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Introduction

Longtemps, I’incapacit¢ a concevoir ¢tait exclusivement liée aux femmes,
probablement pour des raisons culturelles, et les traitements proposés étaient généralement
destinés a corriger les problemes de santé féminine. Cependant, avec l'avancement de la
science et l'ouverture de la société, il est devenu clair que l'infertilit¢ des hommes y est
¢galement responsable dans 20 a 30% des cas (Agrawal et al., 2015).

L’infertilit¢ demeure un probléme mondial qui touche environ 13 a 15% des couples en
age de procréer, tandis qu'un couple sur cinq n’arrive pas a concevoir durant la premiere
année (Leslie ef al., 2022).

Cependant, le taux d'infertilité est beaucoup plus élevé dans certaines régions mondiales
atteignant jusqu'a 30% dans certaines populations, notamment en Asie du Sud, en Afrique
subsaharienne, au Moyen-Orient et en Afrique du Nord, en Europe centrale et orientale et
en Asie centrale (Inhorn et Patrizio,2015).

La qualit¢ du sperme est un élément déterminant important de I’infertilit¢ masculine
(Amini et al., 2020). Cette derniére est souvent liée a un déficit de quantité, de mobilité,
de la morphologie ou du fonctionnement des spermatozoides, Ces altérations peuvent étre
identifiées a la suite d’une série d’examens (examen clinique, spermogramme...), mais les
causes demeurent multiples ; telles que la varicocele, les causes hormonales, infectieuses,
génétiques, troubles de [’¢jaculation ou de [’érection, comme elles peuvent é&tre
inexpliquées (Pelzman et Hwang ,2021). Les facteurs environnementaux peuvent
¢galement altérer la qualité spermatique, tels que 1’alcool, le tabac, le surpoids, la pollution
et le stress (Jurewicz et al., 2009).

L’absence totale de spermatozoides dans 1’éjaculat est appelée azoospermie et son
incidence est d'environ 10-15%. Cependant, parmi ces patients infertiles, 15-20% sont
atteints d’azoospermie obstructive et 80-85% sont atteints d’azoospermie non obstructive
(ANO). Cette derniere est définie par 1’absence de spermatozoides dans 1’¢jaculat sans
I’obstruction de la voie du tractus reproducteur, 'ANO est considérée comme I'une des
maladies les plus difficiles a traiter dans l'infertilit¢ masculine (Yu et al., 2021).
L’anomalie chromosomique la plus fréquente causant 1'ANO est le syndrome de
Klinefelter caractérisé par la présence d'un chromosome X supplémentaire, sa fréquence de
10-12% chez les patients atteints, le place en deuxiéme position aprés les causes
inconnues, suivi par les microdélétions du bras long du chromosome Y (Yq) avec une

fréquence de 7%, en supprimant le facteur azoospermique (AZF), et de 1% pour les



mutations touchants le géne TEX/I (Cioppi et al ., 2021)..Les mutations de ce géne sont
diverses et présentent différentes formes, ce qui rend leur identification intéressante pour
déterminer les causes de l'infertilité masculine (Sha et al., 2018).

Les facteurs génétiques contribuent a 21-29% de ’azoospermie (Arafat et al., 2017).
Quand l’origine du défaut de la spermatogenése ne peut pas étre reconnue, on parle
d’infertilité « idiopathique ».

Notre travail de recherche s’inscrit dans ce contexte. Il a pour objectifs de :

- Réaliser une étude bibliographique approfondie sur I’infertilit¢é masculine, ses
causes génétiques et sa relation avec le chromosome X et les mutations du geéne
TEXI1, en actualisant les donnés de la littérature.

- Réaliser une étude moléculaire du polymorphisme du géne TEX11 de I’exon 7 chez
des patients d’origine algérienne atteints d’ANO et n’ayant pas de microdélétions
du chromosome Y.

Le présent mémoire est structuré comme suit :
- Une revue de la littérature.
- Une partie pratique comprenant résultats et discussion.

- Une conclusion vient cloturer ce présent mémoire.



Premieére partie :
Syntheése
Bibliographique



Chapitre I Généralités

Premier chapitre : Généralités

I- L’appareil génital masculin

L’appareil génital masculin désigne tous les organes et les structures qui participent
a la production des gameétes males ou spermatozoides, leur transport, nutrition, stockage
dans les voies génitales masculines et leur expulsion dans les voies génitales féminines
(Barone, 2001).

Il est composé de deux testicules, des voies spermatiques excrétrices (épididymes,
canaux déférents et urétres), des glandes annexes (vésicules séminales, prostate et glandes

de cowper) et du pénis (Kherraf, 2016).

+ Vésicule séminale

canal déférent «

- prostate
uretre
+ épididyme
penis - testicule
scrotum

Figure 1: Présentation schématique de I’appareil reproducteur masculin (Anonyme 1)
I-1- Les testicules et I’épididyme

Les testicules sont deux organes symétriques de forme ovoide logés dans le scrotum
et entourés par une enveloppe rigide nommeée 1’albuginée ou tunica albuginea (Kherraf,
2016). Au pole supérieur du testicule, on trouve I’épididyme qui est une formation
allongée posée sur le testicule. Elle est solidaire du testicule au niveau des tubes droits et
comprend trois parties : la téte de I’épididyme de forme arrondie au contact du bord
supérieur de la gonade (5 @ 12 mm diametre), le corps de 1’épididyme qui va en s’effilant,
et la partie la plus étroite la queue de I’épididyme qui se prolonge par le conduit déférent
(Boudghéne et Tassart, 2014).

I’épididyme est impliqué dans le transport et la maturation des spermatozoides ainsi
que, dans sa partie terminale (queue ou cauda), dans le stockage des spermatozoides entre

deux éjaculations (Noblanc et al., 2012).



Chapitre I Généralités

Le parenchyme testiculaire est divis¢ en 200-300 lobules séparés par des
invaginations de la tunica albuginea. La partie supérieure de cette tunique présente un
épaississement triangulaire (corps de Highmore) qui contient les canaux du rete testis.
C’est au niveau de cette derniére structure que convergent l’ensemble des tubules

séminifeéres du parenchyme (Kherraf, 2016).

Collules mterstitielles Spermatozcide emmatura

=

Cordan
spermatiqus

Vaissgaux
SANgLinS
el nerls

Tubule
sermniéra

Tile de Mépididyme cantourng

Canalicule efférent

Conduit délérant L
Cellules germinales

(b}

Rete testis Lobule

Tubsle
seminiféne droit

Carps de
I'dpidigyme

Claisan du testicule
Albuginée

Viaginale du testicule
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Figure 2 : Structure interne du testicule et coupe transversale de portion des tubules
séminiféres (Marieb, 1999).

I-2- Les tubules séminiféres

Les tubules séminiferes sont les unités de base des testicules ou se déroule la
spermatogenese. Ils représentent environ 60% du volume testiculaire total et ils sont
composé de I’épithélium germinal et de tissu péritubulaire (Wu, 2022).
L’¢épithélium germinal est constitué de :
I-2-1- Cellules de sertoli

Il s’agit d’une cellule grossieérement pyramidale, c’est la seule cellule somatique
présente dans les tubules séminiféres. Elle a un role dans la spermatogenése en permettant
la progression des cellules germinales en spermatozoides par un contact étroit dans les
tubules séminiféres. Sans le soutien physique et métabolique des cellules de Sertoli la
différenciation des cellules germinales, leur entrée en méiose et leur transformation en

spermatozoides ne peuvent se faire (Ravel et Jaillard, 2011).
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I-2-2- Cellules germinales

Les cellules germinales sont les seules cellules de I’organisme capables
d’entamer le processus de méiose. Elles permettent de véhiculer I’information génétique et
épigénétique aux nouvelles générations. Elles sont disposées au sein de I’épithélium
séminifere de maniere trés organisée (Kherraf, 2016).
II- La spermatogenese
I1-1- Définition

La spermatogenése est un processus continu de différenciation cellulaire qui aboutit
a la production chez I’adulte des spermatozoides (haploides) au cours de la vie
reproductive de I’individu. Elle se déroule a I’intérieur des tubes séminifeéres du testicule,
ce processus se développe a partir d’'un nombre restreint de cellules, les cellules souches
germinales (CSG) diploides nommées les spermatogonies (Barraud-Lange et al., 2018).

La spermatogenése se déroule physiologiquement a une température de 32 a 35 °C,
au cours d’un cycle spermatogénétique de 74 jours (Schlosser et al ., 2007).

On estime que chaque testicule produit environ 45 millions de spermatozoides par jour soit
pres de 1000 spermatozoides par seconde (Griswold, 2016).

I1-2- Les étapes de la spermatogenése

La spermatogenése se divise en trois étapes distinctes :

I1-2-1- La phase de multiplication (mitose)

La division des cellules germinales débute avec la prolifération par mitose des
spermatogonies (2n), situées en périphérie des tubes séminiferes sur la membrane basale.
Elle donne des spermatocytes I (2n) (Sigala, 2016).

I1-2-2- La phase de maturation

C’est le seul processus cellulaire qui permet de passer d’une cellule diploide (2n) a
quatre cellules haploides (n). Elle est constituée d’une succession de deux divisions
cellulaires (Van eecke, 2019).

a- Les spermatocytes primaires et la méiose I

La premiere division méiotique (MI) est une division réductionnelle : elle passe du
stade prophase I longue, a la métaphase I, puis I’anaphase I et aboutit a la té¢lophase I. C’est
lors de la prophase I qu’a lieu le brassage génétique (par crossing over) assurant la
diversité génétique. De cette facon les spermatocytes I (2n chromosomes, 2 chromatides)

donnent des spermatocytes Il : n chromosomes, deux chromatides (Van eecke, 2019).
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b- Les spermatocytes secondaires et la méiose 11

Ces spermatocytes Il subissent la seconde division méiotique (MI) ou division
équationnelle ou les chromatides sceurs se séparent pour donner deux cellules filles qui
forment les spermatides n chromosome, une chromatide (Van eecke, 2019).

I1-2-3- La phase de différentiation (La spermiogénése)

Ce processus long et trés spécialisé se déroule prés de la lumicre des tubes
séminiféres et dure environ 23 jours. C’est une €tape ou les spermatides rondes immatures
se différencient en spermatozoides en subissant plusieurs modifications et changements
morphologiques (Van eecke, 2019).

Les transformations de la spermatide qui se déroulent durant la spermiogénése sont :
e La condensation du noyau
e La formation de ’acrosome
e La formation de flagelle
e La formation de manchon mitochondrial
e L’¢limination des restes cytoplasmiques
e Les modifications membranaires

e La synthése des protéines cytoplasmique (Brugnon, 2009).
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Figure 3 : Différentes étapes de la spermatogenése (Marieb, 2006).
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III- Les défauts de spermatogénése
Les défauts rencontrés de spermatogénese les plus fréquentes sont :
* Oligospermie : se caractérise par une faible concentration de spermatozoides dans le
sperme. Cette affection peut étre due a des facteurs environnementaux, génétiques ou a des
infections (World Health Organisation, 2010 ).
* L'asthénospermie : diminution de la motilit¢ des spermatozoides. Cette affection peut
étre causée par une mauvaise alimentation, des infections ou des anomalies génétiques
(Hwang et al., 2011).
e La tératospermie: se caractérise par une augmentation de la proportion de
spermatozoides anormaux dans le sperme. Les causes peuvent inclure des facteurs
environnementaux, des infections ou des anomalies génétiques (Dohle et al., 2010).
* L'azoospermie : est 'absence de spermatozoides dans le sperme. Cette affection peut
étre causée par des anomalies chromosomiques, des infections, des I€sions testiculaires ou
une obstruction des voies spermatiques (Jungwirth et al., 2012).
IV-La structure générale du spermatozoide
Le spermatozoide humain est une cellule de 60 um de longueur hautement

spécialisée. Il est formé par :
e Une téte aplatie: qui mesure 4 2 5 um de longueur sur 2 a 3 pum de largeur. Elle
contient le noyau coiffé par I'acrosome.
* Un col : qui correspond a la zone de jonction entre la téte et le flagelle. C’est une région
trés complexe qui renferme I’appareil centriolaire et la piece connective (PC).
* Un flagelle : qui comporte trois parties :

Une picce intermédiaire (PI) mesurant 4 & 5 um trés riche en mitochondries qui
fournissent 1’énergie nécessaire au mouvement flagellaire, une pieéce principale (PP) : 45

um et une piece terminale : 1 a 2um (El fekih, 2018).
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piece Neck Head
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Figure 4 : Structure du spermatozoide (Arafa et al., 2020).
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IV-1-Le sperme

Le sperme est un fluide biologique complexe contenant un trés grand nombre de
substances secrétées a différents niveaux de 1’appareil génital. On estime la production
quotidienne de liquide séminal a environ 0,4 ml. Il est constitué de spermatozoides en
suspension dans les sécrétions d'origine testiculaire et épididymaire, qui se mélangent avec
les sécrétions de la prostate, des vésicules séminales et des glandes bulbo urétrales (glandes

de Cowper), au moment de I'¢jaculation (Muhindo et al., 2021).
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Deuxieme chapitre : L’infertilité masculine

I- Définition de I’infertilité

L’infertilit¢ est définie par I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) comme
I’incapacité¢ d’un couple a procréer ou & mener une grossesse a terme apres un an de
rapports sexuels réguliers et non protégés (Zegers-Hochschild ez al ., 2009). 1l n'est pas
rare qu’elle soit définie par d'autres durées, telles que 2 ou 5 ans (Faasse et Niederberger,
2012). Aussi, elle peut étre raccourcie a 6 mois , en cas de partenaire a un age avancé
(Frikh et al ., 2021). L'infertilit¢ masculine est définie comme l'incapacité d'un homme a
rendre enceinte une femme fertile (Leslie ef al., 2022).

II- Epidémiologie

L’infertilit¢ représente un réel probléme de santé publique et elle est considérée
comme une pathologie a part entiere. De nos jours, 10-15 % des couples ont des
difficultés a procréer (Leslie ez al., 2022). Dans 50 % des cas, la cause est due a un facteur
féminin, dans 20-30 % des cas a un facteur masculin et dans les 20-30 % restant il S’agit
de la combinaison de facteurs féminins et masculins. Selon des statistiques mondiales, au
moins 30 millions d’hommes sont infertiles (Agarwal et al., 2015). L’ Afrique et I'Europe
de I'Est sont les régions qui présentent les taux les plus élevés de cas d’infertilité masculine
(Inhorn et Patrizio, 2015).

D’aprés les enquétes nationales menées par le ministére de la santé de la population
et de la réforme hospitaliére entre 1992 et 2002, 1’ Algérie compte plus de 300.000 couples
souffrant de I’infertilit¢ (Hamdi, 2013).

III- L’azoospermie
II1-1-Définition

L’azoospemrie représente l’absence totale des spermatozoides dans 1’¢jaculat
(Wosnitzer et al., 2014). Elle est confirmée aprés au moins deux analyses de sperme
(spermogramme) montrent le méme diagnostic (Jarvi et al., 2015). Cette pathologie
touche 1 % des hommes dans la population générale : entre 5 a 15 % des hommes infertiles
(Coat et al., 2011). Ces derniers semblent avoir un risque accru de développer un cancer
par rapport a la population générale. Ce risque est plus élevé chez les hommes

azoospermiques (Eisenberg et al., 2013).
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L'azoospermie se divise en deux grands groupes :
III-2- Azoospermie obstructive (AQO)

Appelée encore « infertilité excrétoire » dans laquelle le processus de la
spermatogenese est active mais 1'obstruction des voies génitales bloque le transport des
spermatozoides (Arafat et al ., 2017). Elle représente entre 30% et 40% des cas
d’azoospermie (Yu et al ., 2021).

III-3- Azoospermie non-obstructive (ANO)

Appelée encore «infertilité sécrétoire » Dans laquelle la spermatogenése est
inactive et donc les spermatozoides sont non générés. Elle représente environ 60% des
hommes atteints d'azoospermie. La NOA est une forme sévere d'infertilité masculine, avec
des options de traitement limitées et des taux faibles de fécondité. Les facteurs génétiques
contribuent a 21%-29% de 1’azoospermie non-obstructive et 12 a 41 % de ces cas sont
idiopathiques, probablement en raison des facteurs génétiques inconnus ou d’autres

facteurs (Arafat et al., 2017).

Azoospermie Azoospermie
non obstructive obstructive
Anomalie de T Qbstacle 4
production des I'émission des

spermatozoides spermatozoides

>

Figure 5 : Représentation schématique des différents types d’azoospermie et de leurs
principaux mécanismes (Braham et al., 2021).
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IV-Etiologie de I’infertilité masculine

La fertilit¢ masculine suppose qu’un homme soit capable a la fois de produire des
spermatozoides et d’avoir une vie sexuelle normale. Les étiologies de I’infertilité chez
I’homme sont classées en causes d’origines centrales ; qui fait référence a une altération de
la production de spermatozoides due a un probléme hormonal ou a une altération
génétique, et causes d’origines périphériques ; qui est liée a des problémes de qualité du
sperme et/ou a des problémes d'¢jaculation. Ces problémes peuvent étre dus a des
infections, des varicoceles, des obstructions des voies génitales, ces dernieres peuvent étre
sécrétoires ou excrétoires. (Muhindo ez al., 2021).. Les causes d'infertilité masculine sont
multiples et parfois plurielles chez un méme individu, justifiant une enquéte clinique et
paraclinique méthodique pour les reconnaitre et agir sur chacune d'elles. L’enquéte
¢tiologique est une étape fondamentale car le pronostic et les options thérapeutiques en
dépendent (Schlosser et al., 2007).
Bien que de nombreux facteurs environnementaux et comportementaux puissent influencer
la fertilité masculine, il est largement admis que des facteurs génétiques jouent également

un role important (Jurewicz et al., 2009).

IV-1-Facteurs génétiques

Depuis les années 1970, il est acté que des anomalies chromosomiques et/ou
génétiques peuvent affecter le potentiel de fertilit¢ (Benrhouma et al ., 2018). Elles
représentent environ 15% des patients atteints d’ANO, en effet I’incidence des anomalies
génétiques augmente a mesure que la production de sperme diminue, par exemple, environ
15% des hommes atteints d'ANO présentent des anomalies chromosomiques, contre
environ 5% de ceux dont la concentration de spermatozoides est comprise entre 1 et 10
millions/mL et inférieur a 1% des hommes dont la concentration est supérieure a 19
millions/mL (Krausz et Riera-Escamilla, 2018).

La génétique de D'infertilité est trés complexe, car il y a au moins 2000 genes
impliqués dans la spermatogénese, et les anomalies qui touchent les chromosomes sexuels
jouent un réle trés important dans D’infertilité masculine, tels que les récepteurs des
androgeénes ou des mutations dans les génes des hormones sexuelles masculines peuvent
également entrainer une diminution de la production de spermatozoides et une altération de

la qualité du sperme. (Krausz et Riera-Escamilla , 2018).
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IV-1-1- Chromosomes sexuels

Les chromosomes sexuels sont des acteurs principaux de déterminisme sexuel dans
tous les organismes multicellulaires. Les deux chromosomes sexuels chez les hommes (X
et Y) sont enrichis en génes spécifiquement ou surexprimés dans le testicule. Les
anomalies génétiques des chromosomes sexuels sont les plus fréquemment impliquées
dans I’infertilité, surtout masculine (Guichaoua et al., 2009).
a- Le chromosome Y
Le chromosome Y humain, spécifiquement male, s’est progressivement spécialis¢ au
cours de I’évolution dans des fonctions de déterminisme du sexe et de reproduction.
Malgré la petite taille du chromosome Y, des anomalies de structure ont pu étre observées
au caryotype et leur relation avec le phénotype d’infertilité a permis d’assigner a certaines
régions un rdle majeur dans la spermatogenése (Ravel et Siffroi, 2009 ). Chez les
mammiferes, le sexe est généralement déterminé par la présence ou l'absence de SRY.
C’est un petit géne qui contient un seul exon, code un facteur de transcription qui se lie a
des régions spécifiques et aide au controle d’autres génes spécifiques, cette protéine va
déclencher des mécanismes spécifiques qui font que le feetus développe des testicules

(gonades males) (Larney et al., 2014).

i3
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Figure 6: Schéma de la structure globale du chromosome Y (Ravel et Siffroi, 2009 ).

b- Le chromosome X

Le chromosome X est I’un des deux chromosomes sexuels avec le chromosome Y, il est

constitu¢ d’un bras long (Xq) ainsi que d’un bras court (Xp) de chaque co6té du centromere.
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I1 contient 1098 genes (approximativement 4% du génome humain) dont 99 codent pour

des protéines exprimées dans les testicules (Ross et al., 2005).
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Figure 7 : Structure du chromosome X et ses différentes régions (Sybert et Mc Cauley,

2004).

IV-1-2- Anomalies de nombre

Une anomalie du nombre caractérisée par la présence d’un chromosome en plus ou
en moins du jeu chromosomique diploide normal 46 chromosomes. On distingue les
trisomies exces d’un chromosome (47 chromosomes), des monosomies perte d’un

chromosome (45 chromosomes) (Dimassi et al., 2017).

e Le syndrome de Klinefelter XXY
Le syndrome de Klinefelter (SK) a longtemps ét¢ considéré comme un modele de
stérilit¢ masculine totale et définitive (Plotton ef al., 2011 ). C’est la cause génétique la
plus commune de 1’azoospermie, avec une formule chromosomique 47, XXY. Il est

retrouvé chez 10-12% des patients azoospermiques (Cioppi et al., 2021).
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Le caryotype 47, XXY est le plus souvent acquis a la suite d’une non-disjonction
lors de la gamétogenése parentale, d’origine paternelle (53 %) ou maternelle (44 %) et ce
n’est que dans 3 % des cas que ’origine est une erreur de division post-zygotique.

La présence de chromosome X supplémentaire entraine un défaut de
spermatogenese avec hypotrophie testiculaire, une augmentation des taux plasmatiques de
gonadotrophines, et se manifeste trés souvent par un hypogonadisme masculin (Ravel et
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Figure 8: Caryotype du syndrome de Klinefelter 47, XXY (Zang, 1984).

IV-1-3- Anomalies de structure

Elles sont la conséquence d’un réarrangement du matériel chromosomique. Ces
réarrangements peuvent concerner un seul chromosome ou plusieurs. On distingue les
anomalies impliquant un seul chromosome et les anomalies touchant deux chromosomes.
Beaucoup plus rarement I’anomalie peut toucher plus de deux chromosomes, on parle alors
d’anomalie chromosomique complexe (Dimassi et al., 2017).

e Les microdélétions du chromosome Y

Les microdélétions du chromosome Y sont considérées comme des anomalies

chromosomiques de structure. Elles incluent un réarrangement anormal au niveau des

chromosomes sans perte de matériel génétique (Ho Yuen et al., 2003 ).
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Ces anomalies sont retrouvées chez pres de 15 % des hommes atteints
d’azoospermie non-obstructive et 5 a 10 % des hommes atteints d’oligospermie sévere
(Ferlin et al., 2007 ).

Le réle fondamental du bras long du chromosome Y (Yq) a été mis en évidence
grace aux travaux de Tiepolo et Zuffardi en 1976. Ces derniers ont identifié, en analysant
le caryotype de six hommes azoospermiques, une large délétion du bras long du
chromosome Y. L’analyse de cette région, dénommée AZF pour azoospermia factor, a
permis de la subdiviser en trois sous-région appelées AFZa, AZFb et AZFc. (Tiepolo et
Zuffardi, 1976 ).

Les délétions Yq concernent dans 80 % des cas la région AZFc, dans 1 a 5 % des
cas la région AZFD et dans 0,5 a 4 % des cas la région AZFa. En plus de ces dé¢létions, il
est possible d’observer des délétions complétes de la région AZF ou AZFbc. Dans tous les

cas, cela s’accompagne d’une azoospermie (Krausz et al., 2013).
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Figure 9 : Schéma du chromosome Y et effets des délétions d’AZFa, AZFb et AZFc
(Ben Rhouma et al., 2018).
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IV-1-4- Mutation du gene TEX11

Des études ont démontré que les geénes spécifiques des cellules germinales sont
enrichies dans le chromosome X des mammiféres. De nombreux geénes liés a 1'X sont
exprimés dans les testicules, et leurs fonctions dans la spermatogenése ont ¢&té
progressivement reconnues dans des modéles knock-out et des sujets présentant des
mutations (Sha et al., 2018).

L’incidence des mutations de ce géne TEX// dans I’infertilité primaire masculine est
¢levée, a environ 1 %, et la disrégulation du gene a été mise en cause dans I’apoptose des
spermatocytes, les troubles de maturation et I’azoospermie. Initialement, une délétion de 90
kb (englobant les exons 9, 10 et 11) dans le géne TEXII a ét¢ identifiée chez des patients
azoospermiques présentant un arrét meéiotique homogene ou mixte. Cette délétion a entrainé
la perte de 79 acides aminés du domaine de sporulation spécifique a la méiose de la protéine
TEX11 (Spo22). Des mutations ont été observées dans 2,4% des patients atteints d’ANO.
(Yatsenko et al., 2015).

V- Diagnostic de ’infertilité masculine

Le diagnostic d’une infertilit¢ masculine nécessite une approche méthodique, tout
d’abord clinique, dans le but d’identifier tous les facteurs potentiels d’infertilité. Les
examens biologiques et radiologiques permettent de conforter le ou les diagnostic(s),
d’évaluer le pronostic et les possibilités de traitement de I’infertilité (Schlosser et al.,
2006). Le diagnostic donne donc 1’avantage pour connaitre les raisons de ’infertilité
masculine.

D’abord un couple infertile passe avant tout par un interrogatoire, suivi d’un
examen clinique centré surtout sur D’appareil génital. Apres, arrive a la demande, des
examens complémentaires (Zeghib, 2009) :

V-1- Spermogramme

Le spermogramme est un premier ¢lément incontournable d’appréciation de la
fertilit¢ masculine, il est un examen clé qui permet d’analyser le sperme d un homme qui
doit étre recueilli apres 2 a 5 jours d’abstinence (Schlosser ez al., 2006).

Il est obligatoire pour poser le diagnostic d’infertilité dans un couple, bien que la
sensibilité de ce test reste limitée. L’examen spermogramme est effectué¢ pour I’évaluation
de la fertilité et infertilité masculine selon divers critéres a mesurer telle que le volume,
pH, la concentration, la morphologie et d’autres criteres complémentaires (Baali et

Boukeloua, 2020), en les comparant aux normes optimales : pH de I’¢jaculat supérieur ou

17



Chapitre 11 L’infertilité masculine

égal a 7,2 , concentration des spermatozoides supérieure a 20 millions/ml ou nombre total
de spermatozoides par &jaculat supérieur a 40 millions (Schlosser et al., 2006).
Un controle du spermogramme ne peut se faire qu'apres un délai de 2 a 3 mois, afin

de couvrir le cycle complet de la spermatogenese (ElI-Hamzaoui et Dikoumba, 2005).

Tableau I : Récapitulatif des paramétres du spermogramme défini par ’OMS
(El-Hamzaoui et Dikoumba, 2005).

Parameétre Normes OMS Définition de I’anomalie
<2ml : hypospermie
Volume >2 ml _
>6ml : hyperspermie
0 : Azoospermie
Numération >20x10%/ml <20x10%ml: Oligozoospermie
>200 x10%ml: Polyzoospermie
Mobilité (majorité progressifs) >50 % <50 % : asthénozoospermie
Morphologie normale >50% <50 % : tératozoospermie
Vitalité >50% <50 % : néirozoospermie
Leucocytes <10°/ml >10°%/ml : leucospermie

V-2- Le Caryotype

Les anomalies du caryotype représentent une cause majeure de D'infertilité
masculine, environ 15 % des patients azoospermiques présentent une anomalie du
caryotype (Mierla et al., 2014 ).
Les techniques de cytogénétique ont beaucoup évolué depuis la découverte d’un nombre
exact de chromosomes chez ’homme en 1956. Le caryotype standard est utilisé depuis
1959 en cytogénétique classique. Il permet initialement une résolution de 10 a 15 Mb
(Rezgoune-Chellat.,2013). Historiquement, le caryotype est le premier examen permettant
une analyse globale du génome qui a permis d’identifier des anomalies chromosomiques
(Dimassi ef al., 2017) . A ce jour, le caryotype reste un facteur pronostique puissant et un
¢lément de base car comme mentionné. Il est une image globale du génome, ce qui justifie
la prise en compte de nombre d’anomalies les plus fréquentes et les plus significatives sur

le plan pronostique (Dastugue, 2003).
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La réalisation d’un caryotype est basée sur la culture cellulaire avec un blocage du cycle
cellulaire au stade métaphase de la mitose, et pour pouvoir différencier les 46
chromosomes, des techniques de dénaturation sont nécessaires : « techniques de banding
chromosomique », consistent a dénaturer la charpente protéique des chromosomes. Deux
types sont le plus souvent utilisés : la technique des bandes G obtenues apreés une
dénaturation enzymatique par la trypsine, et la dénaturation en bandes R (marquage inverse
des bandes G), obtenues par la dénaturation thermique (Dimassi et al., 2017).

La premiéere introduction de technique de bandes sur les chromosomes humains est due a
’utilisation d’un marquage fluorescent (moutarde de quinacrine). Et a partir de 1970,

d’autres techniques de bandes utilise souvent le colorant de Giemsa (Berger, 2007).
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Figure 10 : Caryotype masculin normal en bandes R (Dimassi et al., 2017).

V-3- La polymérase chain réaction (PCR)

La PCR est une technique de biologie moléculaire d'une puissance exceptionnelle
permettant d'amplifier spécifiquement, et d'une mani¢re exponentielle, une séquence
d'ADN donnée. Les taux d'amplification peuvent atteindre 10° et permettent alors de mettre
en évidence la présence d'une molécule unique d'ADN. La PCR peut étre considérée
comme une technique de clonage moléculaire (en tubes) et trouve, a ce titre, de tres
nombreuses applications en recherche fondamentale. Son utilisation la plus évidente
concerne cependant le diagnostic médical de maladies génétiques et d'infections par un
pathogene (Larzul, 1989). Par exemple, le diagnostic d'une micro-délétions du

chromosome Y.
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Troisiéme chapitre : Le géne TEX 11
I- Présentation

La régulation de la spermatogenése implique l'expression d'un grand nombre de
genes dans un programme spécifique aux cellules et aux stades précis. Une compréhension
exhaustive de la spermatogenése nécessite l'identification et la caractérisation fonctionnelle
des quelque 2300 geénes qui sont principalement exprimés dans les testicules. Dans les
années 2000, l'utilisation de techniques d'ADN complémentaire (ADNc) et la comparaison
des profils de transcription des génes dans différentes conditions physiologiques ont
permis l'identification de geénes spécifiquement exprimés dans les testicules (appelés genes
exprimés dans les testicules) : TestisExpressed ou TEX (Bellil et al., 2021).

Le geéne TEX a été signalé pour la premicére fois en 2001 par Wang ef al. Dix des 23
nouveaux genes spécifiques des cellules germinales, hautement ou exclusivement exprimés
dans les testicules (TEX1I a 20), n'avaient pas €té annotés. La plupart de ces geénes ont
depuis été trouvés a avoir une fonction dans la spermatogenese, et des génes TEX
supplémentaires ont été identifiés. A ce jour, 69 génes TEX ont été décrits chez les
humains ou les mode¢les de souris. Cependant, ces génes ne constituent pas une famille
homogene; contrairement aux genes HOX (homeobox) ou PAX (boite appariée) ou RHOX
(homeobox reproductif 1i¢ a I'X) avec une haute identité de séquence et des fonctions tres
similaires, la seule caractéristique commune des génes 7EX est leur expression
(uniquement ou principalement) dans les testicules. Aprés le rapport de Wang et al., de
nouveaux genes spécifiques aux testicules ont été inclus dans la famille TEX et numérotés
séquentiellement (Bellil ez al., 2021).

I1- Identification et localisation du géne 7TEX 11 :

Le Testis Expressed 11 (TEX1I) est un géne récemment identifi¢ impliqué dans la
pathogénicité de l'infertilit¢ masculine (Qureshi et al., 2021) , aussi connu sous les noms :
TGCl1; ZIP4; MZIP4; Spo22; TSGA3; ZIP4H; SPGFX2. Il s'agit d'un geéne li¢ a 1'X
exprimé uniquement dans les cellules germinales males, localisé sur le chromosome X en
position Xq13.1. Il contient 36 exons (NCBI, 2023), et code pour une protéine de 104 kDa.
(Sha et al., 2018). Il est actuellement le géne le plus couramment associé¢ a I'azoospermie
(Bellil et al., 2021). La fréquence des mutations rares de 7EX/ 1 est significativement plus
¢levée chez les hommes azoospermiques, suggérant que 7EX// est essentiel pour la
spermatogenése humaine et que les mutations dans ce geéne unique lié¢ a I'X sont la cause

d'infertilité chez environ 1 % des hommes azoospermiques (Boroujeni ez al., 2018) .
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III- Structure

TEXII contient un domaine spécifique de méiose (SPO22) et de nombreuses

régions promotrices transloquées (TPR) de fonction inconnue (Miyamoto et al., 2017).
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Figure 11: Structure du gene TEX11 et organisation de la protéine avec toutes les
nsSNP repérées cartographiées dans les domaines fonctionnels (Qureshi et al., 2021).

Les TPR sont des modules d'interaction protéine-protéine composés de répétitions
hélice-tour-hélice qui apparaissent généralement en tandem et s'emboitent les uns dans les

autres pour former des structures superhélicales avec diverses courbures pouvant fournir

des surfaces d'accrochage pour d'autres molécules (Miyamoto et al., 2017) .

A

Figure 12: Modele 3D de la protéine TEX11 avec I'organisation des domaines et
motifs (Qureshi et al., 2021).

21



Chapitre II1 Le géne TEX 11

La protéine TEX11 est observée dans le cytoplasme et les noyaux des spermatogonies de
type B, avec le niveau le plus élevé dans les spermatocytes zygoténes et un niveau basal

dans les spermatocytes tardifs en pachytene (Sha et al., 2018).

IV-Le role du géne TEX11

La création de souris déficientes en 7EX/1 a permis aux chercheurs d'¢lucider le
role de la protéine codée dans la spermatogenese. En conséquence, cette derniere a été
altérée en raison d'une asynapsie chromosomique au stade pachyténe et d'un faible niveau
de formation de crossing-overs au stade anaphase I. Les spermatocytes déficients en
TEXI 1 subissent principalement une apoptose au stade pachytene, tandis que les cellules
survivantes présentent une non-disjonction chromosomique lors de la premicre division
méiotique, ce qui provoque la mort cellulaire et l'infertilité masculine (Bellil ez al., 2021).

L'expression spécifique de la protéine TEX11 dans les spermatogonies et les
spermatocytes suggere que 7TEXI/I joue un rdle clé dans les premiers stades du
développement des cellules germinales, De plus, TEX11 a été identifi¢ comme le premier
facteur spécifique de la méiose codé sur le chromosome X chez la souris (Sha et al., 2018).

Il régule la synapse des chromosomes homologues et la réparation des cassures de
brin double d'’ADN. Ainsi, il est essentiel pour la formation du complexe synaptonémal et

du chiasma lors du croisement chromosomique (Miyamoto et al., 2017).

V-Les mutations

Les mutations de TEX1/ sont diverses et présentent différentes formes, telles que
des mutations faux-sens et silencieuses, des altérations introniques, des mutations par
décalage de cadre de lecture, et des délétions hémizygotes. Actuellement, 46 mutations
différentes de TEX11 ont été identifiées, dont 24 chez des hommes azoospermiques et 22
chez des sujets fertiles. Les polymorphismes d'un seul nucléotide (SNP) ont un impact
majeur sur le pourcentage de spermatozoides normaux. Les SNP dans le géne TEX// ont
montré une forte association avec l'infertilit¢ masculine idiopathique (Sha ez al., 2018).

Les mutations hémizygotes de TEX/I étaient une cause fréquente d'arrét de la

méiose et d'azoospermie chez les hommes infertiles (Yatsenko et al., 2015).
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Tableau II: Variantes des génes 7EX identifiées uniquement chez les hommes atteints

d'azoospermie et/ou d'infertilité (Bellil ef al., 2021).

Etude Changement de Changement de Type de mutation Exon/ intron

nucléotide protéine

Krausz et al., 2020 c.84_651del p.28del189aa délétion Exon 4-9

Cannarella et al., 2020 ¢.776C — T p-Thr2591le mutation faux-sens Exon 9

Sha et al., 2018 c.2653G —» T p-W856C mutation faux-sens Exon 29

Nakamura et al., 2017 c511A—>G p-Metl71Val mutation faux-sens Exon 8

Yatsenko et al., 2015 c450C - T p-A150A mutation d'épissage Exon 7
cS511A—-G p-M171V mutation faux-sens Exon 8
¢.652del237bp p.218del79aa délétion Exons 10— 12
c792+1G— A p-L264spl d mutation d'épissage Intron 11
c.1837+ 1G—C p-R612spl d mutation d'épissage Intron 22

Yang et al., 2015 c.-17T—-C / altération intronique Intron 3
c.-48G—A / altération intronique Intron 5
c349 T—>A p-WI117R mutation faux-sens Exon 6
c.405C—T / mutation silencieuse Exon 6
c.424G—A p-V1421 mutation faux-sens Exon 7
c.466A—G p-M152V mutation faux-sens Exon 7
¢.515A—-G p.Q172R mutation faux-sens Exon 7
c.731C-T p.T2441 mutation faux-sens Exon 10
c. +42C—A / altération intronique Intron 10
c.-28 T—-C / altération intronique Intron 12
c.-64G—A / altération intronique Intron 15
¢.1258Ins (TT) 1258GATG—-TTGG  Mutation par décalage ~ Exon 16

TA du cadre de lecture
c. + 16A—G / altération intronique Intron 20
c.-1G—A / altération de 'accepteur  Intron 21
d'épissage placer

c.-37A—-G / altération intronique Intron 22
c.-44C—>T / altération intronique Intron 23
c. +119G—A / altération intronique Intron 24
c.2243 T-C p-V748A mutation faux-sens Exon 26
c.2319 T—-C / mutation silencieuse Exon 27
c.-55A—C / altération intronique Intron 27
c.-44A—G / altération intronique Intron 28
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Patients et méthodes

I- Lieu et durée de I’étude
Le travail a ¢été réalisé au laboratoire de diagnostic génétique et plateforme
microscopie du Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT), pour une période de
quatre mois (du 18 février au 14 juin 2023).
II- Recrutement des patients infertiles
II-1- Patients
Les patients inclus dans cette étude ont été recrutés au niveau du laboratoire de
diagnostic génétique et plateforme microscopie, proviennent tous des régions de 1’est
algérien. La cohorte comprend 23 patients.
II-2- Criteres d’exclusion
Nous avons exclu les sujets atteints du syndrome de Klinefelter, ceux ayant des
microdélétions du chromosome Y ainsi que les patients atteints d’azoospermie obstructive.
II-3- Criteres d’inclusion
Nous avons inclus les sujets atteints d’azoospermie non obstructive et qui ne
figurent pas dans les criteres d’exclusion.
IT1- Méthodologie
IT1-1- Extraction d’ADN a partir de sang total par salting out
» Principe
L'extraction d'ADN consiste a libérer 'ADN des cellules dans les quelles il est
enfermé, a le purifier des autres composants de la cellule et a le concentrer pour pouvoir
I'analyser. Pour cela, différentes techniques d'extraction d'ADN sont utilisées. selon Miller
et al., (1988), la Procédure d'extraction de 'ADN a partir de sang total par la méthode de
salting out peut étre divisée en trois étapes principales :
- Lyse et ¢limination des globules rouges.
- Lyse des globules blancs et ¢limination des protéines.
- Extraction et lavage de 'ADN ( Annexe 1).
I11-2- Génotypage
Le génotypage du géne TEX1 1, pour le polymorphisme (rs143246552) a été réalisé
par PCR/RFLP. La technique RFLP, est basée sur la différence de la taille des amplicons.
La détermination du génotype a été effectuée en plusieurs étapes :
- PCR
- Controéle du produit PCR sur gel d’agarose a 2 %
- Digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Nlalll
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- Séparation des produits de digestion par migrartion électrophorétique sur un gel
d’agarose a 3% et distinction des différents génotypes sous UV.
I11-2-1- Amplification de la région d’intérét
Pour prospecter le polymorphisme T/C (rs143246552) du gene TEX11 (Annexe 2).
Nous avons amplifi¢ par PCR une partie de la région GRCh38.p14 du chromosome X en
Exon 7. Les séquences des amorces utilisées sont mentionnées dans le tableau III.

Tableau III : Séquences des amorces utilisées pour I’amplification de la région

d’intéret.
" 5 3) Taille de la région
équence (5’ mp 3’
AV amplifiée(Pb)

TEX 11

) 5- ATAGATTCCAATCAGCATTAGTAACATC-3’

563Pb

TEX 11

®) 5’- AGGATTCAATATTTTATCCAATATTCCC -3’

I11-2-2- Polymérase chain réaction (PCR)
a- Protocole
La PCR permet de produire de manieére exponentielle des quantités importantes
d'ADN amplifié a partir d'un échantillon initial d'ADN, elle comporte trois étapes qui se
dérouleront a des températures différentes de fagon cyclique :
- Premiére étape : Dénaturation thermique
Les molécules d’ADN sont dénaturées par chauffage de quelques minutes a une
température élevée (94 ou 95°C). Ainsi, ’ADN perd sa structure caractéristique en double
hélice et est dénaturé en ADN simple brin.
- Deuxieme étape : Hybridation des amorces
Elle est généralement comprise entre 50°C et 60°C selon I’amorce utilisée. Les
amorces s hybrident chacune sur leur brin d’ADN cible grace a 1’appariement des bases
complémentaires.
- Troisiéme étape : Elongation et extension des amorces
La température est a nouveau élevée a environ 72°C, c’est la température optimale
pour l'activité enzymatique de la Taq polymérase.
Les étapes de dénaturation, d'hybridation et d'extension sont répétées pour produire des

quantités exponentielles d'ADN amplifié.
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b- Préparation du milieu réactionnel de la PCR

Un milieu réactionnel de la PCR ou un mix PCR d’un volume final de 20ul
a ¢été préparé. La quantit¢ de chaque composant est multipliée par le nombre
d’échantillons. Le mix comprend :

- Les dNTP : (DésoxyNucléotides-TriPhosphates) composés de : dATP, dTTP,
dGTP, dCTP. Ils sont les ¢léments de base utilisés par la Tag-polymérase pour la syntheése
des nouveaux brins d’ADN complémentaires.

- La Taq polymérase : (extraite de bactérie « Thermus aquaticus »). Elle est
thermorésistante avec une température optimale d’action de 72°C. C’est une enzyme de la
polymérase utilisée pour synthétiser un nouveau brin d’ADN a partir du brin d’ADN
matrice apres s’étre fixée a une amorce.

- Un tampon : (Buffer) avec le (MgCl;) qui est un cofacteur pour la Tag-
polymérase. Ces deux composants définissent un milieu avec un pH et une concentration
saline optimaux pour le bon fonctionnement de 1’enzyme.

- H,O0 : utilisée comme solvant pour dissoudre tous les autres réactifs, pour diluer
les échantillons d'ADN et les amorces, et pour transférer la chaleur a tous les composants
de la réaction.

- Les amorces : ce sont des fragments courts d'ADN, correspondant au
polymorphisme rs du géne TEX /1. Capables de s'hybrider sur I’un des deux brins d’ADN
de fagon spécifique, grace a la complémentarité des bases. Les amorces sont choisies de
facon a encadrer la séquence d'ADN a amplifier. Pour cette étape, les réactifs utilisés dans
la PCR doivent d’abord étre dilués selon la formule suivante : C1 x V1 =C2 x V2
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 utilisé).
V2 : volume final (en fonction du nombre de tubes).
Les composants du mélange réactionnel de PCR pour I’amplification de la région d’intérét
sont mentionnés en Annexe 3.
Le programme du thermocycleur pour I’amplification de la région d’intérét (durée : 02 h et
18 minutes) est mentionné en Annexe 4.
I11-2-3- Controle des produits de la PCR
Pour vérifier le bon déroulement de la technique de PCR, un contrdle est effectué

par électrophorese sur gel d'agarose a 2% dans une cuve horizontale.
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Le gel d'agarose est préparé en mélangeant de l'agarose avec du tampon TBE 1X
(Annexe 6), et du gel stain. Aprés polymérisation, le gel est placé dans une cuve
d'¢lectrophorése contenant du tampon TBE 1X. Les échantillons de PCR, accompagnés de
BBP (Bleu de Bromophénol), sont déposés dans les puits du gel, et un marqueur de poids
moléculaire est ajouté dans le premier puits. Sous une tension de 80 volts pendant une
heure, les fragments d'’ADN migrent a travers le gel en fonction de leur taille, permettant
leur séparation et leur visualisation.

I11-2-4- Digestion des produits PCR

Le polymorphisme (rs143246552) du géne TEX 11 a détecté¢ un site de restriction
pour Nlalll (Annexe 5), enzyme extraite de la bactérie Neisseria lactamica reconnait la
séquence 5'-CATG-3', en coupant apres le G pour générer une surplombante de quatre

bases en 3'.

5 CATG.. 3
3.. GTAC.. .5

Figure 13: Représentation schématique du site de restriction de I’enzyme Nlalll
(Morgan et al., 1996).

Les composants du mélange de la digestion sont présentés en Annexe 7.
Les tubes de digestion sont incubés a 37 °C pendant une nuit, la digestion est arrétée par
I’augmentation de la température a 80°C pendant 20min de temps.

> Dépots des échantillons

- Dépot de 5 pl sur gel d’agarose a 3%.

- Migration a 100 V pendant 2h dans du TBE 1X et révélation aux UV.

Figure 14: Profil d’électrophoreése sur gel d’agarose des fragments obtenus aprés
digestion du produit de PCR du géne TEX 11 par Nlalll.

28



Troisiéme partie :

Reésultats et discussion



Résultats et discussion

I-Caractéristiques principales des patients

Dans le cadre de notre étude menée au Centre de Recherche en Biotechnologie,
nous avons effectué le génotypage du géne TEX]/ sur un échantillon total de 23 sujets.
II-Résultats
II-1- Caryotype

L’étude cytogénétique a démontré un caryotype normal (46, XY) chez I’ensemble

de nos patients, ce résultat a justifié leur inclusion dans nos échantillons.
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Figure 15 : caryotype d’un homme atteint d’azoospermie non obstructive

Le syndrome de Klinefelter est la premiére pathologie liée a I’infertilité masculine, et la
premiere recherchée dans 1’azoospermie non obstructive, ce syndrome est causé par un
caryotype a (47, XXY) ce qui n’a pas été le cas chez nos patients inclus dans cette étude.
Sa prévalence est proche de 2 pour 1000 naissances masculines (krausz et al.,2018) , mais
les caracteres phénotypiques de ce syndrome nous ont permis de différencier les patients
atteints des patients sains.
11-2-PCR

Afin de détecter d'éventuelles altérations au niveau du chromosome Y qui pourraient
étre responsables de cette infertilité¢, une étude moléculaire est nécessaire. Des micro-
délétions de Yqll (AZF sub-region) ont été retrouvées chez 2 des 25 patients ayant un

caryotype normal (8 %) ce qui a réduit nos échantillons a 23 patients.
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I1-3-PCR/ Digestion enzymatique

Apres avoir amplifié ’exon 7 du chromosome X, contrdlé les produits de PCR

sur gel d’agarose a 2% et digéré le produit PCR par I’enzyme Nlalll, les résultats

obtenus sont représentés et mentionnés dans les photos ci-dessous :

Figure 16 : Electrophorése sur gel d’agarose du produit PCR du géne TEX11 (les
résultats ne sont pas visibles en raison du haut poids moléculaire de
PADN)(M :marqueur de taille , « 1,2,3,4,5, patients »).

Figure 17 : Electrophorése sur gel d’agarose, montrant le schéma d’amplification du
polymorphisme du géne TEX11. (M:marqueur de taille).
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L'analyse des échantillons par PCR a révélé la présence d'une bande de 563 pb
(comme I’indique la figure) dans 8 échantillons, tandis que d'autres n'ont pas montré cette
bande spécifique. Cette disparité de résultats peut étre attribuée a une dégradation de
I'ADN dans certains échantillons ou la bande n'a pas €té observée, ou un haut poids
moléculaire qui ne correspondait pas aux résultats obtenus dans les mesures des

concentrations d’ADN.

Figure 18 : Profil d’électrophoreése sur gel d’agarose des fragments obtenus aprés
digestion du produit de PCR du gene TEX11 par Nlalll. 1,2,3,4,5 : patients

Les deux bandes représentent un profil d’'un homozygote sauvage TT avec deux
bandes correspondants a des fragments de tailles différentes : de 324 pb et 239 pb.
Apres la lecture de la totalité¢ des profils €léctrophorétique obtenus, les fréquences et les
génotypes qui ont €té obtenus sont :
-L’homozygote « TT » avec une fréquence de 100 %.
-L’hétérozygote « TC » avec une fréquence de 0 %.
-L’homozygote muté « CC » avec une fréquence 0 %.
Selon les résultats obtenus, il n’y a pas de mutation détecté au niveau de I’exon 7 du géne
TEXI11 de polymorphisme T/C (rs143246552).
Nos résultats concordent avec ceux publiés par, Behvarz et al. (2022) qui ont montré

qu’aucune corrélation n’avait été observée entre le polymorphisme (rs143246552) du gene
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TEXI1 et I’azoospermie idiopathique, mais avec une légere différence des fréquences (TT)
95%, (TC) 2%, (CC) 3%, contrairement aux résultats obtenus par Yatsenko et al. (2015)
ou une mutation d’épissage au niveau de I’exon 7 du gene TEX] /a été trouvée. Les auteurs
ont aussi indiqué qu’il y avait une association significative entre le polymorphisme
(rs6525433) et Dinfertilit¢ masculine dans la population chinoise tandis qu'aucune
association significative n'a été trouvée entre le polymorphisme (rs484424) de TEXI11I et
l'infertilité masculine dans cette population (Zhang et al., 2015).

Les recherches menées par Yang et al., (2015), Sha et al., (2018) et Yu et al., (2021) ont
mis en évidence des mutations faux-sens. Cependant, il est important de noter que cela ne
signifie pas qu'il n'y a pas d'autres mutations présentes dans les autres exons de I'ADN. Par
exemple, dans I'¢tude de Yu et al. (2021), une délétion de 1’exon 3 a été identifiée dans le
gene TEXII chez un patient atteint d'azoospermie, cette étude a démontré que la
perturbation génique du 7EX/1 est une cause d'azoospermie, comme cela a été mentionné
dans nos propres recherches.

De plus, les recherches de Yang et al. (2015) ont révélé des altérations au niveau des
introns "10, 12, 15, 20, 22, 23, 24, 27, 28". Cette constatation suggere que 1’infertilité ne se
limitait pas aux mutations des exons uniquement.

Ces derniéres années, de nombreuses €tudes ont été menées pour identifier les mécanismes
moléculaires de l'infertilité masculine. Cependant, une grande proportion des cas
d'infertilit¢ masculine sont idiopathiques comme le sont les cas sur lesquels nous avons
travaillé.

Les contradictions observées dans les résultats des différentes études peuvent étre
attribuées a plusieurs facteurs, tels que d'autres polymorphismes de geénes impliqués qui
peuvent causer l'infertilit¢é masculine, la taille de I'échantillon, les différences génétiques
entre les populations, les diversités ethniques et raciales, ainsi que les facteurs

environnementaux.
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Conclusion et perspectives

L'infertilité est un défi mondial croissant, affectant environ 13 a 15% des couples.
La responsabilité¢ des hommes y est impliquée dans pres de la moitié des cas, ce qui est en
fait un probléme majeur selon la littérature et les récentes recherches. De plus, le taux
d'infertilit¢ masculine augmente de 2% par an. Elle peut étre divisée en azoospermie
obstructive et non obstructive, cette dernicre représentant environ 60% des hommes
atteints d'azoospermie. Les facteurs génétiques contribuent de 21% a 29% de l'infertilité
masculine, et parmi eux, les mutations du géne TEX// jouent un role important. Ce gene
est situ¢ sur le chromosome X et est exprimé uniquement dans les cellules germinales
males. Le TEX] joue un réle important dans la spermatogenese. Les mutations de ce géne
sont diverses et présentent différentes formes, des études ont montré qu’elles sont la cause
d'infertilit¢ chez environ 1 % des hommes atteints, ce qui rendait leur identification
intéressante pour déterminer les causes de l'infertilit¢ masculine. Pour cela, notre travail
d’exploration de I’étude moléculaire avait pour but d’identifier le polymorphisme du geéne
TEXI1 de I’exon 7 du chromosome X afin de déterminer la prévalence de cette mutation.
L’exploration moléculaire est faite par PCR/digestion enzymatique par I’enzyme Nlalll et
détection des résultats sur les profils €lectrophorétiques, sur un échantillon de 23 patients
de I’est algérien atteints d’une azoospermie. L.’analyse des échantillons par PCR a révélé la
présence d’une bande de 563 pb.
Les résultats de la recherche sur le polymorphisme T/C (rs143246552) du géne TEXI1 ont
révélé l'absence de mutation détectée dans I'exon 7. Cependant, cela ne signifie pas que
lI'infertilité se limite uniquement aux mutations de cet exon, ni qu'il n'y a pas d'autres
mutations présentes dans d'autres exons de 'ADN. De nombreux chercheurs ont obtenu des
résultats qui démontrent une relation étroite entre les mutations de TEX/ I, l'arrét de la
méiose et I'azoospermie chez les hommes infertiles.
Une étude complete englobant 1'ensemble du geéne TEX/I, sur un plus grand nombre
d’échantillons, et non seulement un seul exon, serait préférable. Il serait également
pertinent d'effectuer une analyse MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification), une méthode moléculaire semi-quantitative basée sur une PCR multiplexe,
qui permet d'identifier les délétions et les duplications d'un ou plusieurs exons.
Une autre approche consiste a réaliser un séquencage apres une digestion enzymatique afin
de déterminer l'ordre des nucléotides et détecter les mutations.
Jusqu'a présent, aucun traitement efficace n'a été identifi¢ pour les cas d'azoospermie non
obstructive. La découverte d'une cause génétique revét une importance cruciale pour

faciliter le diagnostic.
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Conclusion et perspectives

Il est donc recommandé de consulter un spécialiste de la fertilit¢é ou un généticien afin

d'obtenir des informations plus précises pour une évaluation et des conseils génétiques.
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Annexe 1 : Protocole d’extraction de ' ADN

Extraction d’ADN :

Les leucocytes sont séparés du sang total par lyse hypotonique et traités ensuite par un
détergent (SDS) et une protéinase K.

e [’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et les protéines qui lui sont associés sont
digérée et éliminées par précipitation au NACL. La pelote d'ADN est formée dans le
surnageant par précipitation avec éthanol.

e L'ADN est solubilisé en phase aqueuse par le rapport de la DO a 260 nm (logeur d'onde
d'absorption des protéines) qui doit &tre compris entre 1.8 a 2.

Réactifs :
e TE: Tris EDTA (20 :5).
e TE 10 :1.
e Tampon de Lyse (NACL 400mM, EDTA 2mM, Tris 10 mM, ph 8.2).
e SDS a 10 %.
e Protéinase K a 10mg/ml.
oeNaCl 4M.
e Ethanol a 70%.
e Ethanol absolu.
e Consommable :
e Tube Falcon 50ml.
e Tube Falcon 15 ml.
e Pastelle Stérile.
e Procédure
Préparation des leucocytes :
1. Dans un tube Falcon 50ml, mettre le sang.
2. Compléter a 25 ml avec Tris EDTA (20 :5), pour la lyse des GR.
3. Agitation manuel (forte agitation).
4. Laisser 10 min dans la glace.
5. Centrifuger 10 min a 3900g (3800 rpm).
6. Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.
7. Ajouter quelques ml de TE (20 :5) au culot et le remettre en suspension avec une
pastelle stérile.
8. Compléter a 25 ml avec du TE (20 :5) et laisser 10 min dans la glace.
9. Centrifuger dans les mémes conditions que la premiére fois.
10. Aspirer le surnageant avec la trompe a vide : Obtention d'un culot des leucocytes.
(Si on veut s’arréter a ce niveau les mettre dans un tube nue de 1.5 ml avec du TE 10:1
et les conserver a -20 dans le frigo).
e Extraire PADN :
11. Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon 15 ml.

12. Ajouter 3 ml de tampon de lyse en dilacérant le culot avec une palette stérile.
13. Ajouter 200 pl de SDS a 10 %.



14. Ajouter 100 pl de protéinase K a 10mg/ml.

15. Agiter le tube sur une roue a 37°C une nuit. Incubation une nuit.

16. Le lendemain refroidir dans la glace.

17. Ajouter 1ml de NaCl 4M et agiter vigoureusement a la main.

18. Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

19. Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

20. Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 15 ml, ajouter 2 fois son volume
d'éthanol absolu préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le tube
plusieurs fois : la pelote d'ADN se forme.

21. Si la pelote d'ADN ne se forme pas, laisser éventuellement 30 min a -20°C.

22. Récupérer la pelote d'ADN avec une pipette pasteur et la rincer 02 fois dans éthanol a
70%.

23. Mettre la pelote d'ADN dans un tube nue.

Solubilisation d’ADN :

24. Ajouter entre 300 et 1000 pl de TE (10 :1) selon la grosseur de la pelote d'ADN et la
concentration souhaitée.

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

Mesure de la concentration de I’ADN :

Pour confirmer la concentration et la pureté de I’ADN, nous avons utilisé¢ le NanoDrop®
(Thermo ScientificNanodrop® 2000/2000c) qui est un spectrophotometre a UV. Cet
appareilpermet de déterminer la pureté de notre ADN, on considere que : I’ADN est
suffisamment pur lorsque le rapport R = DO 260/280 est compris entre 1,6 et 2 (1,6 <R <
2), ’ADN est contaminépar les protéines si R < 1,6 et que I’ADN est contaming par les
ARN si R > 2.



Annexe 2 : Position du rs (143246552) dans I’exon 7 du géne TEX11
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Annexe 3 : Composants du mélange réactionnel de PCR pour I’amplification de la
région d’intérét.

Réactif Concentration

Eau distillée (H,0O)
dNTP 0.2mM

Buffer 1X

MgClz 2.5Mm

Taq polymérase 2 unités
Amorce F (sens) 0.3Um
Amorce R (anti —sens) 0.3Um

ADN 50ng/ul

Total 20ul




Annexe 4 : Programme du thermocycleurs pour ’amplification de la région d’intérét

Etapes Température (°C) Temps Cycle
Dénaturation initiale 95 5 minutes 01
Dénaturation 95 45 secondes
Hybridation 60 1 minute 35
Elongation 72 1 minute
Elongation finale 72 7 minutes 01

Les produits de PCR sont stockés a +4°C jusqu’a utilisation.

Annexe 5 : Illustration de la position de la coupure par I’enzyme Nlalll
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Annexe 6 : Préparation du TBE 10X et 1X

1. TBE 10X :

-Tris 108 g

- Acide borique 55 g

- Ajuster le PH a 8,3 avec ’acide acétique glacial
-EDTA93 ¢

- QSP H;O pour 1L

2. TBE 1X:

- 100 ml de TBE 10X

- 900 ml H,O

Annexe 7 : Composants du mélange de la digestion

Mix Vol (ul)/tube de digestion
Produit de PCR Sul
H,O 3.2l
Tampon enzyme 10X 1.3 nl
Enzyme de restriction Nlalll 0.5 ul




Annexes 8 : Matériels utilisées pour la PCR et I’électrophorése

Matériel Nom du matériel

Thermocycleur

Transilluminateur

Balance de précision

Générateur




Microcentrifugeuse

Cuve horizontale

Micro-onde
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Résumé

Contexte : L’infertilité masculine est un probléme majeur de santé publique qui représente
environs 15% .La plupart des cas ont des causes multifactorielles, plusieurs génes ont été
associés a ce probleme de santé. Parmi ces geénes, le géne TEX1 1, situé sur le chromosome
X.

Objectifs : L’objectif de cette étude est d’identifier polymorphisme du gene 7EX// de
I’exon 7 du chromosome X afin de déterminer la prévalence de cette mutation.

Patients et méthodes :23 patients de [’est algérien souffrant d’azoospermie non
obstructive (ANO) sur 25 patients recrutés au laboratoire de diagnostic génétique du
Centre de recherche en biotechnologie (CRBt), ont subi une analyse cytogénétique par
banding R, une analyse moléculaire des microdélétions AZF, ainsi que le génotypage du
polymorphisme du gene TEX1] par une étude moléculaire PCR/digestion enzymatique par
I’enzyme Nlalll.

Résultats : le caryotype fait en premier pour tous nos patients était normal (46, XY).Il a
¢été suivi de la recherche du polymorphisme ou il y avait une prédominance du génotype
sauvage (TT) chez les patients diagnostiqués.

Conclusion : Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats
et explorer davantage le role du géne TEXI/ dans l'infertilit¢ masculine. Ces résultats
peuvent éventuellement contribuer a 1'amélioration du diagnostic et de la prise en charge

des patients souffrant de cette pathologie.

Mots clés : infertilité masculine, azoospermie non obstructive, géne TEX/ I, réaction en

chaine polymérase, génotypage.



Abstract

Context: Male infertility is a major public health issue, accounting for approximately 15%
of cases, and most cases have multifactorial causes. Several genes have been associated
with this health problem, including the TEXI/ gene located on the X chromosome.
Objectives: The objective of this study is to identify the polymorphism of the TEX1] gene
exon 7 on the X chromosome in order to determine the prevalence of this mutation.
Patients and Methods: 23 patients from eastern Algeria suffering from non-obstructive
azoospermia (ANO) out of the 25 patients recruited at the Genetic Diagnostic Laboratory
of the Biotechnology Research Center (CRBt) underwent cytogenetic analysis using R-
banding, molecular analysis of AZF microdeletions, and genotyping of the TEX/I gene
polymorphism using PCR and enzymatic digestion with the Nlalll enzyme.

Results: The first performed karyotype for all our patients was normal (46, XY). It was
followed by the investigation of polymorphism where there was a predominance of the
wild-type genotype (TT) among the diagnosed patients.

Conclusion: Further research is required to confirm these results and further explore the
role of the TEXII gene in male infertility. These findings may potentially contribute to

improving the diagnosis and management of patients with this pathology.

Keywords: male infertility, non-obstructive azoospermia, TEX1I gene, polymerase chain

reaction, genotyping.
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Résumé

Contexte : L’infertilit¢ masculine est un probleme majeur de santé publique qui représente environ 15%.

La plupart des cas ont des causes multifactorielles, plusieurs génes ayant été associés a ce probléme de
santé. Parmi ces genes, le gene TEX1 1, situé sur le chromosome X.

Objectifs : L’objectif de cette ¢étude est d’identifier polymorphisme du geéne TEX/I de I’exon 7 du
chromosome X afin de déterminer la prévalence de cette mutation.

Patients et méthodes : 23 patients de ’est algérien souffrant d’azoospermie non obstructive (ANO) sur 25
patients recrutés au laboratoire de diagnostic génétique du Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt),
ont subi une analyse cytogénétique par banding R, une analyse moléculaire des microdélétions AZF, ainsi
que le génotypage du polymorphisme du geéne 7EX/I par une ¢étude moléculaire PCR/digestion
enzymatique par I’enzyme Nlalll.

Résultats : Le caryotype fait en premier pour tous nos patients était normal (46, XY). Il a été suivi de la
recherche du polymorphisme ou il y avait une prédominance du génotype sauvage (TT) chez les patients
diagnostiqués.

Conclusion : Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats et explorer
davantage le réle du geéne TEXI/ dans l'infertilit¢ masculine. Ces résultats peuvent éventuellement

contribuer a I'amélioration du diagnostic et de la prise en charge des patients souffrant de cette pathologie.

Mots clés : infertilité masculine, azoospermie non obstructive, géne TEX] I, réaction en chaine polymérase,
geénotypage.
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