques et profibrotiques dans le poumon et dautres organes.
Dans le SRAA, I'ECAZ2 contribue a l'inactivation de I'Ang 11, en I'hydrolysant en Ang-1-7,
et, par conséquent, s'oppose physiologiquement aux effets de I'Ang II/AT1R, en méme
temps qu'il stimule la vasodilatation et favorise les actions anti-inflammatoires,
antifibrotiques et antithrombotique (Figure 4) (Niguez et al., 2021).
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angiotensinealdostérone est une cascade de régulation endocrinienne et enzymatique
servant a préserver I'homéostasie hydrosodé (Calvier, 2012).
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2. Enzyme de conversion de I’angiotensine

2.1 Structure de PECA

Chez les mammifeéres, deux isoformes de I'ECA existent, l'une est exprimée dans le tissu
somatique (SECA, 1306 résidus) et l'autre dans les cellules germinales des testicules males
(QECA, 732 résidus). La structure des deux formes differe ; la forme gECA a un seul site
actif, tandis que SECA a deux sites actifs (Figure 5).

[ 1e-termnar gomany

: 2 #1
active site loops

C-terminal domain
active site loops

Multi-subunit interface

Figure 5 : Structure de la protéine ECA

2.2 Fonctions de PECA

Le systeme RAAS joue un réle pivotal dans le liquide et I'noméostasie du sel. L'une des
étapes biochimiques clés du RAAS est la conversion du décapeptide inactif de
l'angiotensine I (Angl) en octapeptide actif de l'angiotensine II (Angll) par ’enzyme de
conversion de l'angiotensine (ECA). Il est important de noter que la génération d'Angll par
I’ECA est inversée par son isoforme ECA2 (qui élimine 1’Angll). Par conséquent, le
niveau physiologique d'AngllI est généralement déterminé par 1’équilibre entre les activités
ECA et ECA2 dans les tissus. Cet équilibre est important dans les maladies
cardiovasculaires, ainsi que dans la COVID-19 (Patel et al., 2017).

3. Gene ECA
3.1 Structure du géne ECA

Le géne de ’ECA humain est localisé sur le chromosome 17 en position 17q23, s’étend sur
21 Kb et contient 26 exons et 25 introns. Son transcription mature, posséde une taille de

4,3 Ko, de la 1°® & la 26°™ transcription. L’ARNm de I’isoenzyme germinale est transcrit
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du 13 au 26°™ exons uniquement (Dhar et al., 2012). Le géne posséde deux promoteurs
fonctionnels, le premier codant pour une forme somatique SECA et le second promoteur du
gene code pour la forme germinale tECA. Le promoteur somatique de I’ECA est actif dans
plusieurs cellules, tandis que les promoteurs germinaux ne sont activés que dans les

cellules germinales méles (Figure 6) (Nigel, 1996).
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Figure 6 : Localisation et structure du géne de ’ECA (Mehri et al., 2005).

3.2 Polymorphismes du géne ECA

Un total de 78 variantes moléculaires du géne ACE ont été identifiés (Rieder et al.,1999).
Parmi ces polymorphismes, le plus important est I'insertion ou la délétion d'une séquence
de 287 Pb dans l'intron 16 de ce gene. Cet élément Alu est supposé inséré (plutdt que
supprimer) parce que sa séquence a la plus grande similitude avec d'autres eléments Alu
spécifique a 'nomme (Batzer et al., 1994 ; Dufour et al., 2000).

Dans la séquence Alu de lintron 16 du gene de I'ECA, il existe un polymorphisme
fonctionnel, représenté par une insertion/délétion (1/D) de 287 pb (rs4646994). L'allele D
est significativement associé a une augmentation de l'activité et de la concentration de
I'enzyme (Hubacek et al., 2021). Les polymorphismes d'insertion/délétion de I'ECA
présentent une variabilité géographique et éethique significative, la fréquence de lallele |
étant plus élevée dans les populations asiatiques et africaines que chez les caucasiens
(Figure 7) (Hubacek et al., 2021).

Geéene ECA
~hr. 17G21 Exons 1 8 1S 17 21 26
vo
(287 bp)
—

Figure 7 : Représentation schématique de la location du polymorphisme 1D du
gene ECA (Lefebvre, 2008).

3.3 Polymorphisme de PECA et infertilité masculine
Peu d’études ont examiné I’impact des polymorphismes de I'ECA sur Dinfertilité

masculine et les résultats sont contradictoires (Wang et al., 2019).
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Le COVID 19 est une maladie respiratoire émergente causée par un nouveau coronavirus-2 du
syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS-CoV-2) (Rai et al., 2021). Depuis son apparition en
Chine en décembre 2019, il s'est répandu dans le monde entier en raison de sa grande capacité
de transmission d'une personne a une autre, ce qui a amené I'organisation mondiale de la santé

a déclarer officiellement la pandémie mondiale le 12 mars 2020 (Shen et al., 2020).

1. Epidémiologie

Depuis la premiere flambée en Chine, le virus s'est rapidement propagé dans d'autres parties
du monde. A ce jour, le nombre de cas confirmés est d'environ 520 millions (OMS, 2022) et
le nombre de décés confirmés est d'environ 6 millions (OMS, 2022).

Des études portant sur des patients hospitalisés ont fait état de taux de létalité allant de 1,4% a
18,9%, et pouvant atteindre 61,5% chez les personnes gravement malades. Les taux de létalité
étaient apparemment plus élevés chez les adultes plus ageés et les personnes agées que chez les
jeunes adultes et les enfants. Les taux rapportés incluent 1,0% chez les adultes agés de 50 a 59
ans, 3,5% chez les 60-69 ans, 12,8% chez les 70-79 ans et 20,2% chez les 80 ans ou plus.
Chez les patients gravement malades, la létalité serait plus élevee, atteignant 50% chez les
adultes agés de 40 a 49 ans et 87,5 a 100 % chez les plus de 70 ans (McArthur et al., 2020).
Lorsqu’il s'agit du nombre de cas par région, nous pouvons voir que I'Europe a le plus grand
nombre de cas avec 198 millions (37%), suivie de I'Asie avec 158 millions de cas au total, soit
(29%), puis de la troisieme Amérique du Nord avec 102 millions de cas (19%), I'Amérique
latine, I'Afrique et I'Océanie étant les derniéres avec un pourcentage de 10%, 2% et 1,5%
(OMS, 2022).

2. Mode de transmission

Les virus respiratoires se transmettent entre individus lorsque, le virus est libéré des voies
respiratoires d’une personne infectée et est transmis par I’environnement provoquant des
infections respiratoires d’une personne exposée et sensible (Leung, 2021). Il existe deux
modes de transmission du covidl19 : direct (physical) et indirect (fomite). Le mode direct
comprend ; les aérosols formés par des procédures chirurgicales et dentaires et/ou la
transmission sous forme de noyaux de gouttelettes respiratoires, d’autres fluides corporels et
sécrétions, tels que les matieres fécules, la salive ; ’urine, le sperme, les larmes...etc. mére et
I’enfant. On pense que le SARS-COV-2 se propage géneralement par des gouttelettes
respiratoires formées lors de la conversation, de la toux et des éternuements d’une personne

infectée (Karia, 2020). Le virus qui cause la COVID-19 se transmet principalement lors de
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contacts rapprochés entre les personnes a moins de deux metres de distances et prolongés

durant plus de 15 minutes.

Short-range transmission Long-range transmission

« Droplet
* Aerosol
= Direct (physical) contact
s Indirect contact (fomite)

* Aerosol
* Indirect contact {fomite)

=)
Aerosol =4 {
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Droplet

Aerosol —
.
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Wi ' Y
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Figure 8 : Les modes de transmissions des virus respiratoires (Leung, 2021).

3. Variantes du SARS COV 2

Les génomes des coronavirus, comme le SARS-CoV-2, peuvent modifier leur séquence
génomique pendant la réplication dans les cellules hotes. Une population de coronavirus qui
héritent des mémes mutations distinctives est appelée un variant. Plusieurs mutations et
variantes du SARS-CoV-2 sont apparues dans le monde entier au cours de la pandémie.

Les virus a ARN comme le SARS-CoV-2 mutent plus lentement que la plupart des virus a
ARN en raison d'une fonction de relecture pendant la réplication. Les variantes du SARS-
CoV-2 ont commencé a apparaitre au début du mois de mars 2020. Ayant une seule mutation
D614G dans la glycoprotéine de la pointe (S), et les variantes ayant cette mutation ont
prédominé depuis juin 2020, probablement en raison de I'amélioration de I'aptitude virale et
de la transmissibilité. L'émergence récente de nouvelles variantes du SARS-CoV-2 est un
sujet de preoccupation en raison de plusieurs mutations qui se sont produites au cours des
derniéres années. Ces mutations pourraient avoir un impact sur la structure de la protéine, et
ainsi modifier les taux d'infection en modifiant l'interaction de la protéine spike avec le
récepteur humain hECA2, modifier la réponse immunitaire ou compromettre I'efficacité du

vaccin ou compromettre I'efficacité des traitements par les anticorps monoclonaux.
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L'Organisation mondiale de la santé a classé les variantes en "Variantes d'intérét” (VOI) et

"Variantes préoccupantes” (VOC) (Raman et al., 2021).

3.1 Lignée B.1.1.7 (Variante Alpha)

Le variante B.1.1.7 est également connue sous le nom de 201/501Y.V1. B.1.1.7 a été détecté
pour la premiere fois au Royaume-Uni en décembre 2020 et a été nommé VOC 202012/01 car
il a rapidement gagné d'autres pays a un rythme exponentiel (Chand et al., 2020). Les
coronavirus de la lignée B.1.1.7 sont de 40 a 83 % plus infectieux que la souche sauvage B1,
entrainent des charges virales nasopharyngées plus élevées et provoquent des maladies plus
graves (Volz et al., 2021). La lignée B.1.1.7a maintenant été détectée dans plus de 50 pays,
dont les Etats-Unis. Le taux d'infection élevé de B.1.1.7 est attribué a plusieurs mutations
dans sa protéine de pointe, dont deux délétions, a savoir H69/V70 et Y144/145, et six
substitutions, & savoir N501Y, A570D, P681H/R, T7161, S982A et D1118H (Kemp et al.,
2020).

3.2 Lignée B.1.351 (Variante Beta)

Ce variant est également connu sous le nom de 20H/501Y.V2 et a été identifié pour la
premiére fois en Afrique du Sud en décembre 2020 (Tegally et al., 2021). Cette variante a une
transmissibilité accrue et est désignée comme un COV puisqu'elle a été détectée en dehors de
I' Afrique du Sud, y compris aux Etats-Unis.

B.1.351 partage la mutation N501Y avec B.1.1.7 dans le domaine RBD de la protéine de
pointe. Cette variante présente également deux mutations supplémentaires dans le méme
domaine RBD (K417N et E484K) qui jouent un role central dans l'interaction avec le

récepteur et I'évasion immunitaire (Raman et al., 2021).

3.3 Variant P.1 (Variante Gamma)

La variante P.1, également connue sous le nom de 20J/501Y.V3, est une branche de la lignée
B.1.1.28 qui a été détectée pour la premiére fois au Brésil et est devenue une variante
dominante dans ce pays (Faria et al., 2021). La variante P.1 a accumulé 12 mutations dans la
protéine spike, dont la mutation N501Y, qui est également présente dans B.1.1.7 et B.1.351,
tandis que les mutations L18F, K417T, E484K et D614G sont partagées avec la variante
B.1.351 (Faria et al., 2021).
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3.4 Lignee B.1.617.2 (Variante Delta)

La lignée B.1.617, également connue sous le nom de G/452.V3, a été identifiée pour la
premiére fois dans le Maharashtra, en Inde, en octobre 2020 et est également appelée variante
"double mutation”. En mai 2021, ’OMS a désigné B.1.617 et ses sous-lignées, a savoir
B.1.617.1 (Kappa), B.1.617.2 (Delta) et B.1.617.3, comme "Variant préoccupant”. B.1.617
porte de multiples mutations dans la protéine spike, notamment D111D, G142D, L452R,
E484Q, D614G, P614R et P681R (Dagan et al., 2021). La " double mutation " fait référence
aux mutations de B.1.617 dans la séquence codante de la protéine spike du SARS-CoV-2 a
E484Q et L452R, qui sont liees a une transmission et une infectivité accrues. Les mutations
E484Qet L452R conférent a la variante un potentiel de liaison plus fort au récepteur hECA2
ainsi qu'une meilleure capacité a échapper au systeme immunitaire de I'néte par rapport aux

autres variantes (Deng et al., 2021).

3.5 Variante CAL.20C

Ce variant découvert en Californie constitue les lignées B.1.427 et B.1.429 et porte la
mutation L452R. Elle est désignée comme une "variante préoccupante™ et s'est répandue aux
Etats-Unis et dans d'autres pays. Elle est caractérisée par les mutations S13I et W152C dans le
NTD et par la mutation L452R dans le RBD.

3.6 Variante Omicron

D'aprés les rapports de I'OMS, la premiére infection confirmée connue par Omicron pourrait
remonter a un spécimen prélevé en novembre 2021. Depuis l'identification d'Omicron, la
variante semble se propager rapidement. En outre, I'identification d'Omicron coincide avec la
forte augmentation du nombre de cas confirmés de COVID-19 en Afrique du Sud. Ce nombre
a dépassé 2000 en novembre 2021 et a franchi la barre des 10 000 en décembre 2021,

En outre, la recherche de la source des cas de COVID-19 a révélé que B.1.1.529 s'était
probablement propagé en Europe occidentale avant que les premiers cas ne soient détectés en
dans le sud de 1I’Afrique australe.

L'analyse des séquences génomiques de la variante Omicron a révélé un nombre élevé de
mutations non synonymes, dont plusieurs en épi qui se sont avérées étre impliquées dans la
transmissibilité, la gravite de la maladie et I'échappement immunitaire. Au total, plus de 60
substitutions/délétions/insertions ont été identifiées dans le variant Omicron, ce qui fait de ce
dernier le variant possédant le plus grand nombre de sites de mutation parmi tous les variants

du SARS- CoV-2 caracterisés jusqu'a présent (He et al., 2021).
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4. Symptomes

Une étude observationnelle portant sur 1420 patients atteints d’une maladie légére ou
modérée a indiqué que les symptémes les plus répandus étaient les maux de téte (70,3%), la
perte d’odorat (70,2%), I’obstruction nasale (67,8%), la toux (63,2%), 1’asthénie (63,3%), la
myalgie (62,5%), la rhinorrhée (60,1%), le dysfonctionnement gustatif (54,2%), les maux de
gorge (52,9%) et la fievre (45,4%). Le dysfonctionnement olfactif et gustatif a été identifié
comme des symptdmes courants avec une prévalence regroupée de 52,73% dans dix études
(El Aroussi, 2022).

D’aprés les résultats, la prévalence des symptomes était la plus élevée chez les personnes
agées de 30 a 60 ans ; la présentation atypique la plus courante chez les personnes agées était
la confusion. Chez les enfants, les symptémes les plus fréquemment rapportés sont la fievre et
la toux. Les autres symptomes comprennent des symptomes gastro-intestinaux, des maux de
gorge / pharyngite, un essoufflement, une myalgie, une rhinorrhée/congestion nasale et des

maux de téte avec une prévalence variable selon les différentes études (EI Aroussi, 2022).

Le délai entre I’exposition au Covid-19 et I’apparition des symptomes était en moyenne de 5 a
6 jours, avec une plage de 1 a 14 jours, c’est pourquoi il est conseillé aux personnes qui ont
été exposees au virus de rester a la maison et a I’écart des autres pendant 14 jours pour éviter

de propager le virus, surtout s’il est difficile a propager.

5. ECA, infections a Covid-19 et infertilité masculine

La rénine, ’ECA-1, ’ECA-2 et I’ECA-3 sont les composants fondamentaux du Systéme
Rénine Angiotensine. Ces derniéres années, 1’influence du SRA sur différents phénomeénes
reproductifs a été étudiée. Chez les hommes, on a découvert que le SRA régule la
constructibilité tubulaire, la spermatogenese, la maturation des spermatozoides, la
capacitation, 1’exocytose acrosomique et la capacité¢ de fécondation, tandis que chez les
femmes, on a découvert que le SRA maintient la pression sanguine ovarienne et plusieurs
voies de signalisation autocrine/ paracrine qui contrblent la fertilité. La rénine est une
aspartyl-protéinase qui catalyse la conversion de 1’angiotensiongene en angiotensine | (ANG-
I). L’ANG-I est ensuite clivé en angiotensine Il (ANG-II) par ’ECA-1, aprés quoi I’ANG-II
est hydrolysé en angiotensine 1-7 (ANG 1-7) par une mono carboxypeptidase (c’est-a-dire
I’ECA-2). L’ANG-II est également produite par I’activité catalytique d’enzymes non liées a
I’ECA-2, comme la sérine-protéase Chymase. L’ANG-II est un octapeptide biologiquement

actif qui agit par I’intermédiaire du récepteur de type I de I’ANG-I1 (AT1R) pour favoriser la
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vasoconstriction, ’inflammation et le stress oxydatif. Des teneurs plus élevees en ANG-II
dans le plasma séminal sont évidentes chez les sujets sous-fertiles. De plus, I’ANG-I1I affecte
négativement le nombre et la morphologie des spermatozoides en favorisant 1’hypertension
vasculaire (Colliet al., 2019). L’hyperproduction par I’ANG-II de la cytokine pro-
inflammatoire IL6 dans les cellules péri tubulaires des testicules est impliquée dans
Iinfertilit¢ masculine. De maniére intrigante, 1’ANG-Il stimule également la
métalloprotéinase-2 (MMP2)/MMP14 par le biais des cascades de signalisation PI3K/AKT et
MAPK qui facilitent la prolifération cellulaire et I’angiogenése. En outre, 1’excés d’ANG-II
inhibe 1’adénylatecyclase dans les cellules de Leydig pour contrer la production de
testostérone (Rajak et al., 2021).

L’axe ANG-II/AT1R est également lié et régulé par le nexus moléculaire dépendant de
I’ECA-2/Ang 1-7. L’Ang 1-7 agit par I’intermédiaire du récepteur Mas pour réguler la
physiologie de la reproduction et la fertilité. La voie de signalisation médiée par I’ECA-2/Ang
1-7/Mas contr6le la stéroidogenése, la contractilit¢ de 1’épididyme et la motilité des
spermatozoides (Rajak et al., 2021).

Malheureusement, l'infection par le coronavirus peut réguler a la baisse les récepteurs de
I'ECA-2, ce qui entraine une réduction de la conversion de I'ANG-Il en Ang 1-7 et une
accumulation excessive d'ANG-Il. Le coronavirus module I'expression de I'ECA-2 par
I'endocytose du complexe récepteur-ligand ou par l'activation de I'enzyme de conversion du
TNF-0 (TACE), qui permet la libération de l'ectodomaine du récepteur. Cela profite
paradoxalement aux virions en ce qui concerne leur réplication et leur conditionnement a
I'intérieur de la cellule héte. Par conséquent, la perturbation par les coronavirus de lI'axe ECA-
2/Ang 1-7/Mas pourrait nuire a la physiologie reproductive normale et a la fertilité des

hommes et des femmes (Rajak et al., 2021).

6. Impact du SARS-COV 2 sur P’ECA 2 sue le systeme reproductif

masculin

Les premieres données epidéemiologiques suggérent que le principal mode de transmission se
fait par les gouttelettes respiratoires, mais le SARS-COV-2 a été trouvé dans d’autres fluides
corporels tels que les matiéres fécales, I’urine et le sperme. A la suite de ces découvertes des
questions ont €té soulevées sur le potentiel d’excrétion virale et de transmission par le sperme,

en plus des effets possibles sur la fertilité masculine (Best et al., 2021).
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Des hommes infectés par le SARS-COV-2 ont été comparés a des hommes en bonne santé en
age de procréer en Chine pour voir comment leurs niveaux d’hormones sexuelles changeaient.
L’hypogonadisme et la mort des cellules stromales ont été suggérés en raison d’un rapport
réduit entre la testostérone et I’hormone lutéinisante (LH). Il convient de mentionner que les
effets possibles de certains traitements (par exemple ; les corticoides) sur 1’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique devait étre pris en compte. Dans une autre étude, la fiévre était associée
a des lésions testiculaires dues a la perte de cellules germinales dans un environnement a
haute température, a la perte de cellules de Leydig et a une infiltration leucocytaire due a une

diminution des niveaux de testostérone (Al-Khikani et al., 2022).

I'he expression of angiotension-
coverting enzyme in the testes May facilitate virus entry

COVID-19 indirectly induces
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SARS-CoV-2 directly damages

male genital cells Presence of the virus in semen

Possible causes of male
infertility by COVID-19
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Figure 9 : Les causes possibles de I’infertilité dans COVID-19 (Al-Khikani et Ayit, 2022).
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6.1 ROle des médiateurs COVID-19 sur la FIV et d'autres ART

Les techniques de reproduction médicalement assistées ART, dont la FIV et l'injection
intracytoplasmique de spermatozoides (ICSI), sont actuellement utilisées pour traiter
I'infertilité. Cependant, dans le cas d'échantillons de sperme présentant des dommages
importants au niveau de I'ADN, ces techniques peuvent ne pas étre aussi efficaces. Parfois, les
spermatozoides endommagés entrainent des taux élevés de fausses couches apres I'lCSI. Les
hommes infertiles ne parviennent pas non plus a initier une grossesse aprés des ART, ce qui
pourrait étre di a des spermatozoides défectueux. Les défauts dans les spermatozoides
peuvent également étre causés par le stress oxydatif séminal.

L'infection par le SARS-CoV-2 bloque les récepteurs ECA-2 et augmente le niveau d'’ANG-II.
Des niveaux élevés d'’ANG-II folliculaire sont associés au développement d'un syndrome
d'hyperstimulation ovarienne sévere chez les patientes subissant une procédure de FIV. Chez
les hommes, un taux excessif d'’ANG-I1 inhibe I'adénylatecyclase dans les cellules de Leydig,
ce qui réduit la production de testostérone. Notamment, le SRA est également responsable du
maintien des électrolytes du plasma séminal, de la régulation de la stéroidogénese, de la
spermatogenese et des fonctions des spermatozoides; cependant, une perturbation du SRA

peut altérer ces processus et affecter les cycles de FIV/ICSI (Rajak et al., 2021).
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1. Patients et méthodes

1.1 Type d’étude

L’étude que nous avons entreprise est de type cas-témoins qui a été réalisée sur deux
populations : une population de 10 témoins hommes fertiles et une population de 11
patients infertiles. Elle a duré un mois et a €té accomplie au niveau de la clinique PMA Ibn
Rochd (Recrutement des patients infertiles) et au niveau du laboratoire de biologie
moléculaire et cellulaire (Extraction d’ADN) ainsi que le laboratoire de biologie
moléculaire de la faculté SNV de 'UFMC 1 (PCR).

1.2 Recrutement des patients infertiles

1.2.1 Critéeres d’inclusion

Sont inclus dans cette étude tous les patients présentant un spermogramme anormal :
azoospermie, oligospermie, asthénospermie ou tératozoospermie.

1.2.2 Criteres d’exclusion

En patients avec une infertile idiopathique.

1.3 Recrutement des témoins
Le recrutement des témoins est base sur des parametres spermatiques normaux. Au total,

nous avons recruté 10 échantillons de sang d’hommes fertiles.

2. Méthodes

2.1. Questionnaire

Un questionnaire a été réalisé afin d'enregistrer toutes les informations nécessaires a notre
étude a savoir : 1’age, le sexe, les données cliniques et les antécédents personnels et
familiaux.... (Annexe 1). Un interrogatoire minutieux est mené pres des patients

sélectionnés dans notre étude pendant une entrevue durant 10 a 15 minutes.

2.2. Prélévement sanguin

Chaque patient a subi une prise de sang pour ponction veineuse périphérique sur deux
tubes EDTA vacutainer de 4 ml (si nécessaire on procede a une conservation au
réfrigérateur a +4°C). Le prélevement de sang a été réalisé au niveau du pli du coude apres
la pose d’un garrot par des professionnels de la santé (Infirmier(e)s). Les patients doivent
étre en position demi-assise. Les tubes portent des étiquettes portant les noms et prénoms

des sujets ainsi que la date du prélévement.
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3. Etude moléculaire
Notre étude moléculaire s’est effectuée selon deux étapes : une étape d’extraction de

I’ ADN suivie d’une PCR (polymerase chain reaction) pour la recherche du polymorphisme

ID du géne ECA.

3.1 Extraction de ’ADN (Technique au NaCl)

3.1.1 Principe

Une lyse hypotonique des leucocytes est faite en utilisant une solution a base du Tris et de
I’EDTA (TE) et traités ensuite par un détergent (SDS) et une protéinase K. L’ADN
nucléaire libéré dans le milieu et les protéines qui lui sont associés sont digérées et
¢liminées par précipitation au NaCl, la pelote d’ADN est formée dans le surnageant par
précipitation avec 1’éthanol absolu.

3.1.2 Preparation des leucocytes

— Dans un tube flacon de 50 ml, mettre le sang et compléter a 50 ml avec du TE 20:5
laisser 10 min dans la glace.

— Centrifuger 10 min a 3900g (3800 rpm).

— Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.

— Ajouter quelques ml de TE 20:5 au culot, le remettre en suspension avec une
pastelle stérile.

— Compléter a 25 ml avec du TE 20:5 et laisser 10 min dans la glace.

— Centrifuger dans les mémes conditions que la premiére fois.

3.1.3 Extraction de PADN
— Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Flacon de 15 ml
— Ajouter 3ml de tampon de lyse (NaCl 400 Mm. EDTA 2Mm Tris 10Mn pH 8,2).
— Ajouter 200 pl de SDS a 10%.
— Ajouter 100ul de protéinase K a 10mg/ml.
— Agiter le tube sur une roue a 37°C une nuit.
— Le lendemain refroidir dans la glace.
— Ajouter 1 mlde NaCl 4 M et agiter vigoureusement a la main.
— Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).
— Centrifuger pendant 15 min a 2500 tpm.
— Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, puis ajouter 2 fois son

volume d’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube
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plusieurs fois : la pelote d’ADN s’est formée, visible a I’ceil nu (laisser le tube
éventuellement 30 min a -20°C si la pelote d’ADN ne se forme pas).

— Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincé 2 fois dans 1’éthanol a
70% dans un tube Eppendorf stérile.

— Mettre la pelote dans un tube nunc.

3.1.4 Solubilisation de PADN
Notre ADN est réhydraté en ajoutant entre 300-1000 pl de TE : 10:1 selon la grosseur de la
pelote et la concentration qu’on souhaite avoir. Laisser les tubes pendant une nuit sur

agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a dissolution (1 a 2 jours).

32 PCR

La PCR, réaction de polymérisation en chaine, est une technique permettant d'obtenir, a
partir d'un échantillon d'ADN, d'importantes quantités d’une séquence d'ADN spécifique.
Cette amplification repose sur la réplication d'une matrice d'ADN double brin. Elle se
réalise en trois phases : une phase de dénaturation, une phase d'hybridation avec des
amorces et une phase d'¢longation. Les produits de chaque étape de synthese servent de

matrice pour les etapes suivantes, ainsi on réalise une amplification exponentielle.

3.2.1 Premiere étape : dénaturation thermique

Cette étape consiste a séparer par la chaleur les deux brins en rompant les liaisons
hydrogénes. L’ ADN double brin est chaufté a 94°C. Cette température est supérieure a la
température de dénaturation (Température melting ou Tm) de I’ADN qui passe alors sous

forme simple brin. Ces brins servent de matrice au cours des cycles d’amplification.

3.2.2 Deuxiéme étape : hybridation des amorces ou « annealing »

Le milieu réactionnel est amené a une température inférieure au Tm des amorces. Cette Tm
est en fonction de la séquence et la richesse en GC de I’amorce et est en général de ’ordre
de 45 a 70 °C. Les amorces en large exces, s’hybrident a tout ’ADN simple brin

comportant la séquence complémentaire.

3.2.3 Troisieme étape : élongation et extension d’amorce

Une ADN polymérase (Taq polymérase) allonge les amorces en y incorporant les
désoxynucléotides complémentaires de la séquence de la matrice a laquelle est hybridée.
La synthese s’effectue dans le sens 5°- 3’ a une température optimale. A la fin du cycle,

deux copies de la séquence d’ADN cible sont obtenues. Un nouveau cycle commencera par
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I’étape de dénaturation, suivie successivement des étapes d’hybridation et d’extension. A
chaque cycle correspond le doublement du nombre de copies de la séquence cible. De
maniére génerale 25 a 40 cycle sont effectués, générant un nombre considérable de copies
de la séquence cible. L’amplification est exponentielle selon la formule 2 a la puissance n,
n représente le nombre de cycles, par exemple une PCR de 30 cycles génere théoriqguement

2 a la puissance 30 copies de cibles initialement présentes.

3.2.4 Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Un milieu réactionnel de la PCR ou un mix de PCR d’un volume final de 10 pl a été
préparé. Le mix comprend des désoxyribonucléotides triphosphates, une enzyme
d’amplification in vitro, un environnement réactionnel (tampon, MgCl2, H20) et deux
amorces oligonucléotidiques correspondant au polymorphisme 1D du gene ECA. Pour cette
étape, les réactifs utilisés dans la PCR doivent d’abord étre dilues selon la formule suivante

ClxV1i=C2xV2
Sachant que :
C1 : concentration initiale de chaque réactif (mentionnée sur le tube).
V1 : volume initial requis pour la dilution (inconnu).
C2 : concentration finale (mentionnée dans le protocole utilise).
V2 : volume final (en fonction du nombre de tubes).

V1=C2xV2/Cl
Le volume de chaque réactif est ensuite multiplié par le nombre de tubes (nombre
d’individus), plus deux tubes (témoin négatif et positif). Une fois que le volume initial
(V1) est connu, le volume de I’eau distillée nécessaire pour la dilution de chaque réactif est
calculé comme suit :

V2 -V1=V eau distillée

Tableau 111 : Quantités de chaque constituant du milieu réactionnel de la PCR du géne
ECA.

Réactif Vol/tube (ul)
Eau distillée (H20) 4,02
dNTP (0,2 final) 1,6
MgClI2(a 1,5 final 50 Nm) 0,3
Tampon 10X 1
Amorce F (sens 100 ng/ul) 1
Amorce R (anti-sens 100 ng/ul) 1

Taq polymérase 5U/ul 0,08
ADN 20 a 50 ng/pl 1
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Tableau IV : Séquences des amorces utilisées pour I'amplification de la région 3’ non
codante du gene ECA.

Les amorces Séquence nucléotidique

ECA 1F (Forward) 5°’-GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGAT-3

ECA 1R (Reverse) 5°-CTG GAG ACC ACT CCC ATCCTT TCT-3

Selon le nombre d’échantillons, le mix de la PCR est préparé (tableau 3), nous avons pris
9ul de ce mélange avec lul d’ADN dans chaque tube de PCR pour chaque sujet. Les
conditions pour le déroulement des cycles d’amplification par PCR sont présentées dans le
tableau ci-dessous.

Tableau V : Conditions de PCR pour le géne ECA.

Nombre de cycles | Etapes Température (°C) | Durée
Dénaturation 94 30 min
initiale

n=35 Dénaturation 94 30s
Hybridation 67 30s
Elongation 72 30s
Elongation finale 72 4  min

3.2.5 Controle des produits de la PCR

Il nous permet de vérifier le bon déroulement de la technique de PCR et de veérifier une
éventuelle contamination de I’ADN (grace au témoin négatif). Ce contrdle est assuré par
une ¢€lectrophorese sue gel d’agarose a 2% sur une cuve horizontale. Le gel est préparé en
mélangeant 2 g d’agarose avec 100 ml du TBE 1X (Tris Borate EDTA) additionné de 10 pl
du BET (Bromure d’éthidium).

Apres avoir dissoudre 1’agarose dans le microonde, le gel est déposé sur une plaque d’une
cuve horizontale ou ’on a déposé un peigne pour créer des puits de dépdt. Nous laissons le

gel se polymériser a I’air libre.

3.2.6 Migration électrophorétique et révélation de la PCR

Dans chaque puits du gel, la quantité de 10 pl du produit de PCR mélangée a 2 pul du bleu
de bromophenol a été déposée. Ce dernier permet de suivre le front de migration.
Parallelement un échantillon sans ADN (blanc), est inclus dans la série a amplifier et sert

de contréle négatif ().
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Un marqueur de poids moléculaire 100 pb est déposé dans le dernier puits pour déterminer
la taille des fragments.

Le dép6t se fait du coté cathode (-) et le systeme est soumis & une migration sous un
courant de 100 volts pendants 1 heure.

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

Les molécules du BET fixées a I’ADN émettent une lumiére visible (fluorescence) et
photographie et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes

fluorescentes.

Le profil électrophorétique doit montrer une bande de 490 pb, correspondant au génotype
homozygote (insertion) 1/1, une bande de 190 pb correspondant au génotype homozygote
(délétion) D/D, et deux bandes de 190 et 490 pb pour le génotype hétérozygote I/D (Figure
8).

1000 bp—>

500 bp—»
400 bp—

300 bp—>
200 bp—»

100 bp —»

Figure 10: Electrophorése sur gel d'agarose, montrant le schéma d'amplification du
polymorphisme du géne ECA (1/D)(Vijayanet al., 2014).

M représente le marqueur de taille de 100 pb. La piste 1 représente le controle négatif. Les
pistes 2 et 7 montrent le génotype Il (produit 490 pb), les pistes 5, 6 et 9 montrent le
génotype 1D (produits 490 et 190 pb) et les pistes 3, 4 et 8 montrent les génotypes DD
(produit 190 pb).

4. Analyse statistique

Afin de confirmer I'existence d'un lien cohérent entre le polymorphisme Insertion/Délétion
du gene ECA et I'infertilité masculine pour des patients ayant eu la COVID 19, de
nombreuses approches et tests ont été réaliseés. Nous avons utilisé le logiciel Epi info

version 6.0 pour le calcul des OR et des p-value.
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4.1 Odds ratio (OR)

L’o0dds ratio (OR), est employé dans les études cas-témoins marquées par impossibilité de
mesurer les risques de la maladie chez les sujets exposés et les non exposés. Il s’agit d’une
mesure de l'association entre une exposition et un reésultat pour déterminer si une
exposition particuliére est un facteur de risque pour un résultat particulier, et pour
comparer l'ampleur de divers facteurs de risque pour ce résultat. Pour calculer I’OR nous

avons établi le tableau de contingence suivant :

Tableau VI : Tableau de contingence

Patientes Témoins Total
Exposé a b a+b
Non expose C d c+d
Total a+c b+d a+b+ct+d

Ou:

a = nombre de patients exposes

b = nombre de contrbles exposés

¢ = nombre de patients non exposes
d = nombre de contrdles non exposes

Le rapport impair est calculé par la formule ci-dessous :

OR= a/c / b/d=a*d/b*c

OR =1 L'exposition n'affecte pas les chances de résultat.
OR > 1 L’exposition associée a des chances de résultat plus élevées.

OR < 1 L’exposition associée a une moindre probabilité de résultat.

4.2 Intervalle de confiance

Il représente le niveau de certitude des résultats de la recherche. Il nous permet de calculer
la marge d'erreur de I'échantillon sélectionné afin d'estimer le résultat réel a 95%. Plus cet
échantillon est grand, plus il est représentatif, plus I'intervalle de confiance est faible, plus
le résultat de l'enquéte est précis. Les limites de confiance sont les deux valeurs qui
définissent l'intervalle. L'utilisation d'une proportion fixe de 95% est purement arbitraire.

Certains auteurs utilisent un intervalle de confiance de 90% ou 98%.
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Partie pratique Résultats et discussion

Un total de 21 sujets a été inclus dans notre étude, il s’agit de 11 patients infertiles qui ont
été positif pour le COVID-19 et 10 sujets fertiles également positifs pour le COVID-19.

1. Caractéristiques des patients

Nous avons pu recueillir les données clinico-biologiques relatives au 11 patients infertiles,

un prélevement sanguin destiné a 1’analyse moléculaire a été également effectué.

1.1 Répartition de la population d’étude selon I’age

Tableau VII : Répartition des patients selon la tranche d’age.

Tranche d'age Infertile % Témoins %
[25-35]ans 4 36,36% 5 50%
[36-46] ans 6 54,55% 4 40%
[47-57]ans 1 9,09% 0 0%
[58-68]ans 0 0% 1 10%
Total 11 100% 10 100%

L’age moyen des hommes infertiles est de 43 ans avec des extrémes allant de 32 a 53 ans.
L’age moyen des témoins est de 31 ans avec des extrémes allant de 26 a 62 ans. D’apres la
répartition selon I’dge, nous pouvons dire que I’dge n’a pas d’impact sur les parameétres
spermatiques dans notre population d’étude. Conformément a nos résultats, Boulegue et al.
(1999) ont rapporté qu’entre 20 et 60 ans, les paramétres essentiels de spermogramme
semblent, en moyenne, indépendants de I’dge, ce qui permet de penser que la qualité de
1’éjaculat est conservée jusqu’a 50/60ans. Cependant, les études de Carlsen et al. (1990) ont
déclaré des altérations de la qualité du sperme dans la population des hommes fertiles. Celles-
ci concernaient la numération (113 millions par ml en 1940 versus 66 millions en 1990). De
méme, Matumo et al. (2020) ont signalé une incidence croissante d’anomalies du

spermogramme selon I’age.
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1.2 Répartition de la population d’étude selon la consommation du tabac

® Fumeurs

B Non-fumeurs

Fertiles Témoins

Figure 11: Répartition des patients selon la consommation du tabac.

D’aprés I’histogramme, nous pouvons constater une répartition similaire des fumeurs et non
fumeurs pour les deux groupes étudiés. Vu la taille de I’échantillon trés réduite nous ne
pouvons tirer des conclusions par rapport a I’influence du tabac sur les parameétres

spermatiques.

Plusieurs études précédentes ont examiné I’effet du tabac sur les paramétres spermatiques
mais les résultats sont contradictoires (Asare-Anane et al., 2016). Asare-Anane et al. (2016)
ont montré que les fumeurs avaient un volume de sperme, une concentration, une motilite,
un nombre total et une morphologie des spermatozoides, une testostérone libre et une
hormone folliculo-stimulante significativement plus faibles que les non-fumeurs. Les
fumeurs avaient un risque plus élevé de développer une oligospermie, une
asthénozoospermie et une tératozoospermie que les non-fumeurs. Similairement, Tang et al.
(2019) ont déclaré que le tabagisme a été associé a une diminution du volume du sperme et
du nombre total de spermatozoides, ainsi qu'a une augmentation de la motilité des
spermatozoides. Une méta-analyse entreprise en 2019 (Bundhun et al., 2019) a également
confirmé que le tabagisme est associé a une diminution du nombre de spermatozoides et a
une augmentation du nombre de défauts morphologiques des spermatozoides. Cependant, le
pH et la motilité des spermatozoides ainsi que la production d'hormones impliquées dans la

reproduction n'ont pas éte affectés dans cette population d'hommes infertiles.
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1.3 Répartition de la population d’étude selon le type du Covid-19

Nous avons effectué une répartition des sujets recrutés selon les variantes du COVID 19.

Figure 12 : Répartition de la population d’étude selon les types du Covid-19.

4 B Témoins

3 u Infertiles

0 ‘
Autres Variante Delta  Variante Omicron

Selon I’histogramme, les deux groupes étudiés ont été atteints par les mémes variantes de
COVID 19. La comparaison des parametres spermatiques des deux groupes n’a pas montré

de différences remarquables. Cela peut étre di a la taille de I’échantillon trés réduite.

Depuis la pandémie, beaucoup d’étude ont essayé d’examiner I’impact du COVID 19 sur
plusieurs pathologies, y compris la fertilité masculine et féminine. Moshrefi et al. (2021) a
essayé de résumer la compréhension actuelle des mécanismes probables et des allégations
d'effets indésirables du SARS-CoV-2 sur le potentiel de la fertilité masculine. Ces auteurs
ont conclu que la fertilité masculine peut étre perturbée apres l'infection par le SARS-CoV-

2. De méme, Rajak et al. (2021) ont suggéré que les organes reproducteurs sont sensibles a
I'agression pathogéne et peuvent donc étre ciblés par l'infection par le SARS-CoV-2.
L'excretion d'ECA-2, ’augmentation des taux de cytokines, le stress oxydatif et I'¢1évation
de la température corporelle induits par le SARS-CoV-2 sont autant de menaces potentielles
pour la santé et la et la physiologie de la reproduction. L'isolement social, le confinement et
I'insécurité professionnelle due a I'épidémie de COVID-19 ont également invité la population
générale a subir un stress mental léger a sévere, ce qui pourrait mettre en péril la fertilité et
la reproduction. En raison de la présence de facteurs d'entrée du SARS-CoV-2 dans divers

tissus reproducteurs, les virions peuvent envahir les organes
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reproducteurs et perturber I'efficacité de la fertilité pour les couples qui prévoient de

concevoir un enfant dans un avenir proche (Rajak et al., 2021).

Carneiro Gomes et al. (2021) ont également étudié les implications possibles de COVID-
19 sur les systémes reproducteurs humains et ont constaté la présence de matériel génétique
viral dans le sperme et une augmentation de la concentration sérique de I'hormone

lutéinisante (LH) chez I'homme, ce qui pourrait provoquer un hypogonadisme.

Dans le méme contexte, Sengupta et al. (2021) ont recommandé une évaluation clinique de
I'appareil reproducteur masculin, des paramétres séminaux et des hormones de reproduction
chez les patients présentant un COVID-19 actuel ou antérieur, en particulier chez les

hommes qui suivent un traitement de fertilité.

2. Résultats de I’étude moléculaire
Aprés avoir fait ’extraction d’ADN et la PCR du polymorphisme ID du géne ECA, nous
avons contr6lé les produits de PCR sur gel d’agarose a 2% et les résultats obtenus sont

représentés ci-dessous.

490pb

190pb

Figure 13 : Profil d’¢lectrophorése de la PCR du polymorphisme ID du géne ECA. La
Taille du fragment amplifié est de 190pb. B : blanc ; 1-8 : patients ; M : marqueur de taille
de 100pb.

Les génotypes qui ont été obtenus sont :
- L’homozygote « DD » est caractérisé par la présence d’une seule bande de 190pb
(patients 1,2,6,7,8).
- L’hétérozygote « DI » est précisée par la présence de deux bandes de 490pb et
190pb (patients 3 et 4).
- L’homozygote « Il » est présenté par une seule bande de 490pb (patient 5).
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2.1 Répartition des fréquences genotypique et alléliques du polymorphisme ID du
géne ECA
Les résultats du génotypage du variant 1D du gene ECA sont rapportés dans le tableau 8.

Tableau V111 : Comparaissions des fréquences génotypiques et alléliques du
polymorphismelD du géne ECA chez les patients et les témoins.

Patients Témoins P value
ECA n % |n % OR (95%CI)

Co-dominant

del/del 6 54,55 4 40

ins/del 4 36,35 6 60 0,44 [0,05-3,70] 0,65
ins/ins 1 9,09 0 0 Indéfini 0,76
Alleles

del 16 72,73 14 70

ins 6 27,27 6 30 0,88[0,19-4,06] 0,88

Selon les résultats obtenus, le genotype homozygote sauvage (DD) est le prédominant dans
la population malade avec une fréquence de (54,55%) par rapport aux témoins (40%). Alors
que le génotype hétérozygote (ID) des témoins (60%) est plus fréquent que dans la
population malade (36,35%). Cependant, la fréquence du genotype homozygote mute (1)
chez les malades est de 9,09% contre 0%c chez les témoins. Au méme titre que le génotype
DD, T’allele D est le plus représenté dans les deux groupes patients et témoins, avec des

fréquences respectives de 72,73% et de 70% versus 27,27% et 30% pour I’alléle .

Nos résultats concordent avec ceux publiés par Kucera et al. (2001) qui ont a montré que la
fréquence de l’allele D (52,2%) est plus élevée chez les hommes avec des pathologies
spermatiques que les hommes fertiles (44,9%), les calculs statistiques n’ont présentéaucune
différence significative entre les deux groupes (p = 0,15). Le polymorphisme
d'insertion/délétion du géne ECA est associé a des changements dans les concentrations de

protéines plasmatiques.

Contrairement aux résultats obtenus, Zalata et al. (2012) ont suggéré que le polymorphisme
d’ECA est un facteur de risque pour l'infertilité¢ masculine dont le polymorphisme 1/D du
gene ECA est associé a des variables séminales anormales, de sorte que les porteurs du

génotype de délétion/délétion ECA* présentent un stress oxydatif séminal plus élevé.
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La présence de l'allele D entraine une augmentation des taux plasmatiques de cette protéine,
ce qui entraine par la suite une augmentation des taux d'angiotensine Il et une altération de

la synthése des hormones stéroides (Cintra et al., 2018).

Les connaissances actuelles concernant le lien entre le coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2) et le systéme rénine-angiotensine (SRA) dans
I'appareil reproducteur masculin sont encore limitées. Les préoccupations concernant les
conséquences de l'infection par le SARS-CoV-2 sur la fertilité masculine ont commencé a
émerger, depuis que des études épidémiologiques ont observé que ce coronavirus affecte les
patients masculins plus fréguemment et avec une gravité accrue, peut-étre en raison de
I'expression régulée par les hormones du récepteur de l'enzyme de conversion de
I'angiotensine 2 (ECAZ2). Une perturbation de la fertilité est également attendue sur la base
des études de I'infection précedente par le CoV du SARS, qui cible le méme récepteur ECA2

lorsqu'il pénetre dans les cellules hétes (Pascolo et al., 2020).

Des études recentes ont essayé d’examiner d’éventuelles corrélations entre le
polymorphisme ID du géne ECA1 et la sévérité d’atteinte par le COVID 19 mais les résultats
restent discutables (Delanghe et al., 2020 ; Aladag et al., 2021 ; Gunal et al., 2021 ; Verma
et al., 2021 ; Yamamoto et al., 2021 ; Papadopoulou et al., 2022).

Les statistiques ont montré une sensibiliteé accrue des hommes a l'infection par le SARS-
CoV-2 qui un r6le de : bloquer les récepteurs ECA-2 et augmente les niveaux d'ANG-II.
Chez les hommes, l'excés d'ANG-II inhibe I'adénylate cyclase dans les cellules de Leydig,
réduisant ainsi la production de testostérone. Notamment, le RAS est également responsable
du maintien des électrolytes plasmatiques séminaux, de la régulation de la stéroidogenese,
de la spermatogenése et de la fonction des spermatozoides. Cependant, la perturbation du

RAS peut altérer ces processus et affecter le cycle de FIV/SCI (Rajak et al., 2021).
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Conclusion et perspectives

La génétique de l'infertilité est un domaine trés vaste. La connaissance de la structure du
génome humain obtenue a partir d'études sur un grand nombre de sujets affectés par
I'infertilité a identifié plusieurs genes associés a ce probleme. Parmi ces génes, le gene ECA
dont les polymorphismes sont recherchés depuis plusieurs années en association avec

plusieurs pathologies y compris I’infertilité masculine.

Notre travail de recherche avait pour but d’étudier I’implication de certains facteurs de risque
(Tabac, COVID 19) sur les parametres spermatiques des hommes fertiles et infertiles dans
la population algérienne d’une part et de rechercher d’éventuelle association entre le

polymorphisme I/D du gene ECA et Iinfertilité masculine.

Vu la taille de I’échantillon tres réduite nous n’avons pas pu tirer des conclusions sur
I’impact de I’age, du tabagisme et du COVID 19 sur les parametres spermatiques et la

fertilité masculine dans notre population d’étude.

L’exploration génotypique du polymorphisme I/D de ’ECA n’a pas révélé de différences
significatives quant a la distribution des fréquences génotypiques et alléliques entre le groupe
patients et le groupe témoins (P) 0,05). Mais ces resultats restent préliminaires et nepeuvent

étre concluants sauf si la taille de la population d’étude sera plus importante.
Comme perspectives de notre travail, nous proposons :

— ¢étendre 1’étude sur un nombre de patients plus conséquent permettant un traitement
statistique des données afin de dégager des corrélations entre les parametres mis en
causes la pathologie étudiée.

— d’¢largir la taille de I’échantillon étudi€, pour continuer I’étude sur le géene ECA, ce
qui va permettre de mieux comprendre I’étiologie et peut mener a la découverte de
nouvelles cibles thérapeutiques et de diagnostic de cette pathologie.

— étudier ’effet du COVID 19 sur l’altération des paramétres spermatiques et de

vérifier lequel des géenotypes de I’ECA est le facteur de risque prédisposant.
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Annexe 1 : Fiche de recueil d’informations/ témoin (homme)

Données génerales

NOM et prénom : Tél :
Age:
Poids: ...ceveenenn. kg La taille ............. cm

Profession : ..ceeeu.....

Année de mariage : ........

Avez-vous des enfants ?

Si, oui ?combien le nombre ?

Avez-vous eu le COVID ? Lequel ?
Type de covid-19

Avez-vous fait le vaccin contre la | Oui / NON
Covid-19 ?

Avez-vous une autre maladie Laquelle ?
Pratiquez-vous du sport ? Oui / non
Etes-vous fumeur ? Oui / non
Stress Oui / non




Annexe 2 : fiche de recueil d’informations/ patient (homme)

Données générales

Nom et prénom du patient :.... Tél:eeeeinennnn.

Age du patient : ......

Poids du patient : ...... kg Taille : ....

Profession : .........

Type d’infertilité primaire ou

secondaire ?

Durée d’infertilité

Avez-vous eu le COVID :

Type de COVID :

Avez-vous fait le vaccin contre la

covid-19

Avez-vous une autre maladie : Laquelle

Pratiquez-vous du sport ? Oui / non

Etes-vous fumeur ? Oui / non

Stress : Oui / non
Résultat du spermogramme

La viscosité Le volume

Le pH La numération des spermatozoides

La présence des cellules germinales

Le taux de globules blancs

Les agglutinats

% de spermatozoides vivants

La mobilité

Résultat du spermocytogramme ?

Le pourcentage des formes atypiques

La morphologie des spermatozoides

Recherche des anticorps anti-
spermatozoides ?

Oui / non

Examens complémentaires

Bilan hormonal




Annexe 3 : Préparation des solutions d’extraction de ’ADN

-TE 20 : 5: (tris 20 Mm, EDTA 5 Mm, PH 7.5) auto clavé
Tris: 2,422 g
EDTA: 1,86¢g gsplL

-TE 10 : 1: (tris 10Mm, EDTA 1 Mm, PH 7.4) auto clavé

Tris : 0,6069
EDTA : 0,1869g gsp 500ml.

-Tampon de lyse :

NaCl 400 Mm NaCl= 23,369
Tris : 10Mm Tris= 1,219
EDTA : 2Mm EDTA=0,72g

PH 8.2 gsplL
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Résumé

L'infertilité masculine est une maladie complexe, multifactorielle et un véritable probléme de
santé publique. Des anomalies génétiques sont couramment observées chez les hommes
infertiles, bien que la majorité des cas restent idiopathiques. Ces derniéres années, la relation
entre les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) et l'infertilité masculine a fait l'objet
d'une attention croissante.

Objectifs : la présente étude visait a déterminer 1’implication de certains facteurs de risque
(Tabac, COVID 19) chez les hommes des couples infertiles a Constantine. Nous avons
également essayé de résumer la compréhension actuelle des mécanismes probables et des
allégations d'effets néfastes du SARS-CoV-2 sur le potentiel de la fertilit¢é masculine d’une
part, et d’autre part explorer la relation entre I’infertilit¢ masculine et le polymorphisme ID du
gene de ’ECA.

Patients et méthodes : c’est une étude descriptive transversale de type cas-témoins effectuee
au Centre de PMA 1bn Rochd. La population d"étude était constituée de 21 sujets masculins
dont 11 sujets infertiles et 10 fertiles. Apres extraction de I’ADN par la méthode au NaCl, le
génotypage du polymorphisme étudie a été fait par une PCR.

Résultats : selon nos résultats, le tabac ne représente pas un facteur de risque pour I’infertilité
masculine dans notre population d’étude. L’effet de COVID 19 sur les parametres
spermatiques des hommes fertiles et infertiles n’a pas pu étre évalué a cause de la taille de
I’échantillon tres réduite ainsi que le manque d’informations pour la plupart des sujets
recrutés. Selon les données de la littérature, la COVID-19 semble impacter négativement la
fertilité masculine, de maniere transitoire, mais significative. Les résultats de comparaison des
fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme ID du gene ECA n’ont montré
aucune différence significative entre les groupes étudiés.

Conclusion : le tabac, le polymorphisme ID du gene ECA ne peuvent étre considéré comme
facteurs de risque pour I’infertilité masculine dans la population étudiée. Ces résultats doivent

étre vérifiés sur un échantillon plus important.

Mots clés : infertilité masculine, COVID 19, Géne ECA, PCR.



Abstract

Male infertility is a complex, multifactorial disease and a real public health problem. Genetic
abnormalities are commonly observed in infertile men, although the majority of cases remain
idiopathic. In recent years, the relationship between single nucleotide polymorphisms (SNPs)
and male infertility has received increasing attention.

Objectives: The present study aimed to determine the involvement of some risk factors
(Tobacco, COVID 19) in men of infertile couples in Constantine. We also tried to summarize
the current understanding of the likely mechanisms and claims of adverse effects of SARS-
CoV-2 on male fertility potential on the one hand, and on the other hand to explore the

relationship between male infertility and the ACE gene ID polymorphism.

Patients and methods: This is a descriptive cross-sectional case-control study conducted at
the Ibn Rochd MAP Center. The study population consisted of 21 male subjects of which 11
were infertile and 10 fertile. After extraction of DNA by the NaCl method, genotyping of the
studied polymorphism was done by PCR.

Results: According to our results, smoking is not a risk factor for male infertility in our study
population. The effect of COVID 19 on the sperm parameters of fertile and infertile men
could not be evaluated because of the very small sample size and the lack of information for
most of the recruited subjects. According to the literature, COVID-19 appears to have a
transient but significant negative impact on male fertility. The results of the comparison of
genotypic and allelic frequencies of the ACE gene ID polymorphism showed no significant

difference between the groups studied.

Conclusion: Smoking and the ACE gene ID polymorphism cannot be considered as risk
factors for male infertility in the study population. These results must be verified on a larger

sample.

Key words: male infertility, COVID 19, ACE gene, PCR.
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Covid 19, infertilité masculine et polymorphisme de PECA

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Génétique

L'infertilité masculine est une maladie complexe, multifactorielle et un véritable probleme
de santé publique. Des anomalies génétiques sont couramment observées chez les hommes
infertiles, bien que la majorité des cas restent idiopathiques. Ces dernieres années, la
relation entre les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) et l'infertilité masculine a fait
I'objet d'une attention croissante.

Objectifs : la présente étude visait a déterminer I’implication de certains facteurs de risque
(Tabac, COVID 19) chez les hommes des couples infertiles a Constantine. Nous avons
également essayé de résumer la compréhension actuelle des mécanismes probables et des
allégations d'effets néfastes du SARS-CoV-2 sur le potentiel de la fertilité masculine d’une
part, et d’autre part explorer la relation entre 1’infertilit¢é masculine et le polymorphisme 1D
du géne de ’ECA.

Patients et méthodes : c’est une étude descriptive transversale de type cas-témoins
effectuée au Centre de PMA 1bn Rochd. La population d"étude était constituée de 21 sujets
masculins dont 11 sujets infertiles et 10 fertiles. Apres extraction de I’ADN par la méthode
au NacCl, le génotypage du polymorphisme étudié a été fait par une PCR.

Résultats : selon nos résultats, le tabac ne représente pas un facteur de risque pour
I’infertilité masculine dans notre population d’étude. L’effet de COVID 19 sur les
parametres spermatiques des hommes fertiles et infertiles n’a pas pu étre évalué a cause de
la taille de I’échantillon trés réduite ainsi que le manque d’informations pour la plupart des
sujets recrutés. Selon les données de la littérature, la COVID-19 semble impacter
négativement la fertilité masculine, de maniere transitoire, mais significative. Les résultats
de comparaison des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme ID du gene
ECA n’ont montré aucune différence significative entre les groupes étudiés (p>0,05).
Conclusion : le tabac, le polymorphisme ID du géne ECA ne peuvent étre considérés
comme facteurs de risque pour l'infertilit¢ masculine dans la population étudiee. Ces
résultats doivent étre vérifiés sur un échantillon plus important.
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