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Introduction

Introduction

La gestion de la stérilitt des couples a connu des progres énormes surtout depuis le
développement de la technique de fécondation in vitro (FIV) par les docteurs Patrick Steptoe et
Robert Geoffrey Edwards en 1978. En effet, la FIV n’était qu’un premier pas dans le
développement de la technique d’ICSI (Intracytoplanmic sperm injection) qui a bouleversé le
traitement des couples stériles étant donné qu’elle a pu résoudre partiellement les problémes liés
a I’infertilit¢ masculine.

L’ICSI, avant sa pratique, exige une parfaite identification des parameétres spermatiques.
Pendant plus de vingt-cing ans, I'organisation mondiale de la santé (OMS) a servi a fournir une
approche normalisée a I'évaluation du potentiel de fertilité de I'¢chantillon de sperme (Rizk et al.,
2008). Ces normes concernent des parametres mesurables tels que les propriétés physiques d'un
éjaculat, estimation du nombre de son contenu cellulaire, que ce soit les spermatozoides ou les
leucocytes, évaluation de la morphologie et de 1la mobilité de spermatozoides, et recherche d’une
réaction immunitaire possible entre les spermatozoides et le contenu du plasma seminal ou le
mucus préovulatoire produit par le col utérin (Rizk et al.,2008). Néanmoins, l'analyse classique
du sperme ne peut pas couvrir les divers volets des propriétés biologiques que le spermatozoide
possedes en tant qu’une cellule hautement spécialisée (Zini et al., 2001b ; Evenson et al., 2002).
En plus, pour qu'un test soit utile, il doit avoir un seuil qui fournira des possibilités
discriminatoires et prédictives, avec peu de chevauchement entre les hommes fertiles et stériles;
les parametres conventionnels du sperme souvent ne possedent pas un tel seuil (Evenson et al.,
2002), par conséquent la valeur prédictive de ces mesures est limitée bien que du progrés ait été
accompli ces dernieres années par l'introduction des techniques normalisées : automatisation des
évaluations de motilité et organisation des systéemes d’assurance de qualité pour 1'analyse du
sperme (Van Voorhis and Sparks, 1999; Oehninger et al., 2000; Sakkas and Tomolinson, 2000).
Bien que ces analyses puissent decrire quelques aspects de la fonction des testicules et des
spermatozoides, elles ninforment pas sur l'intégrité du génome masculin contenu dans la téte
spermatique (Morris et al., 2002a).

Les progrés récents en biologie de la reproduction ont amélioré la compréhension de la
physiologie des spermatozoides et des mécanismes impliqués dans la fécondation (Sergrie et al.,
2005). Ainsi, la chromatine spermatique et l'intégrité d'ADN est essentielle pour s'assurer que le
spermatozoide fécondant puisse soutenir le développement embryonnaire normal du zygote
(Barratt et al., 2010).




Introduction

L’objectif de cette étude est de déterminer I’effet de la fragmentation de I’ADN spermatique
(FAS) sur les résultats de I’'ICSI, autrement dit: quelle est la valeur prédictive de la
fragmentation de I’ADN spermatique pour le succes de I’ICSI on utilisant le test de dispersion de
chromatine ou SCD (Sperm Chromatin Dispersion) ?

Cette étude essaye d’autre part d’identifier la nature de la relation entre la FAS et les autres
parametres standard du sperme ainsi que d’autres paramétres tels que 1’4ge et le tabagisme et

I’influence de 1’age de la femme sur les résultats d’ICSI selon le taux de FAS.
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I'homme et de la femme



I. Rappel anatomophysiologique sur I'appareil reproducteur de I'homme et de la femme

1. Appareil géenital masculin

1.1. Les testicules

Gonades males productrices de spermatozoides (Marieb et al., 1999). Les testicules sont
enveloppés dans un sac de peau, scrotum (Van de Graff and Rhees, 2002), (figure 1.1). Chaque
testicule est recouvert de deux couches de tissu ; la tunique vaginale externe et la tunique
albuginée interne (Van de Graff and Rhees, 2002). Des projections de 1’albuginée forment les
cloisons de testicule, qui divisent celui-ci en 250 a 300 lobules dont chacun renferme de un a
quatre tubules séminiferes contournés qui fabriquent les spermatozoides (Marieb et al., 1999).
Les tubules séminiféres contournés de chaque lobule convergent vers un tubule séminifere droit

qui transporte les spermatozoides jusqu’au rete testis (Marieb et al., 1999).

Uretére
Vessie

Vésicule séminale

Conduit éjaculateur

Prostate

Glande bulbo-urétrale
Corps spongieux
Corps caverneux

Conduit déférent
Pénis

Epididyme
Testicule

Scrotum
Urétre

Gland du pénis

Vésicule séminale
oinre Conduit éjaculateur

Prostate

Glande bulbo-urétrale

Pénis
Conduit déférent

Epididyme
P ce
S Tubules séminiféres

Scrotum

Figure 1.1. Le systéme génital de ’homme. (a) Vue antéricure. (b)
Coupe sagittale (Van de Graff and Rhees, 2002).




I. Rappel anatomophysiologique sur I'appareil reproducteur de I'homme et de la femme

1.2. Les voies génitales de ’homme

1.2.1. Epididyme
Une structure en forme de virgule. Sa téte, qui contient et recoit les spermatozoides des
canalicules efférents, recouvre la face supérieure du testicule. Son corps et sa queue, qui repose
sur la face postéro-latérale du testicule, renferment la partie trés pelotonnée de 1’épididyme,
appelée canal épididymaire (Marieb et al., 1999).

1.2.2. Les canaux spermatiques et les glandes annexes
Pendent 1’¢jaculation, les spermatozoides matures passent par une série de canaux. Ils passent du
canal déférent au canal €jaculateur ou ils sont mélanges aux sécréetions de la vésicule séminale.
IIs passent ensuite dans 1’uretre prostatique qui recoit les sécrétions de la prostate. Ils sont
transportés ensuite dans 1’urétre membraneux puis spongieux, dans le pénis. Les glandes bulbo-
urétrales sont des glandes annexes situées a la base du pénis. Les glandes annexes produisent des
sécrétions alcalines qui participent a la formation du sperme. Ces sécrétions ont un réle
nourricier, activent la mobilité des spermatozoides et leur caractére alcalin leur permet de
neutraliser I’environnement acide de 1’urétre et du vagin (Van de Graff and Rhees, 2002).

1.2.3. Le pénis
Le pénis est ’organe de la copulation, destiné a déposer les spermatozoides dans les voies
génitales de la femme (Marieb et al., 1999). Le pénis comprend une racine fixe, un corps mobile
et se termine par un renflement, le gland du pénis. Le pénis est un organe spécialisé composé de
trois colonnes de tissus érectile qui se remplissent de sang, permettant la pénétration du pénis

dans le vagin pendant les rapports sexuels (Van de Graff and Rhees, 2002).
2. Appareil génital féminin
2.1. Les ovaires

Les ovaires sont des organes pairs situés de part et d’autre de I’utérus. Les follicules sont des
petites structures sacciformes enfouies dans le tissu conjonctif tres vascularisé du cortex de
I’ovaire (Marieb et al., 1999) (figure 1.2).

2.2. L’utérus et les trompes utérines
Les trompes utérines s’étendent des ovaires jusqu’a I’utérus. Elles transportent I’ovocyte jusqu’a
I’utérus ou ont lieu la fécondation le développement de I’ceuf (division de I’ceuf et formation de
la blastula). L’utérus est également le site d’implantation de I’ceuf et du développement

embryonnaire et foetal. Les différentes parties de 1’utérus sont : le fond, le corps et le col.




I. Rappel anatomophysiologique sur I'appareil reproducteur de I'homme et de la femme

Les trois couches de la paroi utérine sont :

le périmétrium : couche externe ;

le myométre : couche musculaire épaisse ;

I’endométre : couche muqueuse interne (Van de Graff and Rhees, 2002).

) Ligament suspenseur
Trompe utérine de l'ovaire Fond utérin

Ampoule de la trompe

Pavillon de la trompe

Endomeétre Corps jaune

Myométre
Périmétrium

Ovaire
Franges

Corps
de I'utérus
Fornix du vagin
Col de I'utérus
Vagin

Grande lévre
Petite lévre

Orifice vaginal

(a)

Franges de la trompe utérine

Ovaire
Trompe utérine

Utérus

Col de l'utérus
Vessie
Symphyse pubienne Rectum

Clitoris Vagin

Petite lévre

Grande lévre Anus

Orifice vaginal

(b)

Figure 1.2. Le systéeme génital de la femme. (a) Vue antérieure.
(b) Coupe sagittale (Van de Graff and Rhees, 2002).

2.3. Le vagin
Le vagin s’étend du col de I’utérus jusqu’a I’orifice vaginal au niveau des organes génitaux
externes. Il recoit le pénis en érection et le sperme pendant les rapports sexuels (Van de Graff
and Rhees, 2002).

——
~
| —



I. Rappel anatomophysiologique sur I'appareil reproducteur de I'homme et de la femme

2.4. Les organes génitaux externes
Les organes genitaux externes sont le mont du pubis ou mont de Vénus, les grandes lévres, les

petites levres, le clitoris, et ’orifice vaginal (Van de Graff and Rhees, 2002).

3. Le cycle hormonal de la femme

La production des hormones stéroides par 1’adénohypophyse et par les ovaires, est contrdlée par
I’hypothalamus. Des changements cycliques dans la sécrétion de ces hormones régulent les
activités de la reproduction chez la femme (figure 1.3).

1) L’hypothalamus sécréte la gonadolibérine (LH-RH) ; I’organe cible est 1’adénohyphyse.

2) LH-RH stimule la sécrétion de 1’hormone folliculostimulante (FSH) et de I’hormone
lutéinisante (LH), qui stimulent le développement des follicules ovariens (cycle ovarien).

3) Le follicule ovarien mature sécrete des cestrogénes qui provoquent I’épaississement de
I’endométre (phase proliférative du cycle menstruel, du cinquiéme jour a 1’ovulation).

4) Aprés I’ovulation, le corps jaune sécrete des cestrogénes et de la progestérone, qui préparent
I’endométre a ’implantation de 1’ceuf (phase sécrétoire du cycle menstruel, de I’ovulation au
vingt-huitieme jour).

5) Le corps jaune qui dégénere forme le corpus albicans. Les taux d’cestrogénes et de
progestérone chutent brutalement, 1’endomeétre est dégradé et un nouveau cycle menstruel

commence (phase menstruelle du cycle menstruel) (Van de Graff and Rhees, 2002).

Taux plasmatiques FSH
d’hormone folliculo- LH

stimulante (FSH)
et d'hormone \
lutéinisante (LH)

Taux plasmatiques
d'cestrogénes
etde
progestérone

Lo

Progestérone

RE® =
P \ovulation Phase lutéale

Estrogénes

¢ ©

Cycle ovarien

Epaisseur
de I'endométre
au cours du
cycle menstruel

1 7 14 21 28
Jours

Figure 1.3. Les cycles menstruel et ovarien (Van de Graff and Rhees, 2002).
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Sterilités féminines



Il. Stérilités féminines

Les problemes féminins, seuls ou en combinaison avec les problémes masculins, sont présents
dans environ 50% des couples stériles. Ces problémes de facteurs féminins surviennent apres

perturbation de la fonction des organes génitaux féminins (Godwin, 2004).
1. Anomalies du vagin

Le vaginisme est le spasme involontaire récurrent ou persistant de la musculature du tiers externe

du vagin qui interfére la pénétration vaginale (Scott et al., 2003).
2. Anomalies du cervix

Le cervix peut causer ou contribuer a l'infertilité par différentes maniéres. La qualité du mucus
qui est produit au milieu du cycle, juste avant l'ovulation, peut étre mauvaise. Par exemple, au
lieu d'étre mince, aqueuse, claire et étirable, elle peut étre épaisse et forme un bouchon a l'os
extérieur empéchant l'entrée des spermatozoides dans le canal cervical. Chez certaines patientes,
il peut y avoir peu ou pas de production de mucus a cause d'une opération antérieure sur le
cervix. Parfois le mucus cervical semble normal au milieu de cycle mais aprés I'analyse s'avere
contenir des anticorps anti-spermatozoides. De plus, 1’exposition longue des glandes cervicales a
I'infection peut mener a la présence d'un grand nombre de globules blancs dans le mucus. Ceux-
ci peuvent engloutir les spermatozoides ou produire des composés chimiques qui leur sont

toxiques. Le mucus cervical serait hostile s'il est acide, (Godwin, 2004).
3. Anomalies de I'utérus

3.1. Fibromes

Les fibromes utérins sont des tumeurs de muscle lisse de l'utérus. Le léiomyome est un terme
plus scientifique pour le fiborome (Godwin, 2004). Le Iéiomyome peut se trouver n'importe ou
dans le myometre et peut étre unique ou multiple (Scott et al., 2003).

Dans de rares cas, il peut y avoir des fibromes bloquant le point d'entrée des deux trompes
de Fallope dans la cavité utérine. Les tailles des fibromes varient. Quand l'utérus contient
plusieurs ou de grands fibromes, la cavité utérine est susceptible de devenir tordue et des
conditions hostiles existent telles que la conception devient difficile (figure 11.1) (Godwin, 2004).

Les chercheurs pensent que les myomes interférent avec la contractilité utérine normale et le
transport des gameétes et puissent changer le flux sanguin endométrial, menant a I'atrophie ou
l'ulcération et la diminution de I’incidence de l'implantation (Vollenhoven et al., 1990; Deligdish
and Lowenthal, 1970; Settladge et al., 1972; losif and Akerland, 1983).
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\_— Pedunculated
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Figure 11.1. Fibromes utérins et déformation de la cavité utérine (Godwin, 2004).

3.2. Endométrite
L'endométrite est une inflammation de lI'endometre et peut résulter d'une infection avec des
organismes tels que les bactéries de tuberculose.
L'infertilité peut surgir par les effets des toxines produites par les bactéries et les sécrétions
anormales a partir des glandes endométriales infectées (Godwin, 2004).
3.3. Le syndrome d'Asherman
Les adhérences intra-utérines ou les synéchies (syndrome d'Asherman) peuvent se développer
quand les surfaces endométriales opposées sont endommagées et qui se cicatrisent comme une
adhérence fusionnée. Ceci se produit typiquement quand une inflammation ou une infection
persiste aprés avortement spontané du premier trimestre et quand la production d'cestrogénes est
faible. Les patientes qui ont eu des curetages puerpérales retardées pour les fragments
placentaires maintenus, sont a haut risque pour le développement du syndrome d'Asherman.
Dans le post-partum, les cestrogeénes d'origine placentaire sont métabolisés rapidement et
I’inhibition ovarienne continue pendant plusieurs semaines. En l'absence de 1'cestrogéne,
I'endomeétre ne proliférera pas (Scott et al., 2003).
L'implantation de I'embryon est empéchée chez ces patientes parce qu'il y a peu ou pas

d'endométre qui reste (Godwin, 2004).
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3.4. Malformations utérines

Ces femmes peuvent avoir des problemes avec leurs menstruations qui sont alors trop ou peu
abondantes ou irréguliéres, ou il peut ne pas y a une communication entre la cavité utérine et le
vagin pour permettre a la perte menstruelle de s'‘écouler.

Si ces femmes deviennent enceintes, elles peuvent avoir des problemes tels que des

avortements repétés ou des naissances prématurees répétées (Godwin, 2004).

4. Anomalies des trompes de Fallope

L'infection dans les voies génitales inférieures (vagin et cervix) peut se propager vers les trompes
causant alors une salpingite. L'infection de n'importe quel point dans la partie inférieure de
I'abdomen et le bassin, particulierement I'appendice lors d'une appendicite, peut également poser
des problemes de fertilité (Godwin, 2004). 1l existe un autre nom donné pour l'infection dans le
bassin qui est les maladies inflammatoires pelvienne (ou PID pour pelvic inflammatory disease).

Les études sur la prédominance des Chlamydia trachomatis dans les patientes présentant une
PID prouvée ont montré que plus que la moitié des cas de PID sont provoqués par des C.
trachomatis (Rizk et al., 2008). D'autres micro-organismes infectieux connus pour causer la
salpingite sont  Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum,
Mycobactrium tuberculosis, et des anaérobies endogenes (Keel et al., 2000).

L’obstruction des trompes peut se manifester suivant une PID particuliérement si 1'infection
n'est pas traitée rapidement ou n'est pas éradiquée completement. Si ’obstruction est a
I'extrémité fimbrique de la trompe, les sécrétions peuvent s'accumuler dans la trompe faisant
obstruée I'extrémité de cette derniére en se gonflant et formant ce qui est connu par
1I’hydrosalpinxe (figure 11.2) (Godwin, 2004).

Hydrosalpinx _ _~Hydrosalpinx

%
Ovwvary

Figure 11.2. Hydrosalpinxes bilatéraux (Godwin, 2004).
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5. Anomalies des ovaires
5.1. Insuffisance ovarienne prématurée

L'insuffisance ovarienne prématurée (POF pour Premature ovarian failure) est une entité unique
dans laquelle une femme subit des changements semblables a la ménopause, telle que
I'aménorrhée, les niveaux élevés de FSH, et I'épuisement des follicules ovariens, avant I'age de
40 ans (Scott et al., 2003).

5.2. Hypogonadisme Hypogonadotrophique
Il s'agit d'un ensemble de troubles ayant en commun un mangue ou une production déficiente de
gonadolibérine (GnRH) ou I’hormone folliculostimuline (FSH) ou encor 1’hormone lutéinisante
(LH) (Godwin, 2004).

5.3. Syndrome d’ovaire polykystique
C'est une condition dans laquelle il y a plusieurs kystes minuscules dans les ovaires (figure 11.3).
Les ovaires tendent a étre plus grands que la normale. Ces kystes ne ressemblent pas aux kystes
qui se développent en tant que tumeurs ovariens. Ce sont les follicules ovariens qui
n'accomplissent pas leur développement apparemment du fait des niveaux relativement bas de
FSH (Godwin, 2004).

Ces patientes ont une irrégularité menstruelle causée par I’oligoovulation ou I’anovulation.

Elles peuvent avoir des signes d’hypérandrogénisme, d'obésité, et d'infertilit¢ secondaire a

I'anovulation (Keel et al., 2000).

SIEMEN

Figure 11.3. Echographie transvaginale montrant un ovaire polykystique. Des kystes folliculaires
nombreux sont arrangés autour de la périphérie de I'ovaire donnant un aspect typique d’un

“collier ' (Godwin, 2004).
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5.4. Perte de poids
La masse corporelle de la femme, particulierement la matiére grasse, a une influence sur sa
fonction ovarienne. La menstruation ne débute pas jusqua ce que les réserves lipidiques de
I'organisme atteignent une certaine proportion de la masse totale corporelle. Méme apres,
I'ovulation et la menstruation réguliéres peuvent seulement se produire si le contenu approprié de
réserves lipidiques de l'organisme est maintenu. Les femmes qui sont de poids insuffisant cessent
souvent d'ovuler et d’avoir des régles (Godwin, 2004).

5.5. Exercice physique intense
Les coureuses de longues distances, les gymnastes, les danseuses de ballet et toutes les femmes
pratiquant des exercices physiques laborieux intensives tendent a avoir des problemes dans
I'ovulation et la menstruation semblables a ceux decrits ci-dessus (Godwin, 2004).

5.6. Hyperprolactinémie
La cause classique la plus fréquente de dysfonctionnement pituitaire® est 1’hyperprolactinémie
(Keel et al., 2000). Elle se produit dans environ 15% de patientes présentant une aménorrhée
(Keel et al., 2000). Il existe plusieurs causes de I'¢lévation de prolactine : physiologiques,
pharmacologiques, et pathologiques (Keel et al., 2000).

La prolactine est produite par les lactotropes dans 1’hypophyse antérieure et sa sécrétion est
réglée par la dopamine (Keel et al., 2000). La Thyreolibérine, le GnRH, et la béta-endorphine
stimulent la libération de prolactine (Keel et al., 2000).

Les chercheurs spéculent que I’hyperprolactinémie peut empécher la sécrétion de GnRH et

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

6. Endométriose

L'endométriose est définie par la présence des glandes et de stroma endométriales en dehors de
la cavité endométriale et de la musculature utérine. Le bassin est le site le plus fréquent de
I'endométriose, mais les implants endometriotiques peuvent se produire presque n'importe ou
dans le corps (figure 11.4).

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

! La glande pituitaire ¢’est I’hypophyse.
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Small and large intestines _
Fallopian tube ~
Uterus__ _
Pelvic peritoneum

Bladder —

Figure 11.4 : Emplacements d'endométriose dans le bassin (Godwin, 2004).

7. Les avortements spontanés a répétition (ASR)

IIs sont définie classiqguement en tant que trois avortements spontanés ou plus. Les chercheurs
font parfois une distinction entre ASR primaires et secondaires. Les ASR primaires concernent
les femmes qui n'ont jamais eu un enfant né vivant, tandis que les femmes avec ASR secondaires
ont au moins un enfant né vivant (Keel et al.,2000).

L'étiologie des ASR peut étre retrouvée dans approximativement la moitié des cas. Ceux-ci
incluent les causes chromosomiques (3.5%), anatomiques (16%), endocriniennes (20%),

infectieuses (0.5%), et immunologiques (20%) (Stephenson, 1996).

8. Infertilité non expliquée

Il existe des femmes chez qui aucune cause de stérilité n'est trouvée méme aprés une recherche
approfondie. 1l s'agit de femmes avec une histoire clinique normale et sans aucune preuve de

probléme de reproduction.

Les étiologies féminines de l'infertilité sont mieux connues que les étiologies masculines. Pour
beaucoup d'entre elles, il existe des traitements adaptés. Pour les problemes plus nébuleux, et les
femmes dont aucune cause n'est trouvée pour l'infertilité, le traitement particulier a donner peut
dépendre davantage des facteurs qui se rapportent aux soucis d'age et a la promptitude du couple
pour s'embarquer sur le traitement qui peut étre cher, par rapport a la nature du probléme
d'infertilité (Godwin, 2004).

15

——
| —



Chapitre 111

Sterilités masculines



I11. Stérilités masculines

L'importance relative du facteur masculin comme cause de l'infertilité des couples est devenue
proportionnellement plus grande, en particulier depuis que les biologistes et les gynécologues qui
emploient des techniques de 1’assistance médicale a la procréation (AMP), détectent de plus en
plus de cas de qualité anormale du sperme (Rizk et al., 2008).

La contribution du partenaire masculin a l'infertilité dans les couples est appréciée en
utilisant le systéme de la classification proposé par I’OMS (Rowe et al., 1993). Les étiologies
masculines de la stérilité se manifestent généralement par un changement d'un ou plusieurs
parameétres du sperme. La terminologie suivante est employée pour décrire les principaux
changements :
 Azoospermie : les spermatozoides ne peuvent pas étre trouvés dans le sperme.

« Aspermie : aucun sperme n'est éjaculé pendant I'orgasme.

* Necrozoospermie : tous les spermatozoides dans le sperme sont morts.

* Globozoospermie : aucun des spermatozoides n'a le capuchon acrosomial.

« Oligozoospermie : la concentration des spermatozoides est moins de 20 million/ml dans
I'éjaculat.

* Asthénozoospermie : moins de 50% de spermatozoides ont une mobilité progressive.
 Tératozoospermie : la proportion de spermatozoides avec une forme normale est moins de
30%.

Un échantillon de sperme peut parfois avoir plus d'un des trois derniers profils anormaux
rendant nécessaire une combinaison de terminologie. Ainsi I'oligoasthenotératozoospermie décrit
un sperme avec chacune des trois anomalies. De méme, la présence de deux anomalies exigera
I'utilisation de la terminologie appropriée, par exemple, asthenotératozoospermie (Godwin,
2004).

Plusieurs étiologies de la stérilité masculine ont été répertoriées au fil des années. Mais on
ne peut parler de stérilité qu'apres s'étre assuré que les rapports sexuels entre les deux partenaires
sont suffisamment fréquents. En effet quelques couples peuvent se considérer comme infertiles
parce qu'ils n‘ont pas des rapports assez fréquents pour s'assurer que les spermatozoides sont

présents dans les voies génitales femelles autour de la période de I'ovulation (Godwin, 2004).

——
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1. Anomalies de I'¢jaculation

1.1. Impuissance ou échec a I’éjaculation
L'impuissance, ou le dysfonctionnement érectile, est une incapacité d'avoir ou maintenir une
érection assez longtemps pour permettre au rapport sexuel d'avoir lieu (Godwin, 2004).
Dans I'échec a I’¢jaculation I'hnomme peut avoir une érection mais ne peut pas ¢jaculer pendant le
rapport sexuel (Godwin, 2004).

1.2. Ejaculation prématurée
Est caractérisé par l'incapacité du patient de contrdler la période de I'éjaculation d'une maniére
qui permet a son partenaire d'atteindre I'orgasme (Nieschlag et al., 2010).

1.3. Ejaculation rétrograde
Les sphincters de la vessie sont fermés a I'neure de I'¢jaculation empéchant de ce fait le sperme
de passer vers l'arriere dans la vessie. Les maladies telles que le diabéte et la sclérose en plaques
peuvent altérer la fermeture de ces sphincters menant a I'éjaculation rétrograde. Puisque le
sperme est propulsé vers l'arriere dans la vessie, plutot qu'expédié en de hors du pénis, il n'y a
aucun dépét intravaginal de sperme (Godwin, 2004).

1.4. Ejaculation extravaginale
Le depdt du sperme en dehors du vagin peut se produire non seulement dans les cas de
I'éjaculation prématurée mais également chez les hommes qui ont des hypospadias ou des
épispadias graves. Dans ce dernier cas l'ouverture de l'urétre n'est pas au bout du pénis mais
plutdt quelque part le long de I'axe du pénis a cause de I'échec du développement du reste de
I’urétre. Si l'ouverture est située vers le haut sur 1'axe (c.-a-d. a la racine du pénis) le sperme sera

éjaculé en dehors du vagin (Godwin, 2004).

2. Cause immunologique

Quand la barriére hémato-testiculaire est franchie, le systeme immunitaire produit des anticorps
contre les spermatozoides (Rizk et al., 2008). C'est le cas apres obstruction partielle ou compléte
des canaux de transport du sperme provoqué par une chirurgie (par exemple une vasectomie),
traumatisme, ou infection des glandes accessoires, ou une épididymite (Rizk et al., 2008).

Des anticorps de la classe IgM sont produits juste aprés la rupture de la barriéere hémato-
testiculaire, mais généralement ceux-ci ne sont pas déversés dans I'éjaculat. Par la suite, les

anticorps de la classe 1gG apparaissent dans le sang et dans le plasma séminal, qui se fixent
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fortement aux spermatozoides. En cas d'infection ou d'inflammation de I'épididyme par exemple,
les anticorps sécrétoires de la classe IgA sont produits (Rizk et al., 2008).

Les anticorps anti-spermatozoides réduisent la capacité de fertilisation des spermatozoides
par plusieurs mécanismes, y compris l'inhibition de la migration des spermatozoides a travers le
mucus cervical (Rizk et al., 2008). Les anticorps anti-spermatozoides peuvent mener a
I'infertilité, car ils alterent la mobilité des spermatozoides ou reduisent la pénétration de sperme
dans le mucus cervical (Nieschlag et al., 2010). La réaction immunitaire produit des especes
réactives oxygénées et I'agglutination de spermatozoides aussi bien que la cytotoxicité du sperme

dépendante du complément (Rizk et al.,2008).

3. Anomalies isolées du plasma séminal

Chez certains hommes, les spermatozoides semblent normaux dans tous les aspects mais ils
pourraient adhérer ensemble comme s’il y avait des anticorps anti-spermatozoides dans le
sperme. Cependant, les tests ne montreront pas les classes connues d'un des anticorps anti-
spermatozoides. Quelques autres hommes peuvent avoir un bas volume d'éjaculat, un sperme
acide ou tres alcalin, ou plus de globules blancs que la normale. On dit que tous ces hommes ont

des anomalies isolées du plasma séminal (Godwin, 2004).

4. Causes systémiques

Les maladies systémiques telles que le Parkinson, le diabéte, les Iésions inflammatoires ou
tumorales montrent des résultats hautement variables. Dans ces cas le dysfonctionnement érectile
est souvent un symptdome du déséquilibre entre les influences excitatives et inhibitrices
(Nieschlag et al., 2010).

La tuberculose peut mener au hypogonadisme hypogonadotropique par la perturbation de
I'axe gonadique (poste et al., 1994) et peut infiltrer la région uro-génitale, entrainant
I'épididymite et par conséquent l'infertilité (Nieschlag et al., 2010).

La fonction testiculaire est diminuée par les caractéristiques communes de maladies

systémiques telles que la fievre (Kandeel and Swerdloff, 1988).
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5. Causes toxiques

L’alcool et les stupéfiants compromettent la production des spermatozoides, du méme pour les
toxines qui peuvent étre trouvées dans des certains environnements et métiers comme le plomb,
le cadmium, le mercure, les pesticides et les herbicides (Godwin, 2004). Le tabagisme réduit la
production des spermatozoides qui auront aussi un faible pouvoir fécondant (Soares and Melo,
2008). De plus, I’exposition intra-utérine au tabac entraine une diminution de la numération des

spermatozoides et une cryptorchidie chez les enfants (Bonde et al., 2010).

6. Anomalies congénitales

La cryptorchidie, en particulier si elle est bilatérale, est associée a une infertilit¢ due a
I'oligozoospermie ou & l'azoospermie (Rizk et al.,2008). L'obstruction a I'écoulement des
spermatozoides du testicule a I'extérieur a comme conséquence l'azoospermie. Une telle
obstruction peut étre provoquée par le blocage de I'épididyme ou I'absence congénitale des deux
conduits déférents (Godwin, 2004).

Le conduit déférent et/ou les vésicules séminales ne se développent pas dans certains
individus particulierement ceux qui ont ou sont des porteurs de mucoviscidose. De tels individus
ont une azoospermie parce que les spermatozoides qui sont produits dans les testicules ne
peuvent pas étre transportés au conduit éjaculatoire et a l'uretre (Godwin, 2004).

L'infertilité masculine peut résulter des anomalies génétiques comme le syndrome de
Klinefelter (homme avec XXY) ou autres rares anomalies chromosomiques (aneuploidie ou
translocations) ou de microdélétions du chromosome Y (Foresta et al., 2001). Ces patients
présentent une oligozoospermie extréme, une cryptozoospermie quand les spermatozoides
peuvent seulement étre détectés dans le culot apres centrifugation, ou une azoospermie.
L’hypogonadisme hypogonadotropique congénital est associé¢ avec 1'anosmie dans le syndrome

de Kallmann, qui est habituellement détecté a I'age de puberté (Rizk et al.,2008).

7. Dommages testiculaires acquis

Le virus des oreillons peut également infecter les testicules chez 20-30% des sujets de sexe
masculin qui contractent cette infection apres la puberté. D'autres infections qui ont été associées
a l'infertilité masculine (Rowe et al., 2000) incluent la tuberculose, la bilharzia, la gonorrhée, la

chlamydiose, la filariose, la typhoide, la grippe, la brucellose et la syphilis.
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Les testicules peuvent étre altérés par un traumatisme, une torsion et des accidents

chirurgicaux (Nieschlag et al., 2010).

8. Infection de glandes accessoires masculines

Les glandes accessoires (vésicules séminales, prostate et glandes de Cowper) peuvent étre
infectées par les organismes qui causent les maladies sexuellement transmises telles que la
gonorrhée, la syphilis, la chlamydiose et l'urétrite non spécifique. Les infections urinaires
peuvent affecter secondairement les glandes accessoires. Ces infections peuvent affecter la
contribution de ces glandes au fluide séminal. Elles peuvent également se prolonger au canal
déférent et I'épididyme, et causer leur colmatage. (Godwin, 2004).

Les effets des IAGM (Infection de Glandes Accessoires Masculines) sur la capacité de
fertilisation de spermatozoides sont dus aux nombreux mécanismes, parmi les plus importants on
trouve : le volume diminué de I'éjaculat et/ou la viscosité accrue et la composition biochimique
anormale du fluide séminal, la mobilité faible des spermatozoides, et la faible concentration de
sperme (Rizk et al., 2008).

9. Varicoceéle

La varicocele résulte de la pression hydrostatique accrue dans le plexus pampiniforme intra-
scrotal et dans les veinules testiculaires (Rizk et al.,2008).

Le mécanisme exact par lequel la varicocéle influence la fertilité reste peu clair. De diverses
possibilités continuent a étre discutées : la perfusion réduite du testicule affecté en raison de la
pression veineuse accrue conduisant a une atrophie avec une reduction typique de volume

testiculaire (Nieschlag et al., 2010).

10. Causes endocrines

Le manque de stimulation gonadotrophique des testicules peut étre la cause de l'infertilité chez
certains hommes. Ceci peut étre provoque par des troubles nombreux qui empéchent la sécrétion
de la FSH et de la LH par la glande pituitaire. Parfois le probleme peut étre plus important,
affectant la secrétion de la gonadolibérine par I'nypothalamus (Godwin, 2004).

Un autre probléme endocrine qui peut étre associé au facteur d'infertilité masculine est la
sécrétion excessive de la prolactine. Parfois il se peut qu'il y ait une tumeur dans la glande

pituitaire qui cause la sécrétion non contrdlée de cette hormone (Godwin, 2004).
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11. Causes iatrogeniques

La production des spermatozoides dans les testicules peut étre diminuée par des médicaments
utilisés pour le traitement de certains maux. De telles médicaments incluent des hormones, la
sulfasalazine, la cimétidine, la nitrofurantoin, la niridazole, la spironolactone et la colchicine
(Rowe et al., 1993, 2000).

L'infertilité peut étre un résultat d’une complication de certaines opérations, telles que la
prostatectomie, et des opérations sur les voies génitales masculines pendant I'enfance (Godwin,
2004). En outre, les stéroides anabolisants employés par quelques athlétes pour améliorer leur
performance peuvent avoir des effets secondaires indésirables significatifs sur la fertilité
(Godwin, 2004). L’anesthésie générale, une chirurgie importante, les brilures et le traumatisme
cranien peuvent également causer la diminution de la production de spermatozoides (Godwin,
2004)

12. Anomalies non expliquées du sperme

Dans environ 25% des partenaires masculins dans les couples stériles il n'y a aucune cause
avérée pour expliquer les mauvais parameétres du sperme. Le mot idiopathique est employé pour
indiquer ces mauvais parametres non expliqués comme suit :

* Oligozoospermie idiopathique.

* Asthénozoospermie idiopathique.

* Tératozoospermie idiopathique.

* Cryptozoospermie idiopathique.

* Azoospermie idiopathique (Godwin, 2004).

Il est devenu évident que les facteurs externes jouent un rdéle important dans la pathogénie
dans cette condition (Rizk et al., 2008). Le style de vie malsain, avec la nutrition non équilibrée,
la fumée de tabac, la vie sédentaire, I’obésité, et ainsi de suite ont été incriminé de 1’altération de
la qualité de sperme (Rizk et al., 2008). L’exposition aux toxines professionnelles et/ou
environnementales également joue un role pivot (Rizk et al., 2008). Les métaux lourds, la
température ambiante élevés, et les polluants chimiques peuvent étre présents dans le milieu de
travail (Rizk et al., 2008). Cependant, c'est I'exposition aux perturbateurs hormonaux par la
nourriture, 1’eau potable, et ’air qui est jugé responsable de la détérioration de la qualité du
sperme et de l'augmentation simultanée de la prédominance de cancers testiculaires observés
dans certaines régions du monde dans les derniers quatre ou cing décennies (Sharpe and Irvine,
2004).
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Des substances synthétiques avec des effets cestrogéniques s'appellent le xéno- ou les
pseudo-cestrogens, incluent des pesticides (DDT), biphényles polychlorés (BPC), furanes et
dioxines, phtalates, parabens, ethynyloestradiol...etc (Toppari et al., 1996). Ces agents sont
hautement résistants a la dégradation, et ils s’accumulent dans I'environnement et dans le corps
humains (Rizk et al., 2008). Ils ne se lient pas aux hormones sexuelles dites hormone—binding
globulin et ne sont pas métabolisées par le placenta, passant librement dans le systeme foetal
(Rizk et al., 2008) . Ainsi, les xéno-cestrogens altérent le développement testiculaire foetal
causant la persistance des cellules embryonnaires dans I'épithélium germinal qui peut se
transformer au cancer du testicule (Skakkebaek et al., 1987, 2001) et géner la division de
cellules de Sertoli et conduire a une maturation avec oligozoospermie plus tard dans la vie
(Skakkebaek, 2002). En outre, ces hormones a effet cestrogénique interrupteur d’cestrogénes
inhibent I’axe hypothalamo-hypophysaire chez les adultes qui présentent une oligozoospermie
avec une FSH non élevé (Rowe et al., 2000). Ces perturbateurs hormonaux, qui se trouvent en
particulier dans les pesticides, causent une grave surcharge oxydative, cela endommage la

membrane spermatique et I'ADN (Rizk et al., 2008).

Enfin, il faut savoir que l'importance relative des étiologies de l'infertilité masculine varie d'un
pays a l'autre et également dans les pays.

On a trouvé que presque la moiti€é des hommes n’ont aucune cause évidente d’infertilité et
leurs parameétres de sperme étaient normaux. Environ un quart de patients a eu des parametres
mauvais de sperme mais aucune cause n’a été trouvé (Godwin, 2004). La base moléculaire de
beaucoup de types d'infertilité masculine est mal définie. Un domaine de recherche qui a été
étudiée intensément est l'intégrité de I'ADN du noyau des spermatozoides matures éjaculés
(Sakkas et al., 1999).
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IV. L’ ADN spermatique

La reproduction chez les hommes est caractérisée en particulier par la production d'un grand
nombre de spermatozoides par le processus de spermatogenése dans laquelle la normalité
phénotypique des gameétes et leur intégrité génomique peut étre altérée (Aitken and Krausz,
2001). La formation des spermatozoides matures est un processus unique impliquant une série de
méioses et mitoses, changement dans I'architecture cytoplasmique, le remplacement des histones
somatiques par des protéines de transition et l'addition finale des protamines, menant a une

chromatine fortement compactée (Kumaroo et al., 1975 ; Goldberg et al., 1977 ; Poccia, 1986).

1. Structure de la chromatine spermatique

La compaction se rapporte a la structure hautement complexe et spécifique dans laquelle I'ADN
de spermatozoides éjaculés est condensé (Rizk et al., 2008). La chromatine spermatique est une
structure hautement organisee, la structure compactée se compose d'’ADN et de nucléoprotéines
hétérogenes (Evenson et al., 2002).

1.1. ROle de la condensation de la chromatine spermatique
- Elle Permet le transfert de I’information génétique étroitement compactée a l'ceuf (Sakkas et
al., 1999).
- Elle Assurer que I'ADN soit livré sous une forme physique et chimique telle que I'embryon en
développement peut accéder a I'information génétique (Sakkas et al., 1999).
- Cette condensation nucléaire protege le génome spermatique contre :

e Les stresses externes tels que l'oxydation ou 1’¢lévation de température qui peut étre
produite dans le trajet des spermatozoides dans les voies génitales masculines et
féminines (Kosower et al., 1992).

e Les nucléases (Sotolongo et al., 2003) et la sonication (Tateno et al., 2000).

1.2. Organisation moléculaire de la chromatine spermatique

1.2.1. Compactions de ’ADN spermatique
Dans les derniers stades de la spermatogenese, le noyau du spermatide est transformé et
condensé, un processus qui implique entre autres le déplacement des histones par des protéines
de transition et puis par les protamines qui ont la moitié de la taille des molécules d'histones
(Steger et al., 2000).

Ward et al. (1997) a proposé un modéle pour I’empaquetage de I'ADN spermatique sur la
base de son travail et celle d’autres laboratoires (figure 1V.1). Ce modéle décrit un assemblage
des chromosomes qui sont au début de longs brins d’ADN qui sont graduellement empaquetés a

quatre niveaux d'organisation dans le spermatozoide mature :
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1) ancrage chromosomique par I'anneau nucléaire ;
2) organisation de I'ADN spermatique en un domaine de boucle ;
3) condensation par les protamines ;

4) organisation du chromosome (Sakkas et al., 1999).

MOCK ASSEMBLY OF THE SPERM NUCLEUS

A. LEVEL 1 - Chromosomal Anchoring Legend
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Figure 1V.1. Modele d’organisation de noyau spermatique des mammiféres (Ward et al., 1997).

1.2.2. Le modele de condensation : cOte a cote
Balhorn et al. (1982) a présenté un modele de la liaison protamine-ADN. Il a proposé que les
protamines se lient a 'ADN se trouvant en longueur a l'intérieur du sillon mineur. Il a observe
qu'il y avait assez des groupements d'arginine chargés positivement sur les protamines présentes
dans le noyau spermatique de souris pour neutraliser completement les groupements phosphate
d'ADN chargés négativement. En conclusion, il a proposé que le complexe protamine-ADN d'un
brin s'insere dans le sillon majeur d'un brin d'ADN voisin, de sorte que les brins d'ADN du

noyau spermatique soient compactés cOte a cote dans une rangé linaire.
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Les brins d'ADN sont étroitement enroulés autour des molécules de protamines (environ 50
kb d'ADN par protamine), formant des boucles étroitement et fortement organisées (toroides)
(Brewer et al., 1999) (figure 1V.2). Les ponts disulfures inter et intramoléculaires entre les
protamines riches en cystéines sont responsables de la compaction et de la stabilisation du noyau

spermatique (Rizk et al., 2008).

DNA Packaging in Somatic vs. Sperm Nuclei

[ A. SOMATIC NUCLEUS B. SPERM NUCLEUS |

NUCLEOSOME
5!

30nm

Solenoid side by side linear array
(supercoiled) (not supercoiled)

Figure 1V.2. Protamination de I’ADN spermatique selon le model de cote a cote (Ward and
Coffey, 1991).

On estime que 85% de la chromatine spermatique soit étroitement condensee par des
protamines, mais jusqua 15% du reste de I'ADN est empaqueté par des histones liées aux
séquences d'’ADN spécifiques a la périphérie nucléaire et a des telomeres (Gatewood et al.,1987 ;
Gineitis et al., 2000).

Des preuves récentes suggerent que I'ADN attaché aux histones dans les spermatozoides
correspond a des familles de genes qui sont importantes pour la différentiation cellulaire et la

structuration précoce d'embryon (Hammoud et al., 2009).
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Contrairement aux mammiféres dont les spermatozoides contiennent seulement un type de
protamine (P1), les spermatozoides humains contiennent un deuxiéme type de protamine (P2),

qui est déficiente en résidus de cystéine (Corzett et al., 2002).

2. Fragmentation de I'ADN spermatique

2.1. Fragmentation d'ADN pendant la spermiogenése
Les breches endogénes de ’ADN sont présentes normalement dans des étapes spécifiques de la
spermiogenese chez les rats et les souris, et on pense qu’ils ont une signification fonctionnelle
(Sakkas et al., 1999). La présence des breches est plus importantes pendant la transition de
spermatides rond vers des spermatides ovales dans le testicule et se produit avant
I'accomplissement de la protamination dans les spermatozoides en maturation chez les rats et les
souris (McPherson and Longo, 1992, 1993a,b ; Sakkas et al., 1995).

McPherson and Longo (1992, 1993a,b) ont postulé que la présence des bréches d'ADN dans
les spermatozoides éjaculés peut étre indicative d’une maturation inachevée pendant la
spermiogenése. lls ont supposé que la condensation de chromatine peut nécessiter l'activité
nucléase endogene pour créer et ligaturer les bréches qui facilitent la protamination. On pense
que ces breches fournissent une forme de détorsion pour faciliter I'arrangement de chromatine
pendant le déplacement des histones par les protamines et on pense que c’est le méme procédé
qui se produise chez I'nomme (Marcon and Boissonneault, 2004). L'activité enzymatique
impliquée dans la création des coupures d'’ADN dans les spermatides a été seulement prouvée
pour la topoisomérase Il qui produit et ligature les fragments double brins (McPherson and
Longo, 1993b ; Laberge and Boissonneault, 2005).

2.2. Induction d'apoptose pendant la spermatogenese
La deuxiéme théorie propose que la présence des bréches endogénes dans les spermatozoides
humains éjaculés est une caractéristique de la mort cellulaire programmée, comme le cas de
I'apoptose des cellules somatiques, et I'élimination fonctionnelle des cellules germinales ayant
probablement un pool génétique défectueux (Gorczyca et al., 1993a, b). L'apoptose des cellules
germinales testiculaires se produit normalement durant toute la vie, controlant leur
surproliferation (Billig et al., 1995 ; Rodriguez et al., 1997). Ce mécanisme régule le nombre de
cellules germinales par rapport a la capacité de support des cellules de Sertoli (Sakkas et al.,
1999). Les cellules germinales masculines se transformant en spermatozoides hautement
différenciés, perdent progressivement leur capacité de subir I'apoptose (Barratt et al., 2010).
Ainsi, au lieu de s'engager dans une réponse apoptotique compléte menant a la mort cellulaire,

on pense que les cellules germinales haploides en différenciation subissent une forme restreinte
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de ce processus conduisant a la fragmentation d'ADN dans le noyau tandis qu’elles
maintiennent la capacité de se différencier en spermatozoides matures fonctionnels (Sakkas et
al., 2004).

Un facteur est supposé étre impliqué dans l'apoptose des spermatozoides est la protéine de
surface cellulaire, Fas (figure V.3) (Lee et al., 1997). Fas est une protéine membranaire de type
| qui appartient a la famille de tumour necrosis factor, et elle est impliquée dans 1’apoptose
(Suda et al., 1993 ; Krammer et al., 1994 ; Schulze-Osthoff et al., 1994).
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Figure 1V.3. Le role de Fas pendant la spermatogenése dans les hommes avec les parameétres
spermatiques (a) normaux et (b) anormaux (oligospermiques, asthénospermiques et
tératospermique) (Sakkas et al., 1999).

La liaison du ligand de Fas (FasL) ou d’un anticorps agonistique anti-Fas a cette molécule
de surface tue les cellules par apoptose (Suda et al., 1993). Il & été montré dans les souris et les
rats qu’en état normal, les cellules de Sertoli expriment les FasL et signalent la destruction des
cellules germinales Fas-positive, limitant la taille de la population de cellule germinale aux

nombres qu'elles peuvent soutenir (Lee et al., 1997 ; Rodriguez et al., 1997).
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Le role de Fas pendant la spermatogenese chez I'nomme est peu clair. Toutefois, il y a un
certain nombre d'indications que I'apoptose se produit pendant la spermatogenése chez I'homme.
Cependant, pourquoi les spermatozoides éjaculés montrent-ils ces dispositifs apoptotiques tandis
qu’ils devraient étre éliminés ? On a suggéré que la clairance correcte des spermatozoides par
I'intermédiaire de l'apoptose ne se produit pas. Les spermatozoides Fas-positifs peuvent
également se produire en raison des problémes d’activation de l'apoptose Fas-médiée. Ces
problémes peuvent étre dues a un défaut de synchronisation entre l'apoptose et la
spermatogenése, dans ce cas, quoique l'apoptose soit initiée, les cellules germinales atteignent la
spermiogenése et n‘accompliront pas I'apoptose (Sakkas et al., 1999).

2.3. Fragmentation de ’ADN spermatique poste-testiculaire

Une caractéristique importante qui est été révélée a partir des études récentes est que,
généralement le degré de fragmentation dADN dans les spermatozoides éjaculés est plus élevé
que dans les spermatozoides testiculaires (Steele et al.,1995; Greco et al., 2005) et dans les
spermatozoides du corps et de la téte de [I'épididyme, ou précisement le processus
d’établissement des liaisons disulfure a lieu, et que l'induction de la fragmentation d'ADN
spermatique dans I'épididyme pourrait étre liée a leur qualité génomique (Sakkas et al., 2010).
C'est-a-dire, en plus du mécanisme de tri exercé par les cellules de Sertoli pendant la
spermatogeneése, il y aurait un autre mécanisme de criblage au niveau de I'épididyme qui sert a
éliminer les spermatozoides ayant un genome défectueux (Suganuma et al., 2005).

Les dommages potentiels que les spermatozoides peuvent subir pendant le passage dans

I'épididyme pourraient étre limités en les retirant avant ce passage (Sakkas and Alvarez, 2010).
2.4. Stresse oxydatif

Les espéces réactives oxygénées (ROS pour Reactive Oxygen Species) jouent un role

physiologique important en modulant les activités des genes et des proteines essentiels pour la

prolifération, la différentiation et la fonction de spermatozoides.

Dans le sperme des hommes fertiles la quantité de ROS générées est convenablement
contr6lée par les antioxydants qui se trouvent dans le sperme. Les effets pathogenes des ROS se
produisent quand ils sont produits au-dessus des capacités des antioxydants de I'appareil génital
masculin ou du plasma séminal (Aitken et al., 1992 ).

Les études récentes montrent que les spermatozoides non matures, qui produisent des
niveaux €élevés de ROS, peuvent induire des endommagements d’ADN dans les spermatozoides
matures. Ces dommages seraient produits aprés spermiation pendant la comigration des
spermatozoides matures et non matures a partir des tubules séminiféres vers la partie caudale de

I'épididyme (Ollero et al., 2001). Les ROS peuvent endommager I'ADN spermatiques
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directement ou indirectement par l'activation des caspases et des endonucléases spermatiques,
(Sakkas and Alvarez, 2010). A des niveaux élevés, les ROS sont impliqués dans les 3 sources de
structure anormale de la chromatine : activité anormale de topo Il, apoptose, et nécrose (Evenson
et al., 2002).

Les spermatozoides morphologiquement anormaux (en particulier avec le résidu
cytoplasmique?) et les leucocytes sont la source principale de génération excessive de ROS dans
le sperme (Aitken et al., 1992 ). La production de ROS peut étre augmentée 20 - 50 fois pendant
des étapes répétées de centrifugation, une technique toujours employée dans quelques cliniques
pour préparer des spermatozoides pour la PMA (Aitken and Clarkson, 1988 ; Zalata et al., 1995).
En outre, la préparation de sperme pour la PMA pourrait mener a la production non réglée de
ROS quand des spermatozoides sont séparés du plasma séminal, éliminant de ce fait la protection
antioxydante du plasma séminal accordée par la superoxyde dismutase, la catalase, et la
peroxydase de glutathion/réductase (Griveau and Le Lannou, 1997).

2.5. Fragmentation d'ADN induite par Chimiothérapie et radiothérapie
Il a été déja signalé que l'exposition a la chimiothérapie et a la radiothérapie peut également
avoir comme conséquence l'induction de la fragmentation d’ADN spermatique. On sait
généralement que les traitements contre le cancer compromettent la fertilité masculine et que la
réduction du rendement des spermatozoides résulte des effets cytotoxiques de la chimiothérapie
ou de la radiothérapie sur I'épithélium spermatogénique (Morris et al., 2002b).

2.6. Les endommagements d'ADN induits par les toxines environnementales
Au moins cing types de produits chimiques environnementaux, connus comme ubiquitaires dans
I'environnement d'aujourd’hui, peuvent étre associés au stresse oxydant au niveau des
spermatozoides ou aux endommagements d’/ADN spermatiques (Barratt et al., 2010).

2.6.1. Les pesticides

L'impact des pesticides sur des endommagements d'’ADN spermatique a été évalué dans au

moins sept études dans les 15 dernieres années, dont quatre ont reporté des associations

positives (Perry et al., 2008).

2.6.2. Les phtalates
Les esters de phtalate sont employés dans 1’emballage des aliments et dans les produits de soin

personnel et en plastique (Barratt et al., 2010).

? Le cytoplasme résiduel se forme lors de I’élongation de spermatide pendant la spermiogenése et qui s’écoule vers
’arriére puis phagocyté par les cellules de Sertoli.
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Dans un groupe de 379 hommes des couples subfertiles qui sont présentés dans des cliniques
d'infertilité, des niveaux urinaires de deux métabolites spécifiques de phtalate : le phtalate mono-
éthylique et le mono (2-ethylhexyl) phtalate ont été associés a un pourcentage élevé d’ADN avec
la queue de comete en utilisant le test neutre de COMETE (voir ci-dessous) (Hauser et al., 2007).

2.6.3. Les polychlorobiphényles

Les Polychlorobiphényles (PCBs) constituent une classe des polluants organiques persistants
(Barratt et al., 2010). Les impacts des PCBs sur l'intégrité d'ADN spermatique en utilisant le
SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay, voir ci-dessous) ont été récemment démontrés dans
des études épidémiologiques des populations d'Europe et d'Inuit (Spano et al., 2005 ; Long et al.,
2007) et chez les pécheurs suédois (Rignell-Hydbom et al., 2005).

2.6.4. Les métaux
Deux études épidémiologiques ont suggéré que les métaux non essentiels puissent endommager
I’ADN spermatique (Barratt et al., 2010). Des endommagements d'ADN spermatique causés par
le stresse oxydant mesurés par 8SOHAG? ont été corrélés avec le cadmium dans le plasma séminal
chez 56 participants non fumeurs dans une étude faite a la Chine (Xu et al., 2003).

2.6.5. La pollution atmosphérique
Des niveaux élevés de la pollution atmosphérique résultant de la combustion de charbon ont été
associes a la fragmentation accrue d'ADN spermatique mesurée par SCSA dans une étude
longitudinale englobant 36 hommes de la République Tchéque (Rubes et al., 2005). Rubes et al.
(2007) ont prolongé ces observations et ont adressé I'nypothese que les hommes qui sont
homozygotes nulles pour la glutathion-S-transférase M1 peuvent moins détoxifier les
métabolites réactifs des hydrocarbures aromatiques polycycliques cancérogenes trouvés dans la
pollution atmosphérique. En conséquence, ces hommes sont plus prédisposés aux effets de la

pollution atmosphérique sur la chromatine spermatique.
3. Les tests de fragmentation d’ADN

Pendant les dernieres deux décennies un certain nombre de tests ont été introduits pour l'analyse
de la fragmentation de I'ADN des spermatozoides. Ces tests incluent le TUNEL (Gorczyca et al.,
1993a), le test de COMETE (Hughes et al., 1996) CMA3 (Manicardi et al., 1995) , in-situ nick
translation (Bianchi et al., 1993 ; Tomlinson et al., 2001 ), test de dispersion de chromatine
spermatique (SCD) (Fernandez et al., 2003), et le SCSA (Evenson et al., 19804, b ; Larson et al.,
2000 ; Evenson et al., 2002).

# 8-0x0-2'-désoxyguanosine (80OHAG) est un dérivé oxydé de la désoxyguanosine. 80OHdG est I'un des principaux
produits d'oxydation de I'ADN. Les concentrations de 8OHdG au sein d'une cellule sont une mesure du stress
oxydatif.
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Un aspect important dans l'analyse de fragmentation d'’ADN des spermatozoides est la
question liée au type de cassures d'’ADN produites dans les brins d'/ADN, c.-a-d, si les cassures
sont simples ou double brins et si elles exigent une premiére étape de dénaturation afin de
détecter les cassures d'/ADN (Sakkas and Alvarez, 2010).

On distinguera les tests de type cytochimique de caractérisation de la chromatine (utilisant
des colorants ou des fluorochromes) et les tests biochimiques visant a fragiliser I’architecture
chromatinienne, préalablement a la mise en ceuvre de techniques microscopiques ou de

biochimie analytique (Roux et al., 2004).
3.1. Les techniques de mesure de la fragmentation d’ADN spermatique

3.1.1. Analyse de la structure de la chromatine des spermatozoides (Sperm Chromatin
Structure Assay — SCSA)

Le SCSA, technique développée par Evenson et al. (1980) tente d’établir une relation entre la
structure de la chromatine et sa fonction. Cette approche définit une chromatine anormale
comme celle qui a une plus grande susceptibilité a se dénaturer in situ en milieu acide. Ainsi, la
résistance de la chromatine des spermatozoides a se dénaturer en milieu acide est mesurée en
exposant les spermatozoides a un pH de 1,2, suivi d’une coloration a 1’acridine orange (AO)
avant I’analyse en cytométrie de flux. La coloration différentielle des spermatozoides avec
I’ADN natif versus I’ADN dénaturé est due aux propriétés métachromatiques de I’acridine
orange : lorsqu’elle s’intercale dans I’ADN natif et bicaténaire (double-brin), I’émission de la
fluorescence se produit a 530 nm (vert) ; lorsqu’elle se lie a de I’ADN monocaténaire (simple-
brin), I’émission de la fluorescence se dévoile a 600 nm (rouge). Le degré de dénaturation de
I’ADN in situ (ou paramétre o) peut étre déterminé en mesurant le rapport de la fluorescence
rouge au total de la fluorescence nucléaire (rouge + vert) (Sergrie et al., 2005). Evenson et al.
(2002) ont modifié I’appellation du paramétre a; pour celui de I’index de fragmentation d’ADN
(IFA).

3.1.2. Evaluation de la chromatine par la chromomycine A3 (CMAZ3)

Des corrélations ont été retrouvees entre des anomalies de la condensation de la chromatine et
I’accessibilité de I’ADN a la chromomycine A3 (Roux et al., 2004).

La liaison a I'ADN est compétitive avec les protamines, et la fluorescence de CMAS3 a éte
donc interprétée comme preuve d’une faible protamination (Bianchi et al., 1993). Elle révéle une
déficience locale de la chromatine en nucléoprotéines définitives et des zones d’ADN dénaturé
ou fragmenté. Un sperme peut étre considéré comme normal quand il possede moins de 30% de
spermatozoides positifs au test a la CMA3. Comme pour le test de coloration a I’AO celui a la

CMAZ3 nécessite un microscope a fluorescence (Roux et al., 2004).
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3.1.3. Test in situ de cassures dans I’ADN (In situ Nick Translation Assay — NT)

Le test in situ de cassures dans I’ADN mesure 1’incorporation du complexe biotine—dUTP aux
cassures simple-brin de I’ADN en utilisant 1’activité de I’enzyme ADN polymérase 1. Le signal
peut-&tre amplifié par 1’utilisation d’un fluorochrome conjugué a de I’avidine et facilement
identifiable en microscopie a fluorescence (Sergrie et al., 2005).

Dans une étape préalable, les spermatozoides sont traités par le dithiothréitol (DTT) pour
décondenser la chromatine. Le DTT réduit les ponts disulfures intra et intermoléculaires de la
chromatine, reldchant ainsi sa structure fortement condensée et permettant a 1’enzyme et aux
nucléotides d’accéder plus facilement aux cassures de I’ADN, améliorant donc la sensibilité de
la méthode (Sergrie et al., 2005).

3.1.4. Marquage des brins d’ADN avec la terminale désoxynucléotidyle transférase

(Terminal Uridine Nick-End labeling — TUNEL)
Lors de la fragmentation de I’ADN, des groupements terminaux 3'-OH sont générés et
deviennent donc facilement identifiables. Une des techniques utilise I’activité spécifique de la
terminale désoxynucléotidyle transférase (TdT) pour incorporer un complexe biotine—
désoxyuridine (pour Terminal Uridine Nick-End labeling — TUNEL) a la portion 3'-OH
terminale d’un brin d’ADN (figure IV.4). Un signal est obtenu par 1’addition de streptavidine
couplée a la fluorescéine (Sergrie et al., 2005). L'analyse TUNEL mesure l'incorporation du

dUTP au niveau des cassures d'ADN simple et double brin (Evenson et al., 2002).

Figure IV.4. Test TUNEL. En couleur bleue : les spermatozoides normaux (TUNEL négatif). En
couleur verte : les spermatozoides avec fragmentation d’ADN (TUNEL positif) (Hazout et al.,
2008).

Les spermatozoides avec une chromatine normale ne présentent qu’une trés faible
fluorescence a l’inverse des spermatozoides avec un ADN fragmenté. La détection de la
fragmentation de I’ADN peut étre obtenue avec seulement un a deux millions de spermatozoides
en cytométrie de flux. L’utilisation de la microscopie a fluorescence peut €tre une alternative a la

cytométrie en flux notamment en cas d’oligozoospermie trés sévére (Sergrie et al., 2005).
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L'analyse microscopique TUNEL a été modifiée par quelques chercheurs pour inclure un
systeme de marquage par des enzymes peroxydases qui produit catalytiqguement un signal intense
a partir des substrats chromogenes (Evenson et al., 2002).

Cette technique de marquage élimine les problemes liés a la fluorescence se fanant dans la
méthode microscopique, donnant de ce fait aux techniciens plus de temps d'analyser un plus
grand nombre de cellules (300 cellules ; Host et al., 19993, b ; 200043, b).

3.1.5. Analyse unicellulaire sur gel d’électrophorése (Single Cell Gel Electrophoresis

Assay — COMET)
Elle a été affinée pour mesurer les dommages d’ADN d’un spermatozoide, en observant la
migration des fragments d’ADN sur microgel d’agarose lors de 1’électrophorése (Sergrie et al.,
2005). Les cellules sont traitées pour détruire les membranes plasmiques et nucléaires et digérer
les protéines (Hazout et al., 2008). Les spermatozoides inclus dans une mince couche de gel
d’agarose sur lame de microscope sont lysés, exposés a un courant électrique, puis colorés avec
un fluorochrome spécifique a I’ADN. Les cassures dans I’ADN libérent les super-enroulements
de la chromatine et permettent la migration de ’ADN vers ’anode ; la coloration révele une
distribution dans le gel rappelant 1’aspect d’une cométe montrée dans la figure IV.5 (d’ou

I’appellation COMET assay) (Sergrie et al., 2005).

Figure IV.5. Test Cométe. A et B : sperme normal ; C et D:
sperme fragmenté (image en « poussiére d’étoile ») (Hazout
et al., 2008).

Un spermatozoide avec un niveau élevé de fragmentation de I’ADN aura une forte intensité
de fluorescence dans la queue de la cométe avec un allongement de cette partie (Sergrie et al.,
2005).
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L'analyse alcaline de COMETE (pH >10) dénature I'ADN spermatique et identifie donc les
cassures simple et double brins d'ADN (Evenson et al., 2002).

3.1.6. Tests de dispersion de la chromatine spermatique SCD
Le test de SCD est basé sur le principe du fait que les spermatozoides avec un ADN fragmenté
échouent a produire le halo caractéristique des boucles d’/ADN dispersées, qui est observé dans
les spermatozoides avec un ADN non fragmenté, aprés dénaturation acide et déplacement des
protéines nucléaires. Les halos correspondent aux boucles d’ADN détendu attachées a la
structure nucléaire résiduelle (Fernandez et al., 2003). Les noyaux déprotéinisés s'appellent « les
nucleoides ». La présence des cassures d'’ADN favorise 1'expansion du halo du nucleoide et c’est
la base du test de halo pour détecter les endommagements d'/ADN (Roti Roti and Wright, 1987 ;
Smith and Sykes, 1992).

Quand les noyaux de spermatozoides contiennent I'ADN fragmenté, la solution dénaturante
transforme les régions contenants des cassures étendues d'/ADN en motifs de ADNsb (Gorzcyca
et al., 1993a,b). Dans les noyaux de spermatozoides sans ADN fragmenté, la solution acide
légere ne produit pas d’ADNsb. Les spermatozoides avec ADNdD reflétent des spermatozoides a
un ADN intacte, et les spermatozoides avec un ADNsb sont indicatifs des spermatozoides a
ADN fragmenté (Fernandez et al., 2003). Les cellules sont marquées avec DAPI (49,6-
diamidino-2-phenylindole) pour la microscopie a fluorescence ou colorées avec le réactif de
Diff-Quik pour la microscopie a fond claire (Fernandez et al., 2003).

3.2. Avantages et inconvénients de chaque technique
Chaque analyse a des avantages et des inconvénients qui affectent sa disponibilité et son utilité
(tableau 1V.1).

Il 'y a des différences claires dans les protocoles évaluant I'intégrité d'ADN. En raison du
manque de normalisation des méthodes, il est difficile de déterminer si les variations des
résultats sont vraies (lié a la biologie) ou dues aux différences dans la méthode (Barratt et al.,
2010).

Actuellement, aucun des protocoles ne semble aborder le probleme de différents types de
stabilisation de chromatine. Des méthodes normalisées qui permettent la comparaison des
résultats de différents laboratoires sont instamment exigées. Pour une interprétation correcte des
données, il est également essentiel de comprendre et contréler les changements de la chromatine
spermatique qui se déroulent aprés 1’¢jaculation et distinguer les dommages véritables d'ADN et

les artefacts dus au manque d'acces de reactif a I'ADN (Barratt et al., 2010).
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Tableau IV.1. Avantages et inconvenients de diverses analyses d'intégrité

d'ADN (Zini et al., 2009)

Technique

Avantages

Inconvénients

Analyse directe

Terminal Uridine
Nick-End labeling
TUNEL

- Peut étre exécuté sur une petite
quantité de spermatozoides.
- Equipement cher non requis.

- Seuil non normalisé.
- Protocoles d'analyse variables.

Single Cell Gel

Electrophoresis Assay

- Sensible.
- Exécutable sur une petite
quantité de spermatozoides.

- Nécessite une main-d'ceuvre.
- Nécessite un logiciel d'imagerie.
- Protocoles d'analyse variables.

COMET - Alcaline : identifie toutes les - Alcaline : peut identifier des.
cassures. fragmentations cliniquement sans
- Neutre : peut identifier les importance.
cassures les plus pertinents - Peut induire des cassures dans
cliniqguement. des sites de marquage alcalin.

- Neutre : moins sensible.

In situ nick - Simple. - Seuils peu clairs.

translation - Moins sensible.

NT

Analyses indirectes

Sperm chromatin
dispersion
SCD

Facile, peut employer la
microscopie photonique.

- Données cliniques limitées.

Sperm Chromatin
Structure Assay —
SCSA

- Nombreuses cellules
examinées rapidement.
- La plupart des données

- Des petites variations dans les
conditions de laboratoire influent
sur les résultats.

publiées. - Les calculs impliquent des
décisions qualitatives.
Test a I'acridine Simple. - Difficulté avec des couleurs

orange manuel
OA

indistinctes, décoloration rapide,
coloration hétérogene.
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Cependant, le test de décondensation de la chromatine spermatique (SCD), du fait de sa
simplicité, sa rapidité et surtout l'unicité de son protocole et sa concordance avec le taux de
fragmentation d'ADN détecté par d'autres techniques comme les test TUNNEL et SCSA
(Chohan et al., 2006) (Figure 1V.6) constitue, a notre avis, le test le plus adéquat pour la

réalisation de notre étude, d'ou notre choix de l'utiliser.
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Figure 1V.6. Comparaison des taux de fragmentation de I'ADN spermatique par la technique SCD et
la technique TUNEL ou SCSA (Chohan et al., 2006).
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V. Injection intracytoplasmique de spermatozoide (ICSI)

Beaucoup de cas d'infertilité peuvent étre traités par des méthodes qui ont été développées pour
aider les couples qui ont souffrent: il s'agit des méthodes de procréation médicalement assistée
(PMA). Ces dernieres peuvent consister en:
- L'insemination artificielle avec le sperme: le sperme de I'homme, recueilli par masturbation,
est introduit par cathéter dans l'utérus de la femme dont les ovaires ont été stimulés pour
provoquer une ovulation.
- La fécondation in vitro (FIV): le sperme et les ovocytes sont en mis en contact a I'extérieur du
corps de la femme pour permettre a la fécondation d'avoir lieu, l'ovule fécondé est ensuite
réintroduit dans I'utérus de la femme.
- L'injection intracytoplasmique de spermatozoide (ICSI): c'est une technique récente de
laboratoire qui s’ajoute a une FIV classique.

Le premier rapport d'une grossesse avec ICSI (Palermo et al., 1992) bient6t a été suivi de
I'application de cette technique de reproduction assistée dans le monde entier en routine
(Nieschlag et al.,2010), et a révolutionné la gestion de l'infertilité masculine (Godwin, 2004).

1. Définition de ’ICSI

La fécondation in vitro avec microinjection ou ICSI n’utilise qu’un seul spermatozoide qui est

introduit dans le cytoplasme ovulaire a 1’aide d’une micropipette (Zoran and Saval, 1999).

2. Indications de ’ICSI

2.1. Indications absolues
L’indication essentielle de I’ICSI (tableau V.1) est la stérilité masculine (Zoran and Saval, 1999).
Du coté féminin, les indications de I’ICSI sont rares, repérées a la suite d’échec de FIV
classique et difficile a authentifier : anomalie de la zone pellucide (pellucide épaisse et de
structure anormale) empéchant la pénétration des spermatozoides, perturbation des capacités
fusiogénes de la membrane plasmique, anomalie de la réaction corticale entrainant une absence
de blocage de la polyspermie (Zoran and Saval, 1999).
2.2. Indications relatives
L’indication principale est I’échec de FIV classique pour stérilit¢ masculine ou stérilité
idiopathique (Zoran and Saval, 1999).
L’ICSI peut étre également préférable lorsque sont associés des facteurs féminins et

masculins : médiocre réponse a la stimulation ovarienne ne permettant le recueil que d’une faible
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cohorte ovocytaire (< 5 ovocytes mars) et altérations spermatiques diminuant les chances de

fécondation (Zoran and Saval, 1999).

Tableau V.1. Indications pour l'injection intracytoplasmique de spermatozoide (Godwin, 2004).

Echec précédent de fécondation
Diminution marquée des paramétres de sperme:
Numeération de sperme < 5 million/ml
Mobilité progressive < 10%
Morphologie normale < 4%
Nombre total de spermatozoides mobiles apres préparation de sperme < 1 million
Groupes de patients spécifiques :
Ejaculation rétrograde
Impuissance nécessitant une électro-éjaculation
Probléme seminal grave d'anticorps anti-spermatozoides
Sperme congelé de mauvaise qualité (par exemple celui des malades atteints de cancer du
testicule)
Le sperme des patients présentant un diagnostic initial de I'azoospermie

Ovocytes maturés in vitro

3. Technique de I’'ICSI

3.1. Le recueil de sperme de patients
Habituellement, le sperme peut étre recueilli pour la procréation assistée par masturbation aprés
une periode d'abstinence de 2-7 jours, comme recommandé par I’OMS (WHO, 1999). Le délai
de I’abstinence doit étre noté, car I’absence de rapport entraine une augmentation du volume de
I’éjaculat et du nombre de spermatozoides €jaculés. Cette relation est linéaire s’il est compris
entre deux et cing jours. Une abstinence longue diminue la mobilité (Zoran and Saval, 1999).
3.1.1. La masturbation
Le pénis répond a la chaleur, & la pression, et au frottement. De toutes les méthodes possibles de
fourniture de sperme, la masturbation est la méthode de recueil la plus pratique et la plus

recommandée. Ejaculer dans un récipient stérile propre, fourni par le laboratoire. Le récipient
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idéal de collection de sperme devrait étre un récipient en plastique non toxique jetable avec un
couvercle a visser (Jeyendran, 2003).

3.1.2. Autre méthodes de recueil de sperme
Dans les patients souffrant de l'impuissance, I'¢jaculation peut également étre induite par
vibration ou par électro-éjaculation. Bien que ces procédures soient efficaces dans 90% des
patients, les spermatozoides viables de quelques patients peuvent étre également recueillis par
l'aspiration de I'épididyme (MESA) ou par une biopsie testiculaire (TESE) (Nieschlag et
al.,2010).

Dans les patients souffrant de I'¢jaculation rétrograde, trois méthodes différentes peuvent
étre employées pour le recueil de sperme dans la procréation assistée.

e D'abord, I'éjaculation antégrade peut étre réalisée par I'administration de médicaments
spécifiques, telles que les substances alpha-adrénergiques.
¢ Une méthode alternative a recueillir le sperme éjaculé frais de la vessie par un cathéter.
e Une troisieme méthode comprend I'extraction des spermatozoides du tissu testiculaire
(TESE) (Nieschlag et al.,2010).
3.2. Préparation de sperme pour I’ICSI
Aujourd'hui les procedures et les techniques de préparation de sperme ont évolué bien au dela du
déplacement du plasma séminal : les spermatozoides non mobiles et les débris cellulaires qui
peuvent interférer le potentiel de fécondation des spermatozoides normaux peuvent également
étre debarrassés. Ces procédures aident a améliorer la qualité et la quantité globale de sperme.

Avant que le vrai traitement de I'échantillon de sperme puisse étre commencg, le sperme doit
étre liquéfié par incubation simple a la température ambiante pendant 30 mn (Jeyendran, 2003).

3.2.1. Lavage du sperme
Le lavage de sperme, utilisant la dilution et puis la centrifugation, est la procédure primaire pour
séparer le sperme du plasma séminal.

Un procédé de lavage du sperme est exigé, parce que le plasma séminal - méme a une basse
concentration (10%) - peut exercer des effets toxiques sur les spermatozoides lui-méme. En
outre, les bactéries peuvent étre présentes dans le sperme (Nieschlag et al., 2010).

3.2.2. Les difféerentes methodes de préparation du sperme

A. Lafiltration
La filtration des spermatozoides sur une colonne préchargée avec la laine de verre (Paulson and
Polakoski, 1977) ou avec les perles en verre (Daya et al., 1987) a trouvé une certaine
acceptation. La suspension contenant les spermatozoides séparés du plasma séminal est chargée

sur une colonne positionnée verticalement, qui est préerempli avec 15 mg de laines de verre ou
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avec 1 g de perles en verre (chacun du diamétre de 75 a 150 micrométres). Avant d'ajouter la
suspension de sperme la colonne est rincée par un milieu de culture pour éliminer les substances
toxiques potentielles et pour équilibrer le contenu de la colonne. La suspension de sperme est
alors ajoutée en dessus de la colonne, qui coule en bas, et une fraction hautement mobile des
spermatozoides peut étre recueillie goutte-a-goutte de la colonne et peut étre employée pour la
procréation assistée. Les spermatozoides immobiles, les leucocytes et les cellules rondes tendent
a adhérer au verre ou a rester coincés dans les mailles, contrairement aux spermatozoides
mobiles, qui traversent aisément la colonne (Nieschlag et al.,2010).

La filtration du sperme a l'avantage de réaliser rapidement un rendement élevé de
spermatozoides progressivement mobiles. A cet égard la filtration du sperme avec des colonnes
chargées avec les laines de verre semble étre aussi efficace que la méthode de migration
ascendante ou swim-up (Van Der Ven et al., 1988 ; Katayama et al.,1989) ou que la
centrifugation de gradient de densité (Van Den Bergh et al., 1997). La perte de spermatozoides
pendant le procédé de filtration semble étre réduite et la durée du traitement est particuliérement
courte (10 minutes) (Nieschlag et al., 2010).

B. La migration ascendante (Le swim-up)
Le swim-up est une méthode décrite a l'origine par Lopata et al. (1976). Dans le sperme issu par
le procédé de swim-up, la capacité naturelle des spermatozoides mobiles de migrer contre la
gravité est employée pour choisir une population mobile de spermatozoides (Jeyendran, 2003).

La signification de swim-up pour la préparation de sperme est ces propriétés requises pour la
pénétration des spermatozoides mobiles dans le surnageant sont les méme pour la pénétration
dans le mucus cervical et pour la fécondation réelle des ovocytes (De Geyter et al., 1988).

Des milieux a faible viscosité sont posés au-dessus du sperme (sans centrifugation initiale),
ou au-dessus d'un granule de sperme (obtenu par centrifugation) : les spermatozoides migrent
alors naturellement vers le haut contre la gravité, laissant tous autres facteurs non dynamiques
dans I'échantillon (Jeyendran, 2003).

Par rapport a d'autres méthodes de préparation de sperme telles que la centrifugation de
gradient de densité et la filtration, le swim-up est caractérisé par une meilleure mobilité et des
nombres relativement plus élevés de spermatozoides normaux (Englert et al., 1992).

La méthode de swim-up est hautement reproductible lorsqu’elle est effectuée par différents
techniciens (Nieschlag et al.,2010).

C. La migration descendante (Le swim-down)
Dans le procédé de swim-down, la capacité naturelle des spermatozoides mobiles de migrer a

I'aide de la gravité est employée pour choisir une population mobile de spermatozoides.
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Ce concept est mis en application en posant le sperme ou le sperme lavé au-dessus des
milieux plus lourds et plus visqueux. Les spermatozoides migrent alors dans et vers la force de la
gravité, « le swim-down, » séparant de ce fait les spermatozoides mobiles de I'échantillon restant
au-dessus (Jeyendran, 2003).

D. La centrifugation en gradient de densité

La méthode de centrifugation en gradient de densité est un procédé utilisant un gradient de
densité continu ou discontinu, en méme temps que la centrifugation. Un tel procédé sépare
sélectivement les spermatozoides selon leur taille, leur mobilité, et leur densité différentielle
(Nieschlag et al., 2010). Pour que la méthode de centrifugation en gradient de densité soit
efficace, le gradient de densité ne devrait pas ou devrait avoir I'effet osmotique minimal une fois
ajouté au milieu. Le gradient devrait également avoir une viscosité trés basse, ayant de ce fait un
effet minimal sur le taux de sédimentation de spermatozoides (Jeyendran, 2003). Le gradient
devrait également avoir une gravité spécifique élevée pour faciliter la sédimentation des
spermatozoides, et soit inerte pour ne pas interférer avec la qualité de spermatozoides. Deux
substances satisfont les exigences indiquées ci-dessus a un gradient de densité réussi : elles sont
la silice colloidale et un dérivé triodinate d'acide benzoique (avec trois chaines latérales
hautement hydrophiles aliphatiques - autrement connu comme iodixanol) (Jeyendran, 2003).

L’¢éjaculat est placé en haut de la colonne, aprés centrifugation, les spermatozoides mobiles
se retrouvent dans la phase la plus concentrée, en bas de la colonne, tandis que les autres
éléments figurés et le plasma séminal restent dans les autres phases. Cette méthode donne des
meilleurs résultats avec les spermes anormaux. Elle élimine mieux les leucocytes, les
spermatozoides morts, les débris cellulaires (Zoran and Saval, 1999).

Comparé a la méthode de swim-up (au moins 60 minutes), la préparation de sperme avec la
centrifugation de gradient de densité (20 minutes) est moins longue (Nieschlag et al., 2010).

3.3. Maturation folliculaire
3.3.1. ICSI en cycle spontané

Bien que théoriquement possible, I’ICSI n’est jamais conduite en cycle spontané, car les aléas de
la technique imposent de pouvoir disposer de plusieurs ovocytes pour avoir des chances
raisonnables de succes (Zoran and Saval, 1999).

3.3.2. ICSI en cycle stimulé
Le pic naturel de LH qui se produit pendant environ 36-40 heures avant l'ovulation, est
indésirable pendant le traitement par ICSI pour trois raisons :
1) il peut se produire prématurément avant qu’un nombre d'ovocytes adéquat n’atteignent le

stade de développement requis ;
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2) le rendement endogéne de LH peut ne pas étre adéquat pour l'induction des changements de
maturation finale de tous les ovocytes en développement ;
3) puisque les ovocytes doivent étre aspirés des ovaires avant que I'ovulation ne se produise, il
est important que ces événements soient programmeés tels que lI'ovulation ne se produit pas avant
que le personnel médical soit prét pour le procéde d'aspiration d'ovocytes (Godwin, 2004).

A. Les agonistes de Gonadotrophine releasing hormone (GnRHa)
Ces meédicaments sont employés pour empécher la glande pituitaire d'interférer la fonction des
ovaires pendant la stimulation ovarienne. Pendant le traitement par 1’ICSI, les ovaires sont
stimulés avec les doses relativement grandes d’hormone de stimulation folliculaire (FSH) et de
I'normone luteinisante (LH) qui sont administrés comme injections quotidiennes. Ceci vise la
production de plusieurs ovocytes (de 5-20). Cette approche a la stimulation ovarienne s'appelle
« la superovulation ». Les GnRHa sont des analogues de gonadotrophine releasing hormone
(GnRH) mais sont plusieurs fois plus puissantes (Godwin, 2004). La gonadotrophine releasing
hormone est une hormone peptidique de 10 acides aminés (Keel et al.,2000). Leur
administration cause une forte production de FSH et de LH pituitaire mais elle est relativement
éphémeére. L'administration prolongée de GnRHa épuise les stocks pituitaires de ces hormones et
leur rendement tombe aux niveaux trés bas. Ceci s'appelle le blocage pituitaire et le manque de
réponse de la glande pituitaire a d'autres doses de GnRHa serait di a la désensibilisation
pituitaire. Ces événements sont habituellement accomplis de 10-14 jours dés le début
d'administration chronique de GnRHa (Godwin, 2004).

Les différentes méthodes établies d'administration de GnRHa sont nommées « les
protocoles ».

L’administration de GnRHa dans le « protocole long» est débutée au milieu de la phase
lutéale (jour 21) du cycle menstruel précédant le cycle de traitement ou a partir de la phase
folliculaire précoce (jour 2) du cycle de traitement lui-méme (Godwin, 2004). Les longs
protocoles sont employés quand la phase d'inhibition est désirée avant la stimulation ovarienne
(Keel et al.,2000). Le GnRHa est administré pendant 10-14 jours avant de commencer l'injection
des gonadotrophines et continuée jusqu'a I'administration du déclencheur de I'ovulation (Godwin,
2004).

Des « protocoles courts » sont typiqguement employes pour tirer profit de I'effet de pic (Keel
et al., 2000). Le protocole court comporte l'utilisation de GnRHa dans les jours 1, 2, ou 3 du
cycle de traitement jusqu'au jour de l'administration du déclencheur de I'ovulation. Des injections

de gonadotrophine sont commencées un ou deux jours aprés avoir commencé l'administration de
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GnRHa. La suppression de l'activité pituitaire sera exigée généralement pendant environ quatre
semaines (28 jours) (Godwin, 2004).
B. Injections de gonadotrophines
Des injections de gonadotrophines sont continuées jusqu'a ce que plusieurs follicules en
développement atteignent le diametre de 18-22 millimétres. Les injections sont habituellement
données pendant un total de 12-16 jours mais I'administration peut étre prolongée a 21 jours pour
de mauvaises répondeuses ou quand il y a une approche trés prudente a la superovulation, par
exemple, dans celles qui ont eu un syndrome précédent d’hyperstimulation ovarienne
(OHSS pour Ovarian Hyper Stimulation Syndrome) ou celles connues pour avoir des ovaires
polykystiques (Godwin, 2004).
3.4. Déclenchements d'ovulation

3.4.1. Injection de I’hormone gonadotrophique chorionique
Puisque le pic naturel de LH est supprime en employant GnRHa, des déclenchements alternatifs
d'ovulation sont exigés. La gonadotrophine chorionique humaine (hCG) est une hormone
glycoprotéique qui partage les homologies de structure principales avec la LH et peut induire la
maturation similaire d'ovocyte dans les follicules en développement. Une injection de
médicament est administrée quand les follicules en développement atteignent la taille adéquate.
Les ovocytes sont aspirés des ovaires environ 34-36 heures aprés l'injection d’hCG.
L'administration de GnRHa est arrétée une fois que le hCG est injectée (Godwin, 2004).

3.4.2. Balayage par I'échographie
Le balayage par I'échographie est la méthode principale de surveiller la réponse de la femme a la
stimulation ovarienne.

Une premiere écographie est effectuée 10-14 jours apres début du traitement de GnRHa. La
prochaine écographie sera programmeée pour avoir lieu aprés six a huit jours d'injections de
gonadotrophine. Plus tard, des écographies sont effectuées quotidiennement, chaque jour ou a
plus longs intervalles selon la réponse observeée de la patiente. Le nombre de follicules en
développement dans chaque ovaire est vérifie et leur taille est mesurée (Godwin, 2004).

3.4.3. Analyses hormonales
La concentration de l'cestrogeéne, de la progestérone, de FSH et de la LH peut étre mesurée par
les prises de sang qui sont effectuées 10-14 jours apres début du traitement par GnRHa. Ceci
permet de s'assurer qu’un controle adéquat a été réalisé par la fonction pituitaire. L’analyse
suivante mesure principalement I’cestrogéne qui est produit par les follicules en développement

dans les ovaires. La concentration de cette hormone dans le sang peut donner une indication a
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quel point les ovaires répondent a la stimulation et si la femme est au-dessus de la réponse aux
injections de gonadotrophine (Godwin, 2004).
3.5. Ponction d'ovocytes

La patiente se présente a l'unité de procréation assistée le matin du procédé. Elle devrait étre a
jeun depuis au moins cing heures. De diverses formes d'anesthésies peuvent étre employées mais
les sédatifs et les narcotiques intraveineux de courte durée sont les plus communs (Godwin,
2004). Une échographie transvaginale est effectuée et les ovocytes sont aspirés a partir des
follicules dans les deux ovaires par une aiguille qui est employée pour percer la face extérieure
vaginale et pour piquer le follicule.

Chaque tube de fluide aspiré est examiné pour identifier I'ovocyte qui est alors enlevé et lavé
dans un milieu de culture propre et mis dans un incubateur (Godwin, 2004).
Eclosion assistée (hatching)
Le hatching consiste a fragiliser la zone pellucide soit chimiquement a I’aide de Tyrode acide,
soit mécaniquement, en 1’éclosion du blastocyste (Zoran and Saval, 1999).

3.6. ICSI

Au ceeur de 1'équipement installé on trouve un microscope a contraste de phase inversé (figure
V.1). L'équipement de Micromanipulation est monté sur le microscope pour l'usage pendant le
procédé d'ICSI (figure V.2) (Godwin, 2004). La micropipette, chargée d’un seul spermatozoide,
est introduite dans le cytoplasme ovulaire, qui est aspiré en partie pour vérifier la pénétration,
puis refoulé a sa place en méme temps que le spermatozoide (figure V.3). La préparation est
remise a I’étuve. Le lendemain matin, au bout de 17 heures environ, un nouvel examen permet
de repérer les deux pronucléus. Le surlendemain, les embryons, au stade de deux a quatre

cellules, sont classés (Zoran and Saval, 1999).
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Figure V.1. Microscope de Nikon Diaphot avec I'équipement de
micromanipulation et les microinjecteurs (Godwin, 2004).

Figure V.2. Vue supérieure proche d'une partie de microscope montrant la plaque métallique
électriguement chauffée sur laquelle la boite contenant les gametes est placée (Godwin, 2004).
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Figure V.3. Injection d’un seul spermatozoide mobile dans le cytoplasme ovocytaire (ICSI).

a: Le spermatozoide est capturé par la micropipette d'injection, qui est alors dirigée vers lI'oocyte
fixé par une pipette de maintient. b: La pénétration de zone pellucide c: La pénétration de
membrane vitelline de ’ovocyte. d: L'aspiration de cytoplasme dans la pipette d'injection avant
que le spermatozoide est transmise dans I'oocyte (Nieschlag et al.,2010).

3.7. Transfert d'embryons

3.7.1. Le nombre d'embryons a transférer
La possibilité envers ¢a grossesse se produisant chez n'importe quelle patiente dépend en partie
du nombre d'embryons transferés. Plus le nombre d'embryons qui sont transférés est grand plus
les possibilités de la procréation sont grandes, au moins jusqu'a un certain point (Godwin, 2004).

Cependant, l'incidence de la grossesse multiple augmente également avec le nombre
d'embryons qui sont transférés (Devreker et al.,1999 ; Matson et al.,1999). Un compromis que
beaucoup de cliniciens adoptent généralement est de transférer trois embryons. Les jeunes
patientes (moins de 20 ans) peuvent étre conseillées, sans les contraindre, de ne placer que deux
embryons. 1l est également recommandé pour des femmes agées de moins de 35 ans de placer
seulement deux embryons la premiére fois qu'elles subissent le traitement par 1’ICSI, si tous
autres aspects de leur traitement sont normaux. Trois embryons peuvent étre transférés chez les
femmes entre 36 et 40 ans tandis que quatre embryons peuvent étre transférés chez les femmes
au-dessus de 40 ans, particulierement si elles ont eu un traitement précédent non réussi (Godwin,
2004).
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3.7.2. La procédure de transfert embryonnaire

La femme n'a pas besoin de jener puisque I'anesthésie générale n'est pas habituellement exigée.
L'embryologiste prend tous les embryons pour étre transférés par une canule mince en plastique
fixée dans une seringue et les remet au clinicien. Le clinicien passe doucement la canule dans la
cavité utérine dans I'os cervical et expulse les embryons, avec une goutte du milieu de culture. La
canule est alors enlevée. La patiente est invitée a revenir a I'hdpital pour une prise du sang pour
un test de grossesse si ses régules ne commencent pas dans les 12 jours aprés le transfert
d'embryons (Godwin, 2004).

3.8. Phase lutéale
Le GnRHa a induit le bloc de sécrétion de LH pendant la phase lutéale conduisant a la
suppression de la pulsatilité de progestérone (Kubic, 1986). La phase lutéale est en général
soutenue par un traitement progestatif pendant 15 jours (Zoran and Saval, 1999). La
supplémentation de progestérone est commenceée a la soirée, apres collection d'ovocyte ou le jour
aprés (Godwin, 2004).

4. Diagnostic et surveillance de la grossesse au debut

La grossesse débutante, dont le premier signe est la persistance de I’aménorrhée, est affirmée par
le dosage d’hCG vers le 15° jour aprés la ponction. Une échographie, faite dés la 4° semaine de
grossesse, permet le controle de 1’évolutivité et le dépistage précoce des grossesses multiples et

ectopique (Zoran and Saval, 1999).

5. Méthodes d’évaluation de la viabilité des pré-embryons

5.1. Evaluation de la morphologie

Chaque blastomére doit posséder un seul noyau, avoir la taille et la forme égales, maintenir la
couleur et la granularité uniformes, et occuper la majeure partie de I'espace dans la zone
pellucide (figure V.4) (Keel et al.,2000) .

Les Pré-embryons dans I'étape de blastocyste doivent avoir une seule cavité, une masse
intérieure visible de cellules, des cellules trophoblastiques réguliéres, et a une expansion
adéquate avec des nombres convenables de cellules (Keel et al.,2000). L'épaisseur de la zone
pellucide, la membrane glycoprotéique qui entoure le pré-embryon, semble prévoir le potentiel

de pré-embryon (Cohen, 1992).
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Figure V.4. Photomicrographes des ovocytes fécondes et des pré-embryons humains. (A et B) :
Fécondation normale (un pronucléus masculin et un pronucléus femelle dans l'ooplasm, les
pointes de fleches). L'ovocyte fécondé A est d'excellente qualité tandis que I'ovocyte fécondé B
peut étre dégradé pour les dispositifs morphologiques tels que la forme irréguliére, cytoplasme
rétréci et ne fait pas remplir la zone pellucide, et granularité cytoplasmique inégale. (C et D) :
pré-embryons de deux-cellule. Pré-embryon C est proche de la morphologie parfaite tandis que
le pré-embryon D peut étre dégradé pour des particularités comprenant les blastomeres inégaux,
la granularité cytoplasmique inégale, et les fragments cytoplasmiques. (E et F) : pré-embryons de
quatre cellules. Le Pré-embryon E est proche de la morphologie parfaite tandis que le pré-
embryon F peut étre dégradé pour des particularités comprenant les blastoméres inégaux, la
granularité cytoplasmique inégale, et les fragments cytoplasmiques. Ovocyte humain
anormalement fécondé de (G). Cet ovocyte montre trois pronucléus (pointes de fleches) qui sont
distinguables des vacuoles cytoplasmiques car le pronucléus possede des nucleoles tandis que les
vacuoles sont vides. (H) : Ovocyte atretique 16 heures de poste-insémination. Cet ovocyte était
postmaturé a la ponction (cellules de cumulus groupées en masse compacte par note a l'arriére-
plan) et détérioré rapidement (Keel et al.,2000).
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On utilise des criteres morphologiques qui classent généralement les pré-embryons par
catégorie dans une de quatre ou cing catégories. Les pré-embryons peuvent étre classifiés en
utilisant des termes tels qu’excellent, bons, passables, ou mauvais ou en employant des nombres
sur une échellede 1a4 ou 1 a5 (Keel et al.,2000).

Un pré-embryon de la catégorie 1, représentant une parfaite morphologie, aurait les
blastoméres égaux de taille sans fragments cytoplasmiques. Un pré-embryon de la catégorie 2
aurait des blastomeres de taille égale et des fragments mineurs. Les pré-embryons avec des
blastomeres distinctement inégaux sont la catégorie 3, et ceux avec une fragmentation modérée a
forte seraient de la catégorie 4. La catégorie 5 des pré-embryons ressemble aux masses amorphes
avec peu de blastomeres de n'importe quelle taille et avec une fragmentation importante ou
compléte (Keel et al.,2000).

5.2. Evaluation des taux de fragmentation
On observe généralement des taux de fragmentation pour les pré-embryons humain normaux
post-fécondés comme suit :
o 2 cellules entre 22 et 44 heures ;
o 4 cellules entre 36 et 50 heures ;
o 8cellules entre 48 et 72 heures ;
e morula entre 72 et 96 heures ;
e blastocyste plus que 120 heures.

Les fragmentations inégales (c.-a-d., 3, 5, ou 7 cellules) peuvent étre observées de temps en
temps pendant la division méiotique ; cependant, la fragmentation inégale et persistante serait
considérée une anomalie.

Les pré-embryons tombent dans quatre catégories basees sur la morphologie :

e categorie 4, blastomeres également symétriques ;

e categorie 3, blastomeres inégaux avec 10% ou moins de fragmentations ;

e catégorie 2, fragmentation de 10 a 50% ;

e catégorie 1, plus que de 50%, de fragmentation, ou ceux ne montrant pas la
fragmentation.

Giorgetti et al. (1995) ont congu une échelle de 4 points dans laquelle les pré-embryons ont
recu 1 point pour chacun des attributs suivants : fragmentation en étape de 4 cellules, absence
des blastomeéres irréguliers, et la fragmentation de moins de 20% de la surface embryonnaire, les
pré-embryons qui ne se sont pas fragmentés n'‘ont recu aucun point et n'ont produit aucune

grossesse.
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L’ICSI a changé pour toujours la gestion de l'infertilité de facteurs masculins. L'enthousiasme en
appliquant ICSI devrait cependant étre tempéré parce qu'il n'y a aucune donnée a long terme sur
le bien-étre de la progéniture et ce sera un long temps avant que ceci devienne disponible,
certainement pas dans notre vie.

Il est donc important que chaque praticien applique ce traitement avec le plus grand degré de
responsabilité et de bonne foi (Godwin, 2004).

Un systeme précis pour I'évaluation de la viabilité pourrait réduire le nombre de preé-
embryons transférés par patient, réduire le potentiel de risque éleveé, la grossesse multiple, et

prévoir une certaine prévision de succeés d'implantation (Keel et al.,2000).
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VI. Patients, matériels et méthodes et analyse statistique

1. Patients, matériels et méthodes
1.1. Patients

Les patients sont des couples candidats pour I’'ICSI dans le centre de médecine de reproduction,
clinique Ibn Rochd a Constantine, Algérie, recrutés pendant la période de Septembre a Décembre
2011. La durée de sterilité chez ces patients est supérieure a une année. Au total, 26 couples ont
été analysés.
1.2. Prélevement du sperme
Le sperme est obtenu par masturbation aprés une période d’abstinence entre 3 et 5 jours. Le
prelevement est fait le jour de la ponction ovocytaire.
1.3. Préparation du sperme par la Centrifugation en gradient de densité
La préparation du sperme pour I’analyse des paramétres standards et I’'ICSI et le test de
fragmentation de I'ADN spermatique (FAS) se fait apres sa liquéfaction a la température
ambiante pendant au moins une heure.
Les solutions utilisées dans la centrifugation sont portées a la température ambiante et la
manipulation se fait dans un tube conique a centrifugation.
> 100ul de tampon PureSperm® sont ajoutés & 900ul de PureSperm® 100 (voir annexe 1)
pour obtenir 1000pl de PureSperm® 90%.
> 550 pl de tampon PureSperm® sont ajoutés a 450l de PureSperm® 100 (voir annexe 1)
pour obtenir 1000pl de PureSperm® 45%.
» A l’aide d’une pipette stérile, Iml de sperme liquéfi¢ est déposé doucement au dessus de
deux couches de gradients (90% et 45%).
> Letube contenant le gradient et le sperme est centrifugé a 300g pendant 25 minutes.
» A l’aide d’une pipette stérile, le surnagent est élimine par un mouvement circulaire. Il reste
le culot et 2-3 mm de PureSperm® & 90%.
> Le culot de sperme est transféré a un nouveau tube conique de centrifugation et on ajoute
200p de solution de lavage (FertiCult Flushing medium™, voir annexe 2).
» Le tube est centrifugé a 500g pendant 10 minutes.
» La solution de lavage est aspireée.

> Le milieu de culture FertiCult™ I\VF medium (voir annexe 3) est ajouté au culot.
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1.4. Analyse des parameétres standards de sperme
1.4.1. La numération de spermatozoides
La numération est faite en utilisant la chambre de Makler (voir annexe 7).

» Une dilution au 1/20éme est réalisée a partir de I’échantillon bien mélangé en diluant 50ul
du sperme liquéfié avec 950 pl du milieu de dilution (milieu de culture).

» Aprés mélange soigneux de ’échantillon dilué, une goutte calibrée de 10 ou 20 pl est
introduite dans la chambre de Makler et recouverte par une lamelle.

» La chambre est ensuite laissée 5 minutes environ dans une enceinte humide pour empécher
I’évaporation. Pendant ce temps, les cellules sont sédimentées.

> Les spermatozoides sont ensuite comptés en utilisant un microscope a contraste de phase
(voir annexe 8), a un grossissement final de x 200 ou x 400. Seuls les spermatozoides
(cellules matures avec un flagelle) sont comptés et non les flagelles ou les tétes isolés.

» Le nombre de spermatozoides est calculé dans 10 carrés, leur nombre représente leur
concentration en millions par ml. Dans le cas d’une oligospermie, le nombre de
spermatozoides doit étre compté dans tous les carrés de la grille. Leur nombre représente
leur concentration en centaines de milliers par ml.

1.4.2. La mobilité
La mobilité est déterminée selon les normes de I’OMS (WHO, 1999) en calculant la valeur en
pourcentage a + b (a: spermatozoides rapides et progressifs; b: spermatozoides lents
progressifs).

1.5. Procédure de I’injection intracytoplasmique de spermatozoide (ICSI)

1.5.1. Phase de blocage et superovulation
Les patientes ont subi le traitement hormonal suivant :

> Les secrétions hormonales des patientes ont été bloguées par un analogue agoniste de
GnRH (Decapeptyl®) selon un protocole court ou long. Si le protocole est long I’injection
de Decapeptyl® se fait soit & raison de 3.75 mg dans le 21eme jour du cycle soit & raison de
0.1mg pendant 14 jours a partir de 21eme jour du cycle. Si le protocole est court I’injection
(0.1mg) se fait a partir du 2°™ jour du cycle.

> La stimulation ovarienne est réalisée par un FSH recombinant (Purgon®) 15 jours aprés

3eme

I’injection de Decapeptyl® dans le protocole long (200 mg) et dans le jour du cycle

dans le protocole court (200 mg).

8eme

» La surveillance de stimulation est réalisée a partir du jour par 1’échographie et par le

dosage d’cestradiol.
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1.5.2. Ponction ovocytaire

» Lorsque le follicule atteint au moins 18 mm de diametre, 1’ovulation est déclenchée par un
hCG recombinant (Ovitrelle®) 6500U1 soit 250 ug.

> La ponction se fait 36 heures aprés I'injection de I’Ovitrelle® (100 pg pour un follicule).

> Les follicules sont lavés dans un milieu de lavage, le Ferticult™ Flushing medium (voir
annexe 2).

» La décoronisation (éclosion) des follicules est réalisée par I’ajout de 150ul d’hyaluronidase
(Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium, voir annexe 4).

1.5.3. La microinjection

» Une microgoutte de 10ul de Polyvinylpyrrolidone : PVP (10 % PVP in FertiCult Flushing
Medium, voir annexe 5) est étendue dans la boite Pétri.

» 1ul de la suspension de sperme préparée est placé au milieu de cette gouttelette de PVP.

> 4 3 8 gouttelettes de 5l de milieu de culture des ovocytes, FertiCult™ IVF medium (voir
annexe 9), sont mises autour de gouttelette de PVVP contenant les spermatozoides (la goute
de PVP est au centre de la boite Pétri entourée par les goutes de FertiCult™ IVF medium.

» Environ 4-5 ml de paraffine liquide ou huile minéral (FertiCult Miniral Oil, voir annexe 6)
sont doucement versés dans la boite pour couvrir ces gouttelettes.

> La boite est alors retournée a l'incubateur a 37°C pendant environ 30 minutes avant de
transférer les ovocytes dans les gouttelettes de culture prétes pour I'lCSI.

» Apres injection (par le biais d’un microscope OLYMPUS), les ovocytes fécondés sont mis
dans I’incubateur (37°C, 5% de CO,) jusqu’au 3°™ jour (J3).

1.6. Evaluation de la fécondation et qualité des embryons

» Les pronoyaux sont vérifiés 18 a 20 heures apres la micro injection.

> La qualité morphologique des embryons est évaluée aussi 24 heures aprés la fécondation.
Le tableau VI.1 montre les critéres utilisés dans la classification des embryons par le
laboratoire de PMA de clinique 1bn Rochd (Ebner et al., 2001).

» Un maximum de trois embryons est transféré 2 a 3 jours aprés I’ICSI. 02 patientes ont été
traitées par la FIV et ’ICSI et les embryons transférés sont celles de la FIV.

» Les embryons surnuméraires y compris les blastocystes sont congelés.
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Tableau VI.1. Classification des embryons suivie par clinique Ibn Rochd (Ebner et al., 2001).

Type des Blastomeéres Embryons avec fragments
embryons cytoplasmiques

a Egaux et réguliers Absence

b Egaux et réguliers < 25%

Cc Inégaux 26-50%

1.7. Phase lutéale et teste de grossesse

> La phase lutéale est soutenue par la progestérone (600 mg/ jour) juste apres la ponction et
jusqu’au jour du test de grossesse (apres 15 jours).

» Le test de grossesse positif de BHCG correspond a un taux de BHCG égal a 10UI/L.

» La grossesse clinique été définie par la présence d'un sac gestationnel intra-uterin 3 a 4
semaines apres le test des BHCG.

1.8. Test de fragmentation de ’ADN spermatique par SCD

Cette méthode est basée sur le test de dispersion de la chromatine spermatique ou SCD : Sperm
Chromatin Dispersion (Fernandez et al., 2003, 2005). Des spermatozoides intacts non fixés
(frais, congelés/ décongelés, dilués ou non) sont immergés dans un microgel d’agarose inerte
(qui permet le travail avec des spermatozoides non fixés) sur une lame prétraitée. Un traitement
initial a ’acide dénature I’ADN de ces spermatozoides & ADN fragmenté. La solution de lyse
supprime ensuite la plupart des protéines nucléaires et, en 1’absence de rupture massive d’ADN,
produit des nucléotides avec de grands halos de boucles d’ADN, émergeant d’un noyau central.
En revanche, les spermatozoides avec un ADN fragmenté ne développent pas un halo de
dispersion ou bien celui-ci est petit. La manipulation suit les étapes suivantes :
1.8.1. Dénaturation et lyse
» La solution de lyse est mise a la température ambiante.
» Le sperme est dilué dans un milieu de culture pour obtenir un maximum de concentration
de 20 M/ml.
» L’agarose est fluidifié en plongeant le tube eppendorf (100ul) pendant environ 5 minutes
dans I’eau a 95-100°C (figure VI.1).
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A B
Figure VI1.1. Fluidification du gel. A : bain marie, B : Tube de gel dans le flotteur.

> Le tube eppendorf est passé a une étuve séche a 37 °C pendant 5 minutes pour équilibrer
la température (figure V1.2).

A B
Figure VI.2. Equilibration de la température. A : Etuve, B : Gel dans I’étuve.

» 50 ul de sperme est ajouté dans le TPE d’agarose et mélangé délicatement a 1’aide d’une

pipette et maintenu dans le 37°C (figure VI1.3).

Figure V1.3. Mélange sperme-gel. A : Prélévement du sperme, B : Mélange du sperme avec le
gel.

(]
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> Une goutte de 8 ul de la suspension cellulaire est déposée sur le puis du coté traité de la

lame, et une lamelle 24x24 est posée par-dessus (figure VI1.4). Tout au long de ce

processus, la lame doit rester horizontale.

A B C
Figure V1.4. Etalement de la suspension cellulaire. A : prélevement de la suspension, B : dépot

sur le puis, C : couverture par lamelle.

> La lame est mise sur une surface froide (4°C) et placée dans le réfrigérateur pendant 5
minutes, temps nécessaire a la gélification de 1’échantillon.
> La lame est ressortie du réfrigérateur et la lamelle est retirée délicatement en la faisant

glisser de maniere verticale (figure VI.5).

Figure V1.5. Glissement de lamelle verticalement.
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> Le puis est bien remplit par la solution 1 dénaturante et incubé pendent 7 minutes (figure

V1.6). La solution est versée en inclinant la lame.

A B
Figure V1.6. La dénaturation. A : solution 1 dénaturante, B : dép6t sur la suspension.

> Le puis est bien remplit par la solution 2 de lyse et incubé pendent 20 minutes (figure

V1.7). La solution est versée de la méme fagon.

A B
Figure VI.7. La lyse. A : Solution 2 de lyse, B : dépdt sur la suspension.

» La lame est rincée en abondance par 1’eau distillée pendant 5 minutes puis I’eau est versée

de la méme facon (figure VI1.8).
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A B C
Figure V1.8. Le rincage. A : eau distillée, B : dépdt sur le puis, C : Versement de I’excés d'eau

» La lame est rincée par 1’éthanol 70% pendent 2 min, puis par 1’é¢thanol 100% pendent 2

minutes (figure V1.9).

A B
Figure VI1.9. Fixation par I’alcool. A : Ethanol 70%, B : Ethanol 100%.

> La lame est mise dans une porte lame et laissée séchée.

1.8.2. Coloration
> La lame est placée horizontalement dans une boite pétrie.
> La solution 3 correspond au colorant 1 est ajoutée dans le puis et incubée pendent 7
minutes, puis est versée de la méme fagon (figure V1.10, A-D).
» La solution 4 correspond au colorant 2 est ajoutée dans le puis et incubée pendent 7

minutes puis est versée de la méme facgon (figure VI.10, E-H).

63

——
| —



VI. Patients, matériels et méthodes et analyse statistique

E F G H
Figure VI1.10. Coloration Diff-Quik. A : colorant 1 ; B : dépdt sur la préparation ; C : Incubation ; D : Versement ;

E : colorant 1 ; F : dép6t sur la préparation; G : Incubation ; H : Versement.

» Lalame est laissée séchée a la température ambiante.
» La visualisation se fait sous un microscope a fond clair (MOTIC B1 Series) avec un

grossissement de 20x a 40x par 1’objectif (figure VI1.11).

Figure VI1.11. Microscope photonique a fond
claire (MOTIC B1 Series).
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» On Compte entre 300 & 500 spermatozoides et on calcule :

Fragmenté + Dégradé
1FA (05) = 128 — gradd) 100
o

2. Analyse statistique

L’analyse statistique a ¢té réalisée par le logiciel de Graphpad Prism 6 (www.graphpad.com).
Les données statistiques sont exprimées sous forme de moyenne + SEM (The standard error of
the mean ou I’erreur standard de la moyenne).

Les résultats de la technique de reproduction sont présentés par la fécondation des ovocytes
matures injectés, la qualité des embryons, la grossesse biochimique (positive ou négative), la
grossesse clinique (positive ou négative), naissance ou avortement.

Une étude descriptive de 1’échantillon de patients étudié¢ est faite et comporte le traitement
des donnés concernant les couples candidats a I’ICSI y compris leur antécédents thérapeutiques
ainsi que les caracteristiques du sperme apres la centrifugation par gradient de densité (CGD), la
qualification des embryons et le devenir de 1’ICSI.

Les patients sont reparties en deux catégories : ceux qui ont un taux de fragmentation
d’ADN spermatique inférieur ou égal a 30% et ceux qui ont un taux supérieur a 30%. Ce taux de
fragmentation est exprimé par I’indice de fragmentation d’ADN spermatique (IFA < 30% ou
IFA> 30%). Ce seuil de 30% est défini par Evenson et al. (1999) et Larson et al. (2000) pour
identifier les patients considérés comme ayant un taux élevé ou diminué de fragmentation
d’ADN spermatique.

Pour la comparaison des différents paramétres quantitatifs entre les deux groupes, le test t de
Student et le test de Mann Whitney sont appliqués. Ces paramétres quantitatifs sont :

e |’age des hommes ;

e 1’age des femmes en cas de présence ou d'absence de grossesse biologique ;
e le volume du sperme ;

e la numération des spermatozoides;

¢ la mobilité des spermatozoides,

¢ la fécondation des ovocytes ;

¢ la qualité des embryons entre les deux groupes et au sein d’'un méme groupe.

Pour la comparaison des différents parametres qualitatifs entre les deux groupes, le test
exact de Fisher est appliqué avec un intervalle de confiance (IC) de 95% en calculant le risque de

cote (RC ou OR pour odds ratio). Les paramétres qualitatifs sont la présence ou I’absence :
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des antécédents de traitements préalables par PMA pour au moins une fois (IAC, FIV et
ICSI) ;

de grossesse biochimique et clinique ;

d’avortement apres grossesse clinique ;

de naissance.

L’age des hommes avec un seuil de 35 et 40 ans, le tabagisme sont également ¢tudiés.

La corrélation entre I’IFA et les différents parametres liés aux couples candidats pour I’ICSI
est étudiée avec un intervalle de confiance de 95% toute en calculant le coefficient r de Pearson.
Ces différents paramétres sont :

e 4age des hommes ;

e volume du sperme ;

e numération des spermatozoides ;
e mobilité des spermatozoides ;

o fécondation des ovocytes ;

e qualité des embryons (a+b).

La corrélation des ages des femmes avec le taux de fécondation des ovocytes, pour
différentes valeurs de FAS est également étudiée.

L’¢tude de la relation entre le métier paternel et I’'TFA n’est put étre effectué puisque le
recours a la PMA en Algérie est gouverné par la capacité financiére des couples. Ainsi certains
fonctionnaires sont privilégiés par rapports au autres, les militaires par exemple se bénéficient
d’un soutient financiére sous forme de conventions.

Pour tous les tests statistiques utilisés, le risque d'erreur alpha a été fixé a 5%, les différences

sont donc considérées comme significatives si la valeur de p est inférieure & 0,05.
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VI1I. Résultats et discussion

1. Caractéristiques géenérales des couples étudiés

Le tableau VII.1 renseigne sur différentes caractéristiques genérales des 26 couples inclus dans

I'étude.

Tableau VII.1. Caractéristiques générales des couples étudiés, du sperme, de la FAS, et des

résultats de I'lCSI.

Parametre

Moyenne + SEM ou

pourcentage
Age Hommes 37,500 + 0,879 ans
Femmes 31,423 + 0,88 ans
Stérilité primaire 88,462 %
Stérilité secondaire 11,538 %
. Durée de la stérilité 6,040 + 0,546 ans
Les sujets — —
Cause féminine de la stérilité 15,385 %
Cause masculine de la stérilité 46,154 %
Cause féminine et masculine de la stérilité | 38,462 %
Tabagisme 28,571 % *?
Traitement antérieur par PMA 40,000 %
Caractéristiques | Volume 2,854 + 0,258 ml
standard du Numération des SPZ 15,46 + 5,018 10° /ml
sperme Mobilité des SPZ 46,14 +£3272% °
IFA dans tout I'échantillon 25,557 £ 2,492 %
IFA < 30% 18,289 + 2,060 %
IFA IFA > 30% 39,257 £ 2,030 %
Patients a IFA < 30% 65,385 %
Patients a IFA > 30% 34,615 %
Ovocytes et Ovocytes matures 85,813 + 3,230
embryons Embryons matures 81,022 + 3,651 %
Embryons de qualité (a+b) 71,190 + 4,592 %
Devenir de Grossesse biologique 50,000 %
I"ICSI Grossesse clinique 100,000 %
Avortement 25,000 %
Naissance 66,667 %

a: seulement 14 patients ont pu étre interrogés a ce sujet.

b: donnés disponibles pour 22 patients. Chez un patient elle n’a pas estimée. Chez les autres, la
numération était trés faible ce qui & empéché de calculer la mobilité.
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L’age moyen des hommes est de 37,500 £ 0,879 ans, et celui des femmes est de 31,423 +
0,88 ans. La majorité de ces couples souffre de stérilité primaire: 88,462% contre seulement
11,538% qui souffrent d'une stérilité secondaire. En effet, bien que la stérilité secondaire soit 5
fois plus fréquente que la stérilité primaire (10,5% de la population mondiale en 2010 versus
1,9%) (Mascarenhas et al., 2012), le recours a une technique de PMA est logiquement plus
fréquent en cas de stérilité primaire, comme ce que nous constatons ici dans notre échantillon.

La durée moyenne de la stérilité est de 6,040 + 0,546 ans. Les étiologies de stérilité varient
d'une cause liée uniqguement a la femme (15,385 %), a une cause liée seulement a I'nomme
(46,154 %) ou bien aux deux conjoints (38,462 %). Les chiffres concernant 1’étiologie de la
stérilité sont trés variés d’une année a I’autre et d’une population a 1’autre. Une étude réalisée
par I’OMS parmi 8 500 couples infertiles a retrouvé une étiologie féminine dans 37 % des cas,
une étiologie masculine dans 8 % des cas et une étiologie a la fois féminine et masculine dans
35 % des cas (WHO, 1992). Les 20 % des couples restants dans cette étude ont débuté une
grossesse ou ont présenté une infertilité inexpliquée.

Dans notre échantillon, 40% de ces couples ont déja eu recours a un traitement par PMA. Le

tabagisme a été retrouve chez 04 hommes parmi les 14 interrogés (soit 28,571%).

2. Indice de fragmentation d’ADN spermatique (IFA)

La figure VIIL.1 illustre certaines observations microscopiques des spermatozoides étudiées par le
test SCD. Ils ont été traités et colorés par le réactif d’Halosperm®.

La moyenne de I'lFA dans tout I'échantillon est de 25,557 + 2,492%. Parmi les 26 hommes,
neuf (soit 34,615%) ont un IFA>30%. Dans ce groupe de patients, la moyenne de I'lFA est de
39,257 + 2,030% alors que chez les patients appartenant au groupe d’IFA< 30% la moyenne est
de 18,289 * 2,060%.
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E

Figure VI1.1. Spermatozoides traités et colorés par I’Halosperm®.

A : Vue globale de plusieurs Spermatozoides (objectif 20 X).

B : Spermatozoide normal sans fragmentation d’ADN (grand halo) (objectif 40 X).

C : Spermatozoide normal avec fragmentation d’ADN (sans halo) (objectif 40 X).

D : Spermatozoide normal (flagelle enroulé) sans fragmentation d’ADN (objectif 40 X).

E : Spermatozoides anormaux (macrocéphalie) avec fragmentation d’ADN (objectif 40 X).
F : Spermatozoide avec ADN dégradé (objectif 40 X).
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3. Etude de I'influence de I'age des hommes sur I'lFA

Nous n'avons pas trouvé de corrélation entre 1’age des hommes et I’IFA (figure VI11.2).
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Figure VI1.2. Corrélation de I’IFA avec ’age des hommes.

De plus, la comparaison entre la moyenne d’age chez les hommes ayant un IFA < 30% et

celle des hommes ayant un IFA > 30% ne montre pas de différence significative.

Nous avons tenté de déceler une éventuelle influence de I'age sur I'IFA en divisant les
hommes en deux autres groupes selon le seuil d'age: 35 ans. La recherche d'une éventuelle
différence d'appartenance a un groupe d'age selon le groupe IFA n'a montré aucun résultat
significatif. Nous avons refait le méme test mais en choisissant un autre seuil de subdivision des

hommes selon I'age qui est le seuil de 40 ans. Malgré cela, nous n‘avons trouvé aucun résultat

significatif.
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Nous remarguons donc que dans notre échantillon, 1’dge des hommes est un facteur non
influencent sur I’'IFA. Ce méme résultat a été trouvé par Sun et al. (1997) en utilisant la
technique de TUNEL.

Cependant, des augmentations de la fragmentation de I’ADN spermatique liées a 1’age ont
été précédemment reportées (Spano et al., 2000 ; Moskovtsev et al., 2006 ; Wyrobek et al.,
2006). Sergey et al. (2009) ont montré dans un groupe d'hommes agés de plus de 50 ans que les
dommages d'ADN spermatique étaient importants (36,8% *17,6%), correspondant a un mauvais
potentiel de fertilité par rapport a un groupe d'hommes agés de 30 ans, ou I’IFA était bas (14,7%
+ 9,9%) et correspondait a un excellent potentiel de fertilité.

Dans notre étude 1’indépendance du facteur age et de I’'I[FA pourrait étre expliquée par la
jeunesse relative des hommes dans notre échantillon (limites dage: [30 — 48 ans]) ou on

remarque I'absence des hommes dans les cinquantaines d'age.

L'augmentation de la fragmentation de I'ADN spermatique avec I'age est un processus qui
est lié a une augmentation des cassures de I'ADN double brin et un system de sélection de
cellules apoptotiques qui est moins efficace (Singh et al.,, 2003). De plus, I'ADN des
spermatozoides éjaculés s'avere plus stable chez les patients les plus jeunes (Lachaud et al.,
2004).
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4. Comparaison du nombre d'antécédents de recours a une
technique de PMA selon I'lFA

On note que les causes d'échec de la technique de PMA étaient soit I'absence totale de
grossesse chez tous ces couples soit la survenue d'un avortement (un cas dans le premier groupe
suite a une ICSI et deux cas dans le deuxiéme groupe, un cas suite a FIV et un autre suite a une
ICSI).

Cependant, il est maintenant bien connu que la fragmentation de I'ADN spermatique est
négativement corrélée a la fertilité masculine (Zini et al., 2001a ; Smit et al., 2006 ; Giwercman
et al., 2010) et aux anomalies du sperme (Moskovtsev et al., 2009). L'absence de différence du
nombre de tentatives de PMA entre nos deux groupes de patients (IFA < 30% et IFA > 30%)
pourrait étre due a la petite taille de notre échantillon ou bien a la variabilité des techniques
utilisées a chaque fois pour chaque couple (FIV, IAC ou ICSI).

On a documenté un certain nombre de cas dans lesquels les couples ont eu des essais
échoués multiples apreés injection intracytoplasmique de spermatozoide (ICSI), méme en utilisant
des ovocytes de donatrices, et il a été constaté que la fragmentation de 'ADN spermatique était

au-dessus de seuil pour la probabilité de moins de 1% d’ une grossesse réussie (Evenson et al.,
2002).
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5. Etude de I'influence du tabagisme des hommes sur I'l FA

La comparaison des deux groupes de patients (IFA < 30% et IFA > 30%) par rapport a la

présence ou l'absence de tabagisme chez les hommes n'a pas montré de différence significative.

Ainsi, et bien qu'il soit bien connu que le tabagisme soit associé a une numération et
mobilité spermatique faibles, une augmentation des formes anormales de spermatozoides et des
dommages de I’ADN spermatique (Spano et al., 1998; Potts et al., 1999), nous n'avons pas
trouve de différence d'antécédent de tabagisme entre nos deux groupes de patients. Nos résultats
pourraient étre expliqués par la petite taille de I'échantillon, d'autant plus que la comparaison n'a
inclus que 14 patients qui sont ceux qui ont pu étre interrogés a ce sujet, parmi les 26 candidats.
Nous pouvons noter, tout de méme, que les 4 patients fumeurs souffrent d'asthénotératospermie,

d’oligoasthénospermie, d’oligospermie ou d’asthénospermie.

L’¢jaculat des hommes fumeurs subit un stress oxydant comme il est indiqué par le fait que
leur sperme est caractérisé par des niveaux plus élevés de dommages oxydatifs de I'ADN, de
fragmentation élevee de la chromatine et de basses concentrations des vitamines antioxydantes
(Fraga et al., 1996). Il a été postulé que le tabagisme augmente la production des ROS
leucocytaires avec, par conséquent, des effets nocifs sur les spermatozoides matures (Potts et al.,
1999).
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Cependant, dautres études ont montré qu’il n’y a pas une relation entre I’IFA et le
tabagisme, comme nous venons de le trouver dans notre étude, telle que 1’étude de Loft et al.
(2003) qui ont étudi¢ le niveau des dommages oxydatifs de I'ADN, ou I’étude réalisée par
Sergerie et al. (2000) qui ont étudié le taux de fragmentation de I'ADN spermatique par test
TUNEL.

Le fait que certains auteurs n'aient pas trouvé un lien entre le tabagisme et I’'IFA reviendrait
peut étre a la faible quantité de cigarettes fumées par jours, a la présence d’autres facteurs
induisant les ROS comme les polluants ou bien a la résistance au stress oxydant chez certains
patients (différences de background génétique, de régime alimentaire, y compris la
consommation de vitamine C) ou bien a la numération des spermatozoides (Loft et al., 2003).
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6. Etude de la relation entre I'l FA et différents parameétres standard

du sperme

6.1. IFA et Volume du sperme
Nous n'avons pas trouvé de corrélation entre les valeurs des volumes du sperme et I’'I[FA dans
1’échantillon étudié.

D'un autre c6té, la comparaison des moyennes du volume du sperme entre les deux groupes
(IFA < 30% et IFA > 30%) ne montre pas de différence significative.
6.2. IFA et Numération et mobilité des spermatozoides

Nous avons trouvé une claire corrélation négative entre la numération des spermatozoides
dans I'¢jaculat et I'IFA.

De méme, la différence entre les moyennes de numération des spermatozoides est

significative entre le groupe de d’IFA <30% et le groupe d’IFA > 30% (figure V11.3).
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Figure VI11.3. Comparaison des moyennes de la numération des spermatozoides selon I’IFA.
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Nous avons trouve une corrélation négative entre la mobilité des spermatozoides et 'IFA.
Cependant la comparaison de la moyenne de mobilité des spermatozoides entre les deux

groupes d’IFA n'a pas montré de différence significative.

Comme nous pouvons le remarquer, les moyennes des numerations et des mobilités des
spermatozoides chez nos patients sont au dessous des valeurs normales, selon 1’OMS. Ceci
s'explique par le fait que la majorité de ces patients (46,154 %) souffrent de stérilité masculine

dont le traitement de choix est bien évidemment 1’ICSI.

Notre étude a montré qu’il y a une corrélation négative significative entre d'une part les
parametres standards (numération et mobilité) et d'autre part ’'IFA. Cependant, le volume du
sperme n’est pas corrélé a I'IFA. Pour ce qui est de la morphologie des spermatozoides, elle n'a
pas été testée, I’existence des cas d’asthénospermie est connue a partir des résultats d’analyses

préalables.
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En effet, ’existence de corrélation entre les paramétres standards (numération et mobilité) et
le taux de fragmentation d’ADN spermatique, que nous venons de démontré, est une
confirmation des résultats des études préalables (Sun et al., 1997 ; Lopes et al., 1998b ; Sakkas et
al., 1999 ; Irvine et al., 2000 ; Apedaile et al., 2004 ; Smit et al., 2007).

Zini et al. (2001b) ont identifié une corrélation négative entre le pourcentage des
spermatozoides avec un ADN dénature et la mobilité (r = -0.51 ; p <0,0001) ou la numération (r
=-0,39; p <0,05). La corrélation négative été établie aussi entre ’HDS (high DNA stainability),
qui représente une autre population distincte dans le sperme qui caractérise les spermatozoides
non matures avec la condensation incomplétes de la chromatine, et la concentration et le
pourcentage des spermatozoides avec une mobilité progressive (Bungum et al., 2004).

Une étude réalisée par Evenson et al. (1999) a montré une corrélation entre le taux des
cellules avec un ADN dénaturé mesuré par SCSA et la mobilité progressive (r = -0.23; p<
0,05).

Zhang et al. (2010) ont utilisé les tests SCD et TUNEL pour montrer une faible relation
linaire entre la numération et 'IFA (r = -0,272 dans la SCD, r = -0.294 dans le TUNEL),
cependant, le rapport linéaire entre la mobilité progressive et la fragmentation d'ADN
spermatique était modére (r = -0,477 dans la SCD, r = -0,526 dans le TUNEL).
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Cependant, certains auteurs n'ont montré aucun rapport entre les dommages d’/ADN et les
parametres spermatiques (Evenson et al., 2002 ; Larson-Cook et al., 2003 ; Cohen-Bacrie et al.,
2009).

Les hommes avec une faible mobilité et une morphologie anormale de spermatozoides ont
eu un OR sensiblement plus haut pour montrer les niveaux élevés d’IFA comparés aux hommes
avec une mobilité et une morphologie normale dans une étude faite par Erenpreiss et al. (2008).

Dans notre étude la différence non significative de la mobilité entre le groupe d’IFA < 30%
et le groupe d’IFA> 30% peut étre expliquée par ’amélioration de ce paramétre par la sélection

des spermatozoides avec la technique de CGD.

Erenpreiss et al. (2008) ont fait une étude qui a ciblé la recherche de la prédominance des
niveaux élevés des dommages d'’ADN spermatique parmi 350 hommes appartenant aux couples
stériles avec des parameétres spermatiques standard normaux et anormaux. 16% des hommes avec
des paramétres anormaux, et 5% des hommes avec des paramétres normaux, ont montré un IFA
> 30%, ’auteur en a supposé que I'évaluation des dommages d'ADN spermatique est importante
pour choisir la méthode de PMA la plus appropriée. Cependant les données de haute qualité de
I’ADN spermatique mesurée par le test de SCSA ne sont pas directement prédictives du bon
potentiel de fertilité, puisque la fertilité normale exige beaucoup d'autres traits positifs tels que la
mobilité, la morphologie et I’intégrité d'acrosome (Evenson et al., 1999). Saleh et al. (2002) ont
trouvé qu'un IFA > 24% est trouvé chez les patients stériles avec une normozoospermie. Les
dommages accrus d’/ADN peuvent étre, au moins en partie, responsables de la faible fertilité chez
les hommes qui ont par ailleurs des parametres spermatiques standard normaux a partir des
analyses répétées et, en conséquence, sont diagnostiqués comme ayant une stérilité non
expliquée ou idiopathique (Saleh et al., 2002). Le seuil de 30%, utilisé dans notre étude n’a pas
montré une telle situation, c-a-d présence de parameétres standard normaux et une fragmentation

d’ADN spermatique ¢levée.
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La corrélation entre la fragmentation d’ADN spermatique et les parametres standard peut
étre expliquée par la complexité des phénomeénes physiologiques et moléculaires au cours de la
spermatogenése. Sachant que les dommages d’ADN peuvent se produire au niveau testiculaire ou
post-testiculaire, il est compréhensible que les études utilisant différentes méthodes d'évaluation
d'’ADN aient trouvé de divers niveaux de corrélation avec les paramétres spermatiques standards
(Saleh et al., 2002). Si nous supposons que les dommages d’ADN dans un patient particulier
résultent seulement du manque de réparation des cassures d'’ADN produites pendant la
spermatogenése, on pourrait logiqguement attendre qu'il se corréle également bien avec d'autres
indices d'échec spermatogénique, comme l'oligozoospermie et la tératozoospermie (Erenpreiss et
al., 2006). Autrement dit, si les dommages d’ADN se font dans les testicules, foyer de
spermatogenese, les différents aspects de formation des spermatozoides seront affectés par la
fragmentation d’ADN, ayant comme conséquence par exemple I’altération de la morphologie au
cours de la spermiogenése. On peut supposer aussi comme hypothése que le taux élevé de
fragmentation d’ADN conduit a 1’¢limination des spermatozoides altérés par 1’apoptose avec un
¢chappement de certains nombres, ce qui explique la corrélation négative entre I'IFA et la
numération. Oosterhuis et al. (2000) ont trouvé une corrélation négative entre le pourcentage des
spermatozoides possédant un marqueur apoptotique (l'annexin V) et la concentration et la
mobilité de spermatozoides. Il faut noter que le stresse oxydant (ROS) endommage les
membranes des cellules et empéche la mobilité de spermatozoides, et cette méme activité des
ROS causent probablement la fragmentation d’ADN spermatique (Erenpreiss et al., 2006 ;
Wyrobek et al., 2006).
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D’autre part, les spermatozoides marqués pour la dégradation apoptotique peuvent avoir leur
activité mitochondriale aussi bien que la mobilité et la morphologie normales (Evenson et al.,
2002). Les spermatozoides a marqueur apoptotique (TUNEL-positifs ou coloration d’annexin V)
ont été trouvés dans des fractions de sperme avec une mobilité faible et élevée (Barroso et al.,
2000), et peuvent étre trouvés dans les spermatozoides avec une morphologie normale (Host et
al., 2000a,b). Par conséquent, les spermatozoides apoptotiques peuvent avoir une morphologie et
une mobilité normales, laissant le potentiel reproducteur défini par le taux dactivité des

endonucléases et de la dégradation résultante d'’ADN (Evenson et al., 2002).

Enfin, I’absence de corrélation entre le volume du sperme et I’'I[FA peut étre expliquée par le
fait que le sperme est composé principalement par le liquide séminal issu de sécrétion des
glandes annexes, en quelque sorte le volume séminale est indépendant de IFA touchant les

spermatozoides.
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7. Etude de la valeur prédictive de I'l FA

7.1. IFA et Fécondation des ovocytes

Nous n'avons pas trouvé de corrélation entre I’IFA est la formation des embryons matures par

la microinjection des spermatozoides.

De plus, la comparaison entre les moyennes de fécondation des ovocytes ne montre pas de

différence significative, pour les deux groupes IFA < 30% et IFA > 30% respectivement.

L’absence de lien entre la fécondation (fertilisation) des ovocytes au terme de formation des
deux pronoyaux et I’'IFA est confirmée par des études antérieures (Qiu et al., 1995 ; Sakkas et
al., 1996, 1998; Aitken et al., 1998 ; Lopes et al., 1998 b; Twigg et al., 1998b; Host et al.,
2000a,b ; Evenson et al., 2002 ; Morris et al., 2002a; Bungum et al., 2004; Gandini et al., 2004,
2007 ; Guérin et al., 2005; Zini et al., 2005; Nicopoullos et al., 2008) .
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A D’échelle expérimental, méme si des dommages oxydatifs extrémement ¢levés de I'ADN
sont induits dans les populations de spermatozoides humains par co-incubation avec des
leucocytes activés, exposition au peroxyde d'’hydrogéne ou stimulation excessive du systeme de
génération des radicaux libres par les spermatozoides eux-mémes avec le NADPH, une
fécondation réussie peut encore étre réalisée avec ICSI (Twigg et al., 1998b,c). Bien que
l'exposition aux conditions d’oxydation puisse induire des cassures de I'ADN, la création de
liaisons entre I’ADN et les protéines, et des modifications de bases, le niveau des fragmentation

de I'ADN défini par Nick translation (NT) n'est pas lié a la fécondation (Evenson et al., 2002).

Une étude réalisée par Sadeghi et al. (2011) a ciblé la comparaison des taux de
fragmentation de I'ADN spermatique mesurés par Chromomycin A3 (CMA3), le Bleu d’Aniline
(BA) et le Bleu de Toluidine (BT). L’effet de cette fragmentation sur les résultats d’ICSI (par
sperme éjaculé et ou prélevé de I'épididyme) ne révélait aucune corrélation significative entre la
condensation de la chromatine (résultats de CMA3 et AB) et la fragmentation d'’ADN (BT) avec
le taux de fertilisation. Les résultats de 1’étude réalisée par Larson-Cook et al. (2003) indiquent
que le taux de fécondation (72,5% + 0,2%) n'est pas li¢ a I’TFA, a I'TFA modéré ou élevé, ou bien
a ’HDS.

Ce manque de lien entre la fécondation des ovocytes injectés et le taux de FAS peut étre
expliqué par plusieurs facteurs. Le choix de spermatozoides qui Seront injectés se fait
généralement selon leur morphologie et leur mobilité, et comme nous I'avons déja mentionné,
plusieurs études ont montré qu’il existe une corrélation entre la morphologie et la mobilité d'une
part et la FAS d'autre part, cela veut dire que les spermatozoides injectés porteraient peut étre
moins d’endommagements au niveau de leur ADN. Cela est conforme avec 1’hypothése proposée
par Avendafio et al. (2010). Sakkas et al. (1998) propose aussi dans son étude que les
spermatozoides choisis pour I'lCSI feraient partie de ceux qui ne possédent pas d'anomalies dans
le noyau spermatique.

L’absence de corrélation entre I’ADN fragmenté¢ et la fécondation peut s’expliquer aussi par
I’effet plus tardif de 1’expression du génome paternel (Hazout et al., 2008). 1l est bien connu que
I'expression génique principale dans les embryons humains de pré-implantation commence deux
cycles cellulaires plus tard, entre le stade de 4 cellules et le stade de 8 cellules (Tesarik et al.,
1986,1988; Braude et al., 1988), autrement dit I’effet paternel n’intervient qu’au moment de

I’activation du génome embryonnaire au troisieme jour environ apres la fécondation (Hazout et

al., 2008).

83

——
| —



VI1I. Résultats et discussion

D’autres parts, en plus des altérations de I’ADN, les radicaux libres altérent aussi la
membrane plasmique des spermatozoides, ces derniers ne peuvent pas participer au processus
normal de fécondation (Aitken et al., 2001), mais I’internalisation de spermatozoide dans
I’ovocyte dans la procédure d’ICSI dépasse ce probléme et la fécondation peut avoir lieu

normalement.

Cependant, ne il faut pas oublier de citer aussi certaines ¢tudes qui soulévent 1’impact
négative de la FAS sur la formation des deux pronoyaux aprés microinjection (Host et al.,
2000b; Tesarik et al., 2002 ; Seli et al., 2005; Muriel et al., 2006; Avendafio et al., 2010 ). Lopes
et al. (1998b) ont prouvé que les hommes avec une population contenant plus de 25% de
spermatozoides ayant des dommages d'ADN ont une chance inférieure a 20% d’avoir une
fécondation réussie aprés ICSI. Ceci pourrait s'expliquer par un mauvais empaquetage de I'ADN
et/sa fragmentation qui contribuerait a I'échec de décondensation de la chromatine des
spermatozoides apres ICSI et qui conduirait ainsi a I'échec dans la fertilisation, comme il a été
proposé par Sakkas et al. (1996, 1998).
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7.2. IFA et Qualité des embryons

Notre étude montre une absence de corrélation entre la qualité (a+b) des embryons
(embryons qui seront transférés) et la fragmentation de I’ADN spermatique.

Cependant, la comparaison des deux catégories de patients (IFA < 30% et IFA > 30%)
montre qu’il existe une différence significative entre eux par rapport a la moyenne des embryons
de qualité a+b.

La comparaison entre la moyenne des embryons de la qualité (a+b) et celle des embryons de
qualité ¢ au sein de chaque groupe de patients a montré une différence significative entre ces

deux moyennes, que ce soit dans le groupe IFA < 30% ou bien dans le groupe IFA > 30%.

Le résultat qui attire le plus d'attention est le fait que les embryons de bonne qualité (qualité

a et qualité b) soient beaucoup plus fréquents chez les patients avec un IFA >30%.

Une multitude d'études préalables ont marqués 1’absence de liaison entre I’'IFA mesuré par
différentes méthodes et la qualité des embryons issus d’ICSI selon différentes classifications
(Lopes et al., 1998b; Shoukir et al., 1998 ; Benchaib et al., 2003; Larson-Cook et al., 2003;
Tesarik et al., 2004; Huang et al., 2005; Bungum et al., 2007; Sadeghi et al., 2011). De plus,
selon Evenson et al. (2002) I'amélioration de la structure de la chromatine spermatique dans les
procédures de PMA n'a pas été associée aux améliorations des taux de fécondation et de qualité

des embryons.
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L’absence de corrélation entre I’'IFA et la qualité des embryons peut €tre partiellement
expliquée par le fait que les spermatozoides de la meilleure qualité ont été choisis dans le
procédé d'ICSI (Sadeghi et al., 2011). Dans la procédure de microinjection le choix des

spermatozoides se fait principalement selon leur morphologie.

Par contre plusieurs autres études ont révélé I’existence d’une association entre le niveau de
fragmentation de I’ADN spermatique et la qualité de la fragmentation embryonnaire aprés I’ICSI
(Aboulghar et al., 1997 ; Brinkworth et al., 2000 ; Virant-Klun et al., 2002; Perreault et al.,
2003 ; Saleh et al., 2003 ; Borini et al., 2006 ; Muriel et al., 2006; Babazadeh et al., 2010).
Avendafio et al. (2010) ont montré que la fragmentation de I'ADN des spermatozoides
morphologiquement normaux affecte négativement la qualité des embryons dans les cycles
d'ICSI. Notre étude montre en effet que 1I’ICSI favorise toujours 1’obtention des embryons de
bonne qualité (qualité a et qualité b) par rapport a la qualité ¢ dont les embryons ne sont pas
transféres. Cependant, c'est le fait que cette différence soit plus notable dans la catégorie des
patients ayant un IFA> 30% qui semble en désaccord avec les résultats de Avendafio et al.
(2010).
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Plusieurs explications de ce résultat pourraient étre données. Premierement, il se pourrait
qu'il soit du au fait que la capacité de I'ADN spermatique a faire face a I'ampleur de ses

dommages dépend de la qualité de I'ovocyte et de I'age de la femme (Babazadeh et al., 2010).

Deuxiemement, ’ADN spermatique fragmenté est considéré comme promutagénique
(Aitken et al., 2001). Il n'altere pas la fécondation ou le clivage embryonnaire parce que le
génome paternel est transcriptionellement inactif jusqu'au deuxiéme jour aprés la fécondation
(Agarwal et al., 2004), bien qu’une intervention du génome spermatique dés le premier cycle de

division ait été envisagée (Tesarik et al., 2002).

Troisiemement, il faut signaler aussi que les ovocytes pourraient également contenir de

I’ADN fragmenté ou endommagée, comme ce qui a été suggéré par des études chez les souris
(Tesarik et al., 1986) et chez I'numain (Lim et al., 1997 ; Ahmadi et al., 1999 ; Larson-Cook et
al., 2003).
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7.3. IFA et Grossesse biochimique (GB)

Au point de vu du dosage de BhCG, la différence n'est pas significative entre les patientes
appartenant au groupe d’IFA <30% et ceux qui appartiennent au groupe d’IFA >30%.
7.4. IFA et Grossesse clinique (GC)

Les résultats de 1’échographie sont identiques aux résultats de grossesse biochimique.
7.5. IFA et Naissance et avortement

L’avortement est apparu au deuxiéme mois de la grossesse. La comparaison entre les deux

catégories conclue que la différence n’est pas significative.

La comparaison entre les taux d’accouchement c-a-d grossesse arrivée a terme de 9 mois, ne
révele aucune différence significative entre les deux catégories des patients. On note que tous les
nouveaux nés sont en bonne santé sauf un cas de mortalité natale avec des malformations

congénitales issu d’un couple qui appartient a la catégorie d’IFA < 30% avec un IFA= 03,6%.

Notre ¢tude a eu comme résultat 1’absence de différence significative entre les deux
catégories de patients du point de vue grossesse biochimique ou Clinique (I’implantation) et la
naissance. Des résultats similaires ont été trouvés par d’autres études (Van Steirteghem et al.,
1993; Payne et al., 1994; Tournaye et al., 1994; Nagy et al., 1995; Silber et al., 1995 ; Bungum
et al., 2004, 2006; Gandini et al., 2004; Check et al., 2005; Huang et al., 2005; Collins et al.,
2008; Lin et al., 2008 ; Zini and Sigman, 2009; Babazadeh et al., 2010). Hammadeh et al.
(1996) ont démontré que ni la condensation de la chromatine (révélée par coloration au bleu
d'aniline) ni la morphologie des spermatozoides pourraient évaluer le potentiel de fertilisation, le

clivage embryonnaire ou le taux de grossesse dans I'ICSI.
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La mesure du taux de FAS apres la centrifugation par gradient de densité par SCSA a révelé
I’absence de différence significative d'IFA entre ceux qui ont eu une grossesse clinique et ceux
qui n'en ont pas eu (Bungum et al., 2008). De plus, d'apres une revue systématique et méta-
analyse des études d'ICSI réalisée par Zini et al. (2009), les dommages de I'ADN spermatique ne

sont pas associés aux taux de grossesse d'ICSI.

Il n'est pas, en fait, étonnant que le procédé d'ICSI, qui dépasse des interactions normales
ceuf-spermatozoide, et qui a été initialement développé pour les hommes avec des parametres
spermatiques tres gravement altérés (Palermo et al., 1992), permet méme aux spermatozoides de
qualité trés mauvaise d’initier une grossesse réussie (Erenpreiss et al., 2006). L’absence d’un
impacte de I’IFA sur la grossesse peut étre due a la sélection des embryons de bonne qualité qui
ont pu continuer leur développent normale. Les effets nuisibles de la fragmentation de I'ADN
spermatique ont été exclus pendant le choix d'embryons (Huang et al., 2005). Une autre
possibilité explique ce manque de lien est que peut étre le seuil de 30% est un peu surestime
puisque il prend aussi en considération les spermatozoides anormaux, ecartés dans la procédure
d’ICSL
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Au-dessus de 45 % d'IFA, Guerin et al. (2005) n’ont jamais eu de grossesses évolutives
quelle que soit la technique de PMA proposée incluant I’ICSI. Un groupe d’auteurs ont montré
I’association entre I’'IFA et I’échec de conception aprés ICSI (Host et al., 2000b ; Larson et al.,
2000, Larson-Cook et al., 2003 ; Evenson et al., 1999, Lopes et al., 1998b). De plus, Les
spermatozoides avec un ADN défectueux peuvent féconder un ovocyte, produisent des embryons
de stade précoce de haute qualité, et puis, en vue du degré des dommages d’ADN, échouent a
produire une grossesse (Ahmadi and Ng, 1999b). Larson et al. (2000) ont trouvé que les patients
traités par I'ICSI n'ont pas de grossesse si plus de 27% des spermatozoides montraient la
susceptibilité a la dénaturation de I'ADN déterminée par SCSA.

Quoique les études qui ciblent la détermination de la relation entre les taux de FAS et
I’avortement soient peu nombreuses, nos résultats sont compatibles avec des études préalables
comme celle de Bungum et al. (2007) lorsque la perte de grossesse précoce a été définie comme
un avortement avant la douziéme semaine gestationnelle avec un seuil de 30% de FAS.
Cependant, on ne pourrait pas exclure le fait que des niveaux d’IFA > 60% soient associés a un
plus gros risque de perte de grossesse précoce, une issue qui devrait étre abordée dans des études
complémentaires (Bungum et al., 2007).

Selon d’autres études 1’association entre le taux de FAS et ’avortement était mise en
évidence (Ahmadi and Ng, 1999a,b; Virro et al., 2004 ; Borini et al., 2006 ; Zini et al., 2008).
Un test de SCSA a été réalisé sur 106 couples qui ont échoué a avoir une grossesse réussie en au
moins de deux tentatives précédentes de FIV, les auteurs ont constaté que I'IFA > 30 % a été
associe a faible taux de grossesse maintenue, particulierement lié a un taux élevé de fausses
couches apres ICSI (Check et al., 2005).

En fin, il faut savoir que ces controverses concernant la valeur prédictive de la FAS
pourraient étre expliquées par la capacité de réparation de I'ADN spermatique par I'ovocyte qui
fait que méme lorsque en utilise un test avec une valeur prédictive élevée, tel que le test TUNEL
par cytometrie de flux, il donne une basse spécificité (Sakkas et al., 2010). Ainsi, dans les
couples chez qui le niveau de la fragmentation d'ADN spermatique est relativement élevé, la
probabilité que des embryons normaux ou une grossesse viable soient produit va dépendre, au
moins en partie, du nombre d'ovocytes de la métaphase 11* obtenus et de leur capacité de réparer

des dommages d'ADN dans le spermatozoide fécondant (Sakkas et al., 2010).

* Les ovocytes restent bloqués en stade de métaphase 11, ils reprennent leur division aprés la fécondation.
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8. Etude de I'effet de I'age des femmes

8.1. Age des femmes et fécondation

Il n'existe pas de corrélation entre 1’age des femmes et le taux de fertilisation des embryons dans
les deux groupes classés selon I’IFA.

8.2. Age des femmes et grossesse

La comparaison entre la moyenne d’age des femmes selon que la GB soit positive ou négative
n’indique pas une différence significative pour la catégorie d’IFA < 30%, tout comme la
catégorie d’IFA > 30%.

L’absence de lien entre 1’age de la femme et la fécondation des ovocytes ou la grossesse

revient peut étre a 1’dge moyen jeune des patientes, leur amplitude est de [23 — 37] ans chez les

couples d'IFA < 30% et [24 — 40] ans chez les couples d'IFA > 30%.

Pendant longtemps ’age de la femme été considéré comme le seul facteur de valeur
pronostique significative pour les résultats de la PMA (Hull et al., 1996). Dans 1’¢tude réalisé¢e
par Avendarfio et al. (2010) il n'y avait aucune différence statistiquement significative dans I'age
de femmes en comparant le groupe des femmes enceintes au groupe des femmes qui ne le sont
pas, mais ’analyse de régression multiple, indique que I’'IFA normal, 1'age de la femme, et le
nombre d'ovocytes fécondés étaient les causes déterminantes principales de la qualité de
I'embryon.

L’ovocyte et ’embryon précoce ont la capacité de réparer les endommagements dans I’ADN
de spermatozoide fécondant (Brandriff and Pedersen, 1981; Matsuda and Tobari, 1988;
Genesca et al., 1992; Ahmadi and Ng, 1999b; Marchetti et al., 2007; Derijck et al., 2008).
Cependant, les ovocytes dont les mécanismes de réparation d’ADN ne sont pas fonctionnels ou
qui sont endommages par des facteurs endogenes (par exemple, les radicaux libres) ou exogenes
(par exemple, le rayonnement, les toxiques environnementaux) ne pourraient pas réparer ces
dommages (Sakkas et al., 2010).
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Le mécanisme de réparation ovocytaire n’est pas €lucidé complétement, mais on sait par
exemple, que I’cestradiol augmente les capacités réparatrices des polymérases qui interviennent
apres la réparation (Murdoch and Van Kirk, 2002). Il existe aussi des systémes d’excision dans
I’ovocyte (Menezo et al., 2006). La GH (hormone de croissance) est probablement un effecteur
dans les phénomeénes de réparation de I’ADN (Menezo et al., 2006) et on sait que son récepteur

est présent dans 1’ovocyte et au cours du développement embryonnaire (Menezo et al., 2003).

En fait, la réparation commence déja dans la phase pré-S zygotique (Derijck et al., 2008). La
réparation ensuite & lieu, dans la phase S° zygotique par un certain nombre de protéines de
réparation parmi lesquelles la RAD51 (Derijck et al., 2008). Cette chronologie de réparation
explique en partiec I’indépendance de I'I[FA de la formation des pronoayaux et la qualité

embryonnaire observée dans notre étude et d’autres études.

Cependant, le pouvoir des ovocytes injectés par des spermatozoides contenant un ADN
fragmenté de réparer ces endommagements est lié a la qualité ou le type de cette fragmentation.
Des études ont montré que la fragmentation d’ADN simple brin est plus facile a réparé que la
fragmentation double brin (Phillips and Baltz, 1996 ; Ahmadi and Ng, 1999b; Phillips et al.,
2000), bien qu'il existe des preuves que les polymérases puissent également réparer les

dommages bi-caténaires de I'ADN (Garcia-Diaz et al., 2000).

> La phase S est la phase de réplication d’ADN pendant la division cellulaire.
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D’autre part la réparation dépend aussi du taux de FAS présente dans le spermatozoide
injecté, ce qui est inconnu. Si des spermatozoides sont choisis & partir des échantillons avec de
I'ADN intensivement endommagée et employés pour la fertilisation in vitro, les capacités de
réparation de I'ovocyte peuvent étre insatisfaisantes, menant a un faible taux du développement
embryonnaire et un taux élevé de perte précoce de grossesse (Ahmadi and Ng, 1999b, Meseguer
et al., 2011). Par exemple, les chercheurs ont conclu que I'ovocyte a la capacité de réparer des
dommages d'ADN spermatique quand il est endommagé de moins de 8% (Sakkas et al., 2010).
Méme pour la fragmentation d’ADN simple brin, si un spermatozoide fécondant possede des
coupures d'’ADN de ce genre de taille significative, ceux-ci peuvent poser une difficulté pour que
I'ovocyte les répare et peuvent mener a I'échec dans le procédé de fécondation ou plus tard dans
le développement (Sakkas et al., 1999).

Il existe donc une combinaison entre I’effet paternel (intégrité de génome) et maternel
(qualité¢ ovocytaire et pouvoir de réparation) qui influe sur les résultats d’ICSI. La capacité de
I'ovocyte a lancer la réparation, en grande partie, va dépendre de la qualité cytoplasmique et
génomique de l'ovocyte, qui est affecté nettement par l'augmentation de I'dge (Sakkas et al.,
2010). Ce qui est confirmée dans cette étude par 1’absence de lient entre I’age de femmes qui été
relativement jeune et les résultats d’ICSI par rapport a I'lFA. L’age de 1a femme est donc un
facteur trés important qui détermine la capacité de 1’ovocyte a réparer la FAS (Evenson et al.,
2002; Meseguer et al., 2011). Cette capacité de réparation ovocytaire est limitée et peut varier
d’un ovocyte a un autre et méme entre différentes cohortes des ovocytes de la méme patiente ou

de différentes patientes (Sakkas et al., 2010).
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Conclusions et Perspectives

Cette ¢tude a focalisé la lumiére sur plusieurs volets concernant I’impacte de la fragmentation de
I’ADN spermatique (FAS) sur les paramétres de la reproduction in vitro, plus précisément
I’injection intracytoplasmique de spermatozoide (ICSI).

Nous avons étudié le taux de FAS par un test de dispersion de la chromatine spermatique ou
SCD et représenté ce taux sous forme d'un index de FAS (IFA). Ce test est, en effet, facile et
sensible est pourra étre recommandé au niveau des laboratoires des centres de fertilité. Une étude
réalisée par Zhang et al. (2010) a montré que les tests TUNEL et SCD sont deux tests efficaces
pour la détection de la FAS, mais on utilisant le microscope photonique a fond claire (comme
celui utilisé dans notre étude) le test de SCD parait étre plus sensible par apport au test TUNEL.

Dans notre travail, nous avons essaye d'étudier I'lFA, en prenant en considération, un par un,
d'abord des parametres généraux: age des hommes, antécédents de recours a une technique de
PMA, tabagisme et caractéristiques standard du sperme (numération et mobilité des
spermatozoides). Nous n‘avons trouvé aucun lien entre I'lFA et ces parameétres, mises a part la
numération et la mobilité des spermatozoides qui étaient inversement corrélés a I'lFA. Par la
suite, la valeur prédictive de notre test a été evaluée par rapport a: la fécondation des ovocytes, la
qualité des embryons obtenus, la survenue de grossesse biochimique ou clinique et celle
d'avortement ou de naissance. L'étude de l'influence de I'age de la femme a été réalisée
également. Le résultat le plus important est que la FAS mesurée par le test SCD n’a pas de valeur
prédictive pour le succes de I’ICSI. De ce fait, on pourra dire que I'lCSI peut étre une technique
performante et efficace chez les patients avec des niveaux élevés de cassures de I'ADN
spermatique. Elle est déja un traitement des altérations des parametres standard du sperme, eux
méme négativement corrélés avec I’IFA, comme nous l'avons démontré. On prétend méme que
les mesures de l'intégrité d'ADN spermatique sont plus objectives et reproductibles que celles
des parametres conventionnels spermatiques (Evenson et al., 1991).

Par ailleurs, des études préalables ont tenté de faire une comparaison entre la technique de la
FIV et I’ICSI, ce qui était impossible dans notre étude & cause du faible nombre de candidats
pour la FIV classique. Plusieurs études ont montré qu’il n’y a pas une différence significative
entre les résultats de la FIV et I’ICSI, mais ceux d’ICSI sont mieux que ceux de la FIV du point
de vue grossesse clinique, grossesse biochimique et naissance (Bungum et al., 2007, 2008), ces
deux dernieres études ont utilisé le test de SCSA pour un seuil de 30%. Bungum et al. (2004) ont
trouvé le méme résultat par SCSA avec un seuil de 27% et ont confirmé a leur tour les résultats

de Host et al. (2000b) en utilisant le test TUNEL. Ces résultats ne vont pas a I'encontre des
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notres puisque nous avons observé que I'ICSI peut conduire a une grossesse jusqu’a
I’accouchement malgré un IFA éleve (> 30%).

Le rendement plus elevé d'ICSI, méme avec des niveaux élevés d’IFA, par rapport a la FIV
pourrait étre di aux deux milieux de culture différents qui sont utilisés pour ces deux techniques
(Bungum et al., 2007). De plus, les ovocytes de la FIV sont exposés aux spermatozoides pour 90
minutes, alors que dans I’'ICSI les spermatozoides sont injectés directement dans l'ovocyte
(Bungum et al., 2007). Dans I'ICSI, l'ovocyte pourrait donc étre moins exposé aux especes
réactives oxygénéees (ROS) que dans la FIV (Bungum et al., 2007), et comme nous avons déja
mentionngé, la sélection artificielle de spermatozoides pendant le procédé d'ICSI pourrait avoir
aidé a la neutralisation de I'effet négatif dans une certaine mesure (Huang et al., 2005).

En général, dans cette derniére décennie un nombre trés important de travaux ont été publiés
dans le domaine de la PMA et sa relation avec la FAS, cependant différents résultats ont été
trouves, ce qui complique la précision de la valeur prédictive de FAS sur le succes de la PMA
notamment I’ICSI. Ces différences sont di & plusieurs facteurs, parmi lesquels la nature du
sperme teste, frais ou apres traitement (par la CGD: centrifugation par gradient de densité, par
exemple); car on sait que le traitement du sperme peut améliorer la qualité et ’intégrité de
I’ADN (Bungum et al., 2008) ce qui augmente la probabilité d’injecter ’ovocyte par un
spermatozoide avec un ADN intact. Un autre facteur pouvant influencer les résultats est la taille
de I’échantillon. Dans notre cas le nombre de patients inclus était dépendant de la quantité de
réactif de SCD disponible. Et enfin, comme nous l'avons déja dit, le résultat d’ICSI fait appelle
aussi aux facteurs féminins. Les différentes études ont touché différents éventails d’age des
conjointes, ce qui a fait que la qualité des ovocytes soit différente d’une étude a une autre.

L'ADN spermatique le plus endommageé est généralement trouvé chez les hommes dont le
sperme est de qualité la plus mauvaise, les spermatozoides étant incapables d'une fécondation
(Irvine et al., 2000). Ceci pourrait étre considéré comme un mécanisme de protection qui assure
que les spermatozoides le plus sévérement atteints ne transmettent pas leur ADN endommagé a
I'embryon (Aitken and Krausz, 2001). Cependant, cette protection est éliminée quand I'ICSI est
employée (Aitken and Krausz, 2001). La sécurité du procédé d'ICSI a été ainsi remise en cause
(Schultz and Williams, 2002). Aitken and Krausz (2001) pensent que les dommages d'’ADN de
spermatozoides sont promutagéniques et peuvent provoquer des mutations apres fécondation,
puisque l'ovocyte essaye de réparer les dommages d'’ADN avant le déclenchement du premier
clivage. Des mutations se produisant en ce moment seront fixées dans la lignée germinale et
pourront étre responsables de I'induction de pathologies, comme des cancers chez les enfants

(Fraga et al., 1996; Ji et al., 1997; Aitken and Krausz, 2001) et certaines maladies congénitales
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graves (Cox et al., 2002 ; De Baun et al., 2003). Quelques études indiquent une augmentation
des anomalies des chromosomes sexuels (Bonduelle et al., 1996; Meschede and Horst, 1997) et
des délétions irréparables sur le long bras du chromosome Y chez ces enfants (Aitken and
Krausz, 2001).

Des méthodes de sélection des spermatozoides avec un ADN intacte devraient donc étre
développées afin d'éviter le risque potentiel d'employer des gamétes avec des cassures de
chromatine pour le traitement d'ICSI (Bungum et al., 2004). Ceci exige des expérimentations sur
des modé¢les animaux et des précisions sur les régions de I’ADN qui sont affectées par ces
cassures ainsi que la combinaison entre les pouvoirs réparateurs ovocytaires et la FAS.

Notre étude, est a notre connaissance, la premiere du genre qui a étre réalisée en Algérie.
Elle a permis dévaluer, pour la premiére fois, I'importance de la FAS chez un petit échantillon de
patients algérien candidats a I'lCSI. L'élargissement de cet échantillon permettrait certainement
d'avoir plus d'informations sur limportance des anomalies de [l'intégrité génomique des

spermatozoides dans les techniques de PMA en Algérie.
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Annexe 1. Fiche technique de PureSperm® 100

PureSperm® 100

Application envisagés : résumeé et explication

PureSperm®100 est une suspension de slice colloidale stérle (autoclavage SAL-10-) dans une solution saline isotonique. Elle
et oongue pour la préparation de gradients de densibd pour la separation et la purification dé spenme humain utilisé dans les
techniques de reproduction setistée. Ce Systhme assure une séparation efficace entre le sperme norrmal et les lymphocytes, les

cellules épithéliales, e sperme immature ou anormal, e débris cellulaires, les bachéries e le liquide séminal.

Composants

Silice aver revitement lons sodiurm

Précautions et avertissements
s Lors de la récupdration de la granule de sperme, Sulvre les
instructions figurant sur la notice du produit afin &éviber

de silane Eau de qualité WF1
Tone caldium HERES toute contarnination par insdvertance.
igﬁ ﬁlﬁm gle.ﬁ, » Appliguer toujours des procddures aseptiques.
Carnctéristi # 5| des sapuw soellds sont dsponibles, les utiliser pendant la
A Hues cantrifugation pour dviter [a crisation d'sérosals.
pi 7.4-7B
Oemolalibé (mdem kg H20) W0-310 « Natt I .
¥ oy les pertes accidentelles & l'aide d'un chiffon ou
Niveaur d'endotoxine <1,0 Bl d'un papler hurnide. PureSperm®100 rend les ok ot bes
Survie du sperme 18 heures palllasses extrémement glissants.
apris shparation par gradient
de dersité >0 %

Le contenu est teskd uniquernent en fenction de |a survie du
sperme humain.

Les flacons et bouchons sort Soumis & wn test MEA sur 2 cellules.

Conservation et stabilite

Congerver las flacons farmis entre 2 ek 40 *C, ot dviter |ag
ternpératures en-dehors de cette plage. Dans ces conditions,
PureSperm®100 & une dunée de conservation de 24 mols. La
date dexpiration et indiquée sur les flamns et les cartons.

Ouvrir et fermer les flacons dans des conditions d'asepsie.
Apris ouverture, congerver entre 2 et B *C les flacons non
ubilds, Le durde de consarvation sur 'dtiguette ast valable
orsgue le prodult est consereé conformément aux récom-
mandations du fabricant.

» PureSperm®100 ne présente sucun rsque dincendie ou de
cormbustion. Une fche de donnéss de séeuribd peut &tre ob-
tenue suprés du distributeur ou du fabricant (woir nidacon.

& Ne pas utilger de solution montrant une contamination
bactérienne.

s Ne pas utiliser le comtenu S be sceau prouvant lintégritd est
brigd.

s s Federal Law des Etats-Unis mstraint e wente de oa
dispasitif aux médedng ou sur ordonnance.

» Wirifler la ldgalité de 'utilisation des produits des technl-
quest dé reproduction assisble dang vatre pays.

Commandes
Aucun antiblotique, additif instable ou conservateur n'a dd Volume W* article
ajoutd par he fabricant & PureSparms10d. 100 mi PS100-100
250 mi PE1 00250
1000 mi PE100-1000

0413
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Pour de plus amples informations ou une aide, contactez
vatre distributeur ou le fabricant.

Flajelbergsgatan 16 B
SE-431 17 Méalndal
Subde
* Tél. : +46-31-703 06 30
Nl CD Fax @ +d46-31-40 54 15

E-maill : contactinidacon.com

International AB  www.ridscon.cm
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Recommandations

Présperer deux gradients de PureSperm® pour chague échan-
tillon de sperme. Ced rédult le risque de surcharge dun seul
gradient, sssure la séourité lors de la manipulation des tubes
au la récupdration des granules de sperme. Cedl rkduit le

de surcharge d'un seul gradient, sssure |a séeuribé lors

de la manipulation des tubes ou la récupdration des granules
de sperrne et permet dobbenir deus tubes pour dquilibrer le

rotor de la centrifugeuse.

Réactifs et squipements

» PureSperm®100 , PureSperm® Buffer et PureSperm®iiesh
» Centrifugeuse avec rotor besoulant sur peillsss.

= Tubes &

conkques stériles et jetables

{de bype Falenn 2075).
* Pipettes stériles de 2 ml et 10 mi.
* Pipettes stériles Pasteur.

Procédure de priparation de gradients de PureSperm®
et séparation du sperme

Amener toutes les solutions & température amblante.

1. Ajouter 2 mi de PureSpemm® Buffer & B mi de Pure-

Sperm®100 de fagon & obtenir 10 ml de PureSperm® & 80 %

2. Ajouter & ml de PureSpenm® Buffer & 4 ml de Pure-

SpermiB100 dé fegon & abbenir 10 mi de PureSperm® & 40 %

3. Alside d'une pipette & poirte stérile, sjouter 2 mi de

@

PureSperrn® & B0 % dans un tube & centrifuger conigue

@ @

——

10.

11.

®

7
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Litiliser une sutre pipette stédle pour disposar svec
précaution 2 ml de PureSperm® & 40 % en couche sur le
PureSperrm® & B0 %

A 'aide dune pipette Pasteur stérile, disposer soigneuse-
rert du sperme liquéfid (jusqu's 1.5 mi) en couche sur
le PureS

Cantrifuger & 300 x g pendant 20 minutes, Ne pas wtiliser
lee frein.

Litiliser une nouvelle pipette Pesteur Shidle et aspirer,
dang un mowsernent crouleiee en surfece, tout seuf L
granule et 4 4 & mm de PureSperm® & 80 %. S| aucune
granule n'est ohsersde apris centrifugation, retiner tout
lee Bigguide sauf les demiers 0,5 ml

Litiliger une nouvell: pipette Pesteur pour aspirer 1a
granule {ou les dernlers 0,5 ml de liquide). Transférer L
granule de sparrme dans un nouveay tube st remettre |2
granule en suspersion dans 5 mi de PureSperm®™Wash.
Cormbiner déux granules de sperme S vous aver appliqud
la double precédure,

Centrifuger & 500 x g pendant 10 minutes, Ne pas wtiliser
lee frein.

hspirer le surnageant PureSperrv®iWash en laissant le
minimum de liquide possible au-dessus de la granube. Si
aucune granube n'est visible, lajsser les derniers 0,25 mi
de ligquide.

Remettre la granule de sperme en Suspension dans un
wolurne sddquat de milley de culture pour abbenir la
concertration de sperme requise. Léchantillon de Sperrme
st désarmais prist pour Bnalyse ou utilisation.

/

®
> |
| &

>
X
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Annexe 2. Fiche technique de FertiCult™ Flushing medium

FertiCult™ Flushing medium

Cell culture medium for washing of human ova, spermatozoa and em-
bryos, for swim-up of spermatozoa, sperm injection in ICSI, infra uterine
insemination and embryo transfer

Document reference: FP09 108 RO1 B.2, Update: 28/SEP/2011 [STERILE| A

USED ABBREVIATIONS
ICSI Intracytoplasmatic Sperm Injection
V] Intra uterine insemination

GENERAL INFORMATION AND INTENDED USE

FertiCult Flushing medium is a formulation for washing of human ova, sperma-
tozoa and embryos. FertiCult Flushing medium can also be used for swim-up
techniques of human spermatozoa, sperm injection in cocytes during ICSI,
introduction of washed spermatozoa in the uterus (IUI) and for embryo transfer.
The medium is complete and needs no further additives. The medium contains
HEPES; no CO; incubation is required. FertiCult Flushing medium does not
contain heparin, thus for cocyte pick-up, use FertiCult Aspiration medium.

As with all IVF media, FertiCult Flushing medium ought to be preincubated in the
incubator for 12 hours before use (with lid closed).

COMPOSITION

FertiCult Flushing medium is a ready-to-use HEPES-buffered medium which
also contains bicarbonate, physiologic salts, glucose, lactate and human serum
albumin (4.00g/liter).

Gentamicin Sulphate can be added upon request (10 mgfliter).

MATERIAL INCLUDED WITH THE KIT

Product code Product description

FLUSH020 9 x 20ml of FertiCult Flushing medium

FLUSH22.8 1x22.8ml of FertiCult Flushing medium

FLUSHO050 5x50ml of FertiCult Flushing medium

FLUSH100 3x100ml of FertiCult Flushing medium S S

“FLUSH_002_PHR | 1x2ml of FertiCult Flushing medium with Phenol Red

FLUSHO020PHR 9 x 20ml of FertiCult Flushing medium with Phenol Red

FLUSHO50PHR 5x50m| of FertiCult Flushing medium with Phenol Red

FLUSH100PHR 3x100ml of FertiCult Flushing medium with Phenol Red

FLUSH500PHR 1x500ml of FertiCult Flushing medium with Phenol Red

FLUSH100PHR_G | 3x100ml of FertiCult Flushing medium with Phenol Red
and Gentamicin

FLUSHS00PHR _G | 1x500m! of FertiCult Flushing medium with Phenol Red
and Gentamicin

MATERIAL NOT INCLUDED WITH THE KIT

+  Incubator at 37°C (No CO,)

*  Petridishes

*  Microscope

+  Testtubes

*  LAF bench (ISO 5 environment)

+  Syringe (e.g. 1ml Plastipack)

+  Catheter

PRODUCT SPECIFICATIONS

Chemical composition

pH: between 7.30-7.60 (Release criteria)

Osmolality: 270-290 mOsm/kg

Sterility: sterile (SAL 103)

Endotoxins: < 0.25 EU/m|

Mouse Embryo Assay (blastocysts after 96h): = 80% after 30min of expo-
sure (zygote stage)

*  Use of Ph Eur or USP grade products if applicable

+  Cerificate of analysis and MSDS are available upon request

PRE-USE CHECKS

* Do not use the product if it becomes discoloured (if medium contains
phenol red), cloudy, or shows any evidence of microbial contamination

*+ Do not use the product if seal of the container is opened or defect when the
product is delivered

——
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STORAGE INSTRUCTIONS

Store between 2-25°C, once opened store between 2-8°C

Do not freeze before use

Keep away from (sun)light

After opening the container do not use the product longer than 7 days
Do not use after expiry date

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Standard measures to prevent infections resulting from the use of medicinal
products prepared from human blood or plasma include selection of donors,
screening of individual donations and plasma pools for specific markers of
infection and the inclusion of effective manufacturing steps for the inactivation/
removal of viruses. Despite this, when medicinal products prepared from human
blood or plasma are administered, the possibility of transmitting infective agents
cannot be totally excluded. This also applies to unknown or emerging viruses
and other pathogens. There are no reports of proven virus transmissions with
albumin manufactured to European Pharmacopoeia specifications by estab-
lished processes. Therefore, handle all specimens as if capable of transmitting
HIV or hepatitis.

Always wear protective clothing when handling specimens.

Always work under strict hygienic conditions (ISO 5 environment, e.g. LAF-
bench) to avoid possible contamination, even when FertiCult Flushing medium
zontains Gentamicin.

METHOD
Washing of spermatozoa (suggested procedure)

The washing of spermatozoa can be done at room temperature or at 37°C.

1. Add 5 ml FertiCult Flushing medium to the native semen sample and mix.
Centrifuge for 15 minutes at approximately 300g.

2. Remove superatant and leave about 0.5mL of semen in the centrifuge
tube.

3. Add 5ml FertiCult Flushing medium to the test-tube. Mix the solution gently
until the pellet is completely dissolved.

4. Centrifuge again for 10 minutes at 300g.

5. Perform a swim-up.

Swim-up procedure (according to WHO, 2010)

1. Mix the semen sample (or semen/medium mix after performing “Washing of
spermatozoa” procedure) well

2. Place 1ml of semen in a sterile 15-ml conical centrifuge tube, and gently
layer 1.2mi of FertiCult Flushing medium over it. Alternatively, pipette the
semen carefully under the medium.

3. Incline the tube at an angle of about 45°, to increase the surface area of
the semen-culture medium interface, and incubate for 1 hour at 37°C.

4. Gently retum the tube to the upright position and remove the uppermost
1ml of medium. This will contain highly motile sperm cells.

5. Dilute this with 1.5-2.0m| of FertiCult Flushing medium.

6. Centrifuge at 300-500g for 5 minutes and discard the supernatant.

7. Resuspend the sperm pellet in 0.5ml of FertiCult Flushing medium.

Embryo transfer (according to Brinsden, 2005)

1. Take a sterile syringe, fill with FertiCult Flushing medium, and eject air
bubbles. Attach the syringe to a catheter, and eject the medium.

2. Draw up FertiCult Flushing medium into the syringe and push down the
piston to the 10yl calibration mark.

3. Draw up the embryo(s) into the catheter so that the volume to be trans-
ferred is approximately 20-30pl.

4. Hand catheter and syringe to the clinician for insertion and transfer in the
uterus.

BIBLIOGRAPHY

1. WHO Laboratory Manual for the Examination and processing of human
semen, 5th Edition, World Health Organisation (2010).

2. Brinsden P.R. (2005). Bourn Hall Clinic Procedures and Protocols. A
textbook of in vitro fertilization and assisted reproduction, 3rd edition, Taylor
& Francis. Procedure No. K.7.
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Annexe 3. Fiche technique de FertiCult™ IVF medium

FertiCult™ IVF medium

Cell culture medium for in vitro culture of human embryos, during the
first 48 hours in culture

Document reference: FP09 107 R01 B.2, Update: 01/0CT/2012  [=TERILE

GENERAL INFORMATION
FertiCult IVF medium is a ready to use formulation for the in vitro
culture of mammalian embryos. It is designed for short term culture only
(up to 48 hours in culture). The medium is complete and needs no
further additives.
If preferred 10 % patient serum v/v can be added.
FertiCult IVF medium is suitable for micro-droplets under oil or equally
suited to culture in Falcon 3037 organ culture dishes (also 4-well Nunc
culture dishes).
As with all IVF media, FertiCult IVF medium has to be pre-incubated in
CO; incubator with 5% CO; for 24 hours before use (with lid
opened).
MATERIAL INCLUDED WITH THE KIT

Product code

Product description

FECUO020 5 x 20ml FertiCult IVF medium

FECUDS0 5 x 50mL FertiCult IVF medium

FECU100 3 x 100mL FertiCult I'VF medium

FECUD20PHR 5 x 20ml FertiCult IVF medium w/ phenol red

FECUDS0PHR 5 x 50mL FertiCult IVF medium w/ phenol red

FECU100PHR 3 x 100mL FertiCult 'VF medium w/ phenol red

FECUO20PHR_G | 5 x 20ml FertiCult IVF medium w/ phenol red
and Gentamicin

FECUDS0PHR_G | 5 x 50mL FertiCult IVF medium w/ phenol red
and Gentamicin

FECU100PHR_G | 3 x 100mL FertiCult 'VF medium w/ phenol red
and Gentamicin

MATERIAL NOT INCLUDED WITH THE KIT

Incubator at 37°C (5% CO2)

Petri dishes (e.g. Falcon 3037)

Mineral oil (e.g. FertiCult Mineral Oil)
Laminar flow bench (ISO5 environment)
Microscope

Test tubes

PRODUCT SPECIFICATIONS

Chemical composition

pH: between 7.20 - 7.50 (37°C - 5 % COx2)

Osmolality: 270 - 290 mOsm/kg

Sterility: sterile (SAL 107)

Endotoxins: < 0.25 EU/ml

Mouse Embryo Assay (blastocysts after 96h culture): = 80% (48h
exposure from zygote stage)

Use of Ph Eur or USP grade raw materials if applicable
Certificate of analysis and MSDS are available upon request

PRE-USE CHECKS

+ Do not use the product if it becomes discoloured (if medium
contains phenol red), cloudy, or shows any evidence of microbial
contamination

« Do not use the product if seal of the container is opened or defect
when the product is delivered

STORAGE AND CONSERVATION

Store between 2-25°C, once opened store between 2-8°C

Do not freeze before use

Keep away from (sun)light

After opening the container do not use the product longer than 7
days

« Do not use after expiry date

WARNINGS AND PRECAUTION

FertiCult IVF medium contains human serum albumin. Source materials
from which this product was derived was found negative when tested
for antibodies to HIV and HCV and non-reactive for HbsAg, HBY RNA,

HCV RNA, HIV-1 RNA and syphilis. No known test method can offer
assurance that products derived from human blood will not transmit

——
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infectious agents. Therefore, handle all specimens as if capable of
transmitting HIV or hepatitis.

Always wear protective clothing when handling specimens.

Always work under strict hygienic conditions (ISO 5 environment, e.g.
LAF-bench) to avoid possible contamination, even when FertiCult IVF
medium contains Gentamicin.

METHOD
PREPARATIONS FOR USE OF MICRO-DROPLETS

For micro-droplets, between 100-250p! of FertiCult IVF medium may be
dispensed around the culture dish, up to 8 per 60mm dish.

The dish is then filled with 5ml of pre-washed and pre-equilibrated light
mineral oil (nontoxic and preferably embryo tested, e.g. FertiCult
Mineral Qil).

One oocyte is usually placed with about 10 000 spemm cells per micro-
droplet, so if each patient during the next day is expecting 16 oocytes,
at least two dishes per patient should be prepared. The dishes are then
placed in the incubator (usually non-humidified) to equilibrate overnight
at 37°C and under an atmosphere of 5% CO: in air.

Overnight equilibration is highly recommended.

PREPARATIONS FOR USE IN OPEN SYSTEMS

In open systems such as with the Falcon or Nunc dishes, about 1ml of
medium is placed in each well.

A further 3ml is placed in the reservoir surrounding the wells. This helps
to maintain humidity as well as providing medium with which to wash
the oocytes and embryos.

Up to five cocytes per dish (or well if using Nunc dishes) may be
cultured together, usually with about 100 000 sperm cells per well.

So if each patient during the next day is expecting 15 ococytes at cocyte
collection, at least six dishes per patient should be prepared (three for
initial holding and cleaning of oocytes during collection and then three
dishes for overnight culture).

When using Nunc dishes, two would be enough (since there are 4 wells
per dish, the resulting 8 wells would be more than enough).

The dishes are then placed in the incubator to equilibrate ovemight at
37°C and under an atmosphere of 5% CO0; in air.

As with the micro-droplets method described above, equilibration
overnight is highly recommended.

In the open system, paraffin oil is not necessary, but someti aiml
layer of mineral oil may be added over the medium in the inner well.
When using such an open system the incubator must be humidified.

CULTURE

After equilibration overnight, the prepared dishes are ready for use.
During oocyte collection, ococytes are identified in the follicular aspirates
and then washed before placing into the wells or droplets in the dish (as
appropriate). Once oocyte collection is over, oocytes will be checked
and may be rewashed, before then being placed into fresh
dropletsfwells for overnight culture.

Generally, within 6 hours of oocyte collection, cocytes will be
inseminated with prepared sperm and then left overnight in the
incubator.

The procedures described above are for the first 24 hours of culture.
Once embryos have been identified by the presence of two pro-nuclei,
they are usually placed into fresh dishes containing fresh medium.

In the past, where people have used cord serum or patient serum, the
initial medium contains 10% and the changeover (after fertilisation has
been confirmed) 15%.

When using FertiCult I'VF medium no extra protein is required at
changeover. Dishes should be prepared as described above,
equilibrated ovemight, after which they will be ready to receive the
newly fertilised embryos.

NB Test tube culture is now rare, but for those still using this method,
place Tml of FertiCult IVF medium in each tube and then follow the
same procedure as for Falcon or Nunc dishes.

FertiPro N.V. - Industriepark Noord 32 - 8730 Beemem,
Belgium

Tel +32 (0)50 79 18 05 - Fax +32 (0)50 79 17 99

URL: http:/fwww fertipro.com - E-mail: info@fertipro.com
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Annexe 4. Fiche technique de Hyaluronidase in FertiCult™"

Flushing medium

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing
medium

Mepia For use n ART procEDURES

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium is sterilised

by sterile filtration

Document reference : FP09 116 R01 B.2
Update: 21/10/2011

GENERAL INFORMATION

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium contains 80
IU /mL pharmaceutical grade hyaluronidase from bovine
origin, in FertiCult Flushing medium™. The product is ready
for use.

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium is used in
the oocyte denudation process. Hyaluronidase digests the
hyaluronic acid between the cumulus cells, which makes it
easier to remove the cumulus mechanically.

MATERIAL INCLUDED IN THE KIT

Product Code: HYA001

1mL Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium
Product Code: HYA010

10mL Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium

MATERIAL NOT INCLUDED IN THE KIT

Incubator (no CO,)
Petri dishes

Glass pipettes
Microscope
FertiCult™ Mineral Oil

PRE-USE CHECKS

+ Do not use the product if it becomes discoloured (if
medium contains phenol red), cloudy, or shows any
evidence of microbial contamination

+ Do not use the product if seal of the container is
opened or defect when the product is delivered

INSTRUCTIONS FOR USE

1 Warm hyaluronidase to a temperature of 37°C.

Prepare a dish containing 1 droplet of hyaluronidase in
FertiCult™ Flushing medium (100 pL) and 3-5 droplets
(100pL) of FertiCult™ Flushing medium for oocyte wash-
ing (all under mineral oil e.g. FertiCult™ Mineral Oil).
Place cocytes in the hyaluronidase (up to 5 oocytes maxi-
mum) for about 30 seconds.

Using a fine glass pipette, transfer the partially denuded
oocytes in the first washing droplet.

Remove the corona by pipetting the oocytes.

Use the other droplets to further wash the denuded
oocytes.

Notice - Do notincubate in a CO, incubator. Hyaluronidase in
FertiCulft™ Flushing medium is HEPES-buffered. Incubation
in a CO, incubator will lower the pH.

5
6

PRODUCT SPECIFICATIONS AND QUALITY CONTROL

Hyaluronidase in FertiCult™ Flushing medium is manufac-
tured according to these specifications:

——

+ pH:7.20 - 7.60 (under air)

+  Osmolality: 270 - 290 mOsm/kg

+ Endotoxin: < 1.00 EU/mL

«  Sterility: Sterile

+ Mouse-embryo test: = 80% blastocysts after 96 hours
culture (exposure at zygote stage)

+ Use of Ph Eur or USP grade products if applicable

A certificate of analysis is available on request.

STORAGE INSTRUCTIONS

+  Store between 2-8°C

* Do not freeze before use

+  Keep away from (sun)light

+  After opening the container do not use the product
longer than 7 days

+ Do not use after expiry date

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Standard measures to prevent infections resulting from the
use of medicinal products prepared from human blood or
plasma include selection of donors, screening of individual
donations and plasma pools for specific markers of infec-
tion and the inclusion of effective manufacturing steps for
the inactivation/removal of viruses. Despite this, when
medicinal products prepared from human blood or plasma
are administered, the possibility of transmitting infective
agents cannot be totally excluded. This also applies to
unknown or emerging viruses and other pathogens. There
are no reports of proven virus transmissions with albumin
manufactured to European Pharmacopoeia specifications
by established processes.

Handle all specimens as if capable of transmitting HIV or
hepatitis. Always wear protective clothing when handling
specimens.

The above media do not contain antibiotics, always work
under strict hygienic conditions (laminary flow) to avoid
contamination, or add your own antibiotics (gentamicin) at
10mg per mL.

Don’t use media if cloudy.
BOVINE SOURCED HYALURONIDASE

The Pharmaceutical grade hyaluronidase used in this prod-
uct is sourced bovine testis. It is certified not to contain any
neuronal tissue.

According to the “WHO guideline on Transmissible Spongi-
form Encephalopathies in Relation to Biological and Pharma-
ceutical Product” , and according to EC directive 2004/C24/03
“Note for guidance on minimising the risk of transmitting
animal spongiform encephalopathy agents via human and
veterinary medicinal products (EMA/410/01) adopted by the
Committee for Proprietary Medicinal Products (CPMP) and
by the Committee for Veterinary Medicinal Products (CVMPY’,
testis material from bovine source is classified as a “Category
C: Tissues with no detected infectivity” product.

wl

FertiPro N.V.

Industriepark Noord 32

8730 Beernem, Belgium.
URL: http://www fertipro.com
E-mail: info@fertipro.com
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Annexe 5. Fiche technique de 10 % PVP in FertiCult Flushing

Medium

10% PVP in FertiCult Flushing Medium
VISCcous MEDIUM FOR REDUCING SPERM MOTILITY

This products is sterilised by sterile filtration |STERILE
Document reference : FP09 117 R01 B.3
Update: 08/04/08

GENERAL INFORMATION

Intracytoplasmic sperm injection (ICSl) requires the capture
of individual sperm cells in a glass pipette for injection into the
oocyte.

This procedure is facilitated by first immaobilizing the sperm. The
most widely used method of immobilizing the sperm cells is by
placing them in a viscous medium prior to nicking the tail to im-
mobilize the sperm completely.

10% (wiv) dialysed Ph Eur grade PVP in FertiCult Flushing medi-
um is a viscous medium that can be used in ICSI procedures.

For use in human assisted reproduction techniques.
MATERIAL INCLUDED IN THE KIT

Product Code : PVP001
1x 1mL 10% PVP in FertiCult Flushing medium

Product code: PVP0.2
5x 0.2mL 10 % PVP in FertiCult Flushing medium

MATERIAL NOT INCLUDED IN THE KIT

Incubator at 37°C (no CO,)
Petri dishes

Glass pipettes

FertiCult Mineral Oil
FertiCult Flushing medium

PRODUCT SPECIFICATIONS AND QUALITY CONTROL

10% PVP in FertiCult Flushing medium is manufactured ac-
cording to these specifications:

- pH:7.20-760

- Osmolality: 280 - 320 mOsm/kg

- Endotoxin: < 1.0 EU/mL

- Sterility assurance level: 10-2

- Mouse-embryo test: = 80% blastocysts after 30 min expo-
sure

- Viscosity: = 170 cP at 25°C
- Use of Ph Eur or USP grade products if applicable
A certificate of analysis for this product is available on request.

10% PWP in FertiCult Flushing medium has been evaluated by
an independent test laboratory using the 1S0O10993-5/USP30-
NF 25 Agar Diffusion test for cytotoxicity. The product was
considered non-cytotoxic.

INSTRUCTIONS FOR USE

Standard procedure
1. Warm the PVP solution to a temperature of 37°C.

2. Place a small drop of PVP solution (5pL-10pL) in a dish and
cover with FertiCult Mineral Oil.

3. Addasmall valume (1-2 pL) of washed sperm into the centre
of the PVP droplet.

4. Incubate for a few minutes to allow sperm to migrate to the
periphery of the droplet.

5. Select and recover the spermatozoa for injection.

——

Alfernative procedure with extra washing step

1. Warm the PVP solution and FertiCult Flushing medium to a
temperature of 37°C.

2. Place a small drop of PVP solution (5pL-10pL) and 1 or more
small drops FertiCult Flushing medium in a dish and cover
with FertiCult Mineral Oil.

3. Add asmall volume (1-2 pL) of washed sperm into the centre
of the PVP droplet.

4. Incubate for a few minutes to allow sperm to migrate to the
periphery of the droplet.

5. Select the spermatozoa for injection and nick (break) the tail
of the spermatozoon with the tip of the glass pipette.

6. Transfer the spermatozoon into one of to the FertiCult Flush-
ing medium droplets and wash by transferring the sperm cell
in and out of the Flushing medium several times.

7. Suck the sperm cell into the glass pipette and use for ICSI
procedure.

Natice - Do not incubate in a CO, incubator. 10% PVP in Ferti-
Cult Flushing medium is HEPES-buffered. Incubation in a CO
incubator will lower the pH.

2

STORAGE AND CONSERVATION

Store product upon arrival at 2-8°C.
Keep from light.

WARNING AND PRECAUTION

All human, organic material should be considered potentially
infectious.

Handle all specimens as if capable of transmitting HIV or
hepatitis. Always wear protective clothing when handling
specimens.

The above media do not contain antibiotics, always work un-
der strict hygienic conditions (laminary flow) to avoid contami-
nation, or add your own antibiotics (e.g. penicillin at about 100
units per mL).

Don’t use media if cloudy.

Bibliography

Gianaroli L., et al, ESHRE guidelines for good practice in IVF
laboratories, Hum Rep (2000), Vol.15, no.10, pp.2241-2246

Textbook of in vitro fertilization and assisted reproduction, The
Bourn Hall Guide to Clinical and Laboratory Practice 3rd Edi-
tion, Ed: Brinsden PR, Taylor and Francis, 2005, pp. 342-343

10% PVP in FertiCult Flushing medium is produced by:
FertiPro NV, Industriepark Noord 32

8730 Beernem, Belgium.

URL: http://www fertipro.com

E-mail: info@fertipro.com
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Annexe 6. Fiche technique de FertiCult Miniral Oil
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FertiCult Mineral Oil

Light mineral oil for use in IVF, ICSI and
related ART procedures

FertiCult Mineral Oil is

sterilized by filtration and aseptic filling

Document reference: FP09 120 RO1 A.9
Update: 29/10/2009

GENERAL INFORMATION

FertiCult Mineral Qil is pre-washed, ready to use, light
mineral oil (d=0.83-0.86g/mL) for use in IVF, ICSI and
related artificial reproductive techniques.

FertiCult Mineral Oil has to be pre-incubated in a CO2
incubator for 24 hours before use (with lid open).

INTENDED USE

Culture medium overlayed with oil was first used in the
early 1960's as a technique for the culture of mamma-
lian embryos. The oil permits small volumes of medium
to be used for fertilization and embryo culture.

Use of oil prevents the evaporation of media, thereby
reducing the harmful effects of increased osmolality.
Furthermore, the use of an oil overlay reduces changes
in pH caused by loss of CO; from the medium when
culture dishes are taken out of the incubator for embryo
examination. Finally, culture of multiple embryos in
small volumes of medium under oil promotes the con-
centration of autocrine growth factors secreted by
the developing embryos, leading to enhanced rates of
embryo development.

MATERIAL INCLUDED WITH THE KIT

Productcode: MINOIL50
1 x 50mL FertiCult Mineral il

Productcode: MINOIL100
1 x 100mL FertiGult Mineral 0il

Productcode: MINOIL500
1 x 500mL FertiCult Mineral 0il

MATERIAL NOT INCLUDED WITH THE KIT

— GOz Incubator

— Petri dishes

— Cell culture media
— Laminar flow

— Microscope

— Test tubes

PRODUCT SPECIFICATIONS AND QUALITY CONTROL

FertiCult Mineral Oil is manufactured according to these
specifications:

— density: 0.83-0.86g/mL

— viscosity: < 30 cP at 30°C

— endotoxin: < 0.25 EU/mL
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— sterility: SAL 10-3

— mouse-embryo assay: = 80% blastocysts after
96 hours in culture

— use of pharmaceutical grade mineral (parafin) oil

A certificate of analysis is available upon request.
PRE-USE CHECKS

- do not use the product if it becomes (dis)coloured or
shows any evidence of microbial contamination

- do not use the product if seal of the container is
opened or defect when the product is delivered

INSTRUCTIONS FOR USE

FertiCult Mineral 0il is pre-washed so no further
preparations are necessary. Simply place a bottle of
FertiCult Mineral Qil in a CO;z incubator at 5-6% CO0z 24
hours prior to use.

FertiCult Mineral 0il can be used together with FertiCult
IVF medium (FertiPro productcode: FECUDZ20/050/100)
and FertiCult G3 medium (G3020/050/100), contact
FertiPro for more information about these products.

STORAGE AND CONSERVATION

Store FertiCult Mineral Oil between 15-25°C. When
not in use store in original carton box to avoid
prolonged exposure to light. After opening do not use
the product for longer than 7 days. Do not use after
expiry date. Keep away from sunlight.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

All human, organic material should be considered
potentially infectious. Handle all specimens as if capable
of transmitting HIV or hepatitis. Always wear protec-
tive clothing when handling specimens. Always work
under strict hygienic conditions (laminar flow) to avoid
contamination.

The oil may appear cloudy if removed from the incu-
bator and allowed to stand at room temperature for
extended periods of time. Such cloudiness usually
disappears if the oil is re-equilibrated by replacing it in
the incubator for several hours, if it does not disappear
discard the product.

FertiPro N.V.

Industriepark Noord 32

8730 Beernem / Belgium c €
Website: www . fertipro.com

E-mail: info@fertipro.com 0344
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Annexe 7. Chambre de Makler

Cellule de comptage a profondeur déterminée pour 1’obtention

d’une monocouche de spermatozoides.

Annexe 8. Microscope a contraste de phase

Le microscope a contraste de phase est utilisé dans la visualisation des spermatozoides.
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Annexe 9. Placement des gouttelettes de milieu de culture des
ovocytes et de milieu visqueux PVP

(a) (b) (©)

(a) quatre gouttelettes de milieu de culture entourant la gouttelette de PVP ; (b) six
gouttelettes de milieu de culture entourant la gouttelette de PVP ; (c) huit gouttelettes de

milieu de culture entourant la gouttelette de PVP.
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Annexe 10. Questionnaire aux couples candidats de I’'ICSI

[ Questionnaire aux couples candidats de l’ICSI]

Pour I’époux

PrOTESSIONS = ...
Si vous étes stérile quelle est la cause de StErilite 2 ............coooiiiiiiii e,
Etes- vous fumeur ? L1 Oui [ Non
Prenez- vousdu ? : L1 Tabac: (0 afumer [ achiquer
L1 Alcool
L1 Drogue
Combien de cigarette par JoUrs fUMEZ-VOUS ?........cccouiiereririniesieeeeeie s

ATCD avant le prélévement :

L1 Vaccins 0 Médicaux
1 Chirurgicaux L1 Allergies
LI Infectieux L1 Familiaux
1 Autre ] Fiévre

Pour I’épouse
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ATCD:

L1 Vaccins 0 Médicaux
1 Chirurgicaux L1 Allergies
L Infectieux LI Familiaux
1 Autre

(Pour le couple]

Depuis quand avez- vous le désir d’avoir d’enfants?.............ccoeieiieieciecieeeece e
La stérilité est : [ primaire [ secondaire

Prenez- vous déja un traitement 2] Oui  [] Non

Le(s)quelle(s)?d 1AC COFIvV O ICSI ] Autre

Reésultat du traitement précédent :[C1 Pas de conception
L] Grossesse avec avortement

L] Grossesse et accouchement

127

——
| —



Glossaire

Glossaire

ADN polymérase | : enzyme qui catalyse la synthése d’ADN au site d’hydrolyse des amorces
(séquences d’ARN d’initiation de la réplication) par cette méme enzyme lors de la réplication de
I’ADN chez les procaryotes.

Agarose : polysaccharide linéaire formé d'une alternance de D-galactoses et de L-galactoses a
tres haut pouvoir gélifiant.

alpha-adrénergique : qualifie des récepteurs a la surface des cellules qui, a réception de
I'adrénaline, déclenchent une vasoconstriction, un relachement intestinal et une dilatation des
pupilles.

Aménorrhée : absence de regles.

Anaérobie : se dit de micro-organismes qui se développent en I’absence d’oxygeéne.
Aneuploidie : état d’une cellule ou d’un individu dont le lot chromosomique est caractérisé par
la perte ou la présence surnuméraire d’un ou de plusieurs chromosomes entiers.

Anneau nucléaire : structure spécifique dont I’ADN de chromatine spermatique est attaché
Anosmie : perte totale ou partielle (on parle alors d’hyposmie) de 1’odorat.

Anovulation : absence permanente ou temporaire d'ovulation.

Antioxydant : substance naturelle ou chimique destinée a diminué ou empécher 1’oxydation
d’autre substance.

Appendice : prolongement d’un organe. Il en existe plusieurs dans le corps humain comme
I’appendice iléocacal entre I’intestin gréle et le gros intestin.

Appendicite : Inflammation de I’appendice.

Aspiration épididymaire : opération qui consiste a aspirer le sperme depuis 1’épididyme : téte,
COrps ou queue.

Barriere hémato-testiculaire : formée par des jonctions serrés de cellules de Sertoli séparant le
compartiment de la lumiére de tube séminifére et le compartiment interstitiel. Cette barriére met
les cellules germinales portant des antigénes différents de ceux du sujet a I’abri du systéme
immunitaire.

Bilharziose : maladie parasitaire due a I’infestation par des bilharzies (vers trématodes) ou

schistosomes vivent dans 1’appareil circulatoire de I’homme.

5eme 7eme

Blastocyste : embryon entre le et le jour apres la fécondation, au moment de son
implantation utérine. A ce stade qui succede a celui de Morula, I’ceuf se creuse d’une cavité
central et se divise en 2 ensembles cellulaires principaux : le trophoblaste et le bouton

embryonnaire.
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Blastomeére : cellule résultant de la division de 1’ceuf fécondé.

Brucellose : maladie infectieuse due a une bactérie aérobie a gram négatif du genre Brucella
transmise a ’homme par les animaux.

Caspases : (aspartic-acid-specific cystein proteases) sont un groupe de protéases a cystéine qui
jouent un rdle essentiel dans les phénomenes d’apoptose, de nécrose et d’inflammation.
Cathéter : tuyau en matiere synthétique, de calibre millimétrique et de longueur variable, peut
étre placé dans un vaisseau ou dans une cavité de I’organisme.

Cellules rondes : cellules leucocytaires et cellules de la lignée spermatique autre que les
spermatozoides qui se trouve dans le sperme.

Centrifugation : séparation des éléments d'un mélange grace a la force centrifuge.
Chlamidiose : maladie due a une bactérie du genre Chlamydia responsable de nombreuses
affections génitales, oculaires, et respiratoires aigues ou chronique.

Cryptorchidie : anomalie congénital de position du testicule due au fait que le testicule n’est pas
descendu en suivant le trajet normal entre 1’intérieure de I’abdomen et les bourses pendant la vie
intra-utérine.

Curetage : opération consistant & vider de son contenu une cavité naturelle (utérus) ou
pathologique.

Cytométrie en flux : technigue de biologie cellulaire permettant de mesurer les caractéristiques
morphologiques de cellules et 'intensité de la fluorescence qu’elles émettent aprés marquage
avec un ou plusieurs colorants. La mesure de la fluorescence émise aprés coloration de I’ADN
du noyau, permet d’évaluer la quantité d’ADN dans chaque cellule.

Dopamine : neurotransmetteur du groupe des catécholamines qui contrdle la motricité.
Ecographie : technique d’imagerie médicale utilisant les ultrasons.

Ectopie : localisation anormale, congénitale ou acquise d’un organe. Une grossesse ectopique est
une grossesse extra-utérine qui se développe en dehors de la cavité utérine ; majoritairement
dans la trompe de Fallope (grossesse tubaire).

Ejaculation par vibration : éjaculation assistée par un instrument vibrateur.
Electro-éjaculation : éjaculation provoquée électriquement par un instrument mené d’une sonde
placée dans le rectum.

Electrophorese : technique qui permet de séparer les différents constituants d’un mélange
chimique et qui sont ionisé€s sous 1’action d’un champ électrique.

Endonucléase : une nucléase, qui coupe au milieu de la chaine, d’un acide nucléique en

fragments plus courts.
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Endorphine : substance polypeptidique produite par certaines cellules du systeme nerveux
central et ayant des propriétés analgésiques.

Epididymite : inflammation aigiie ou chronique de I’épididyme, le plus souvent d’origine
infectieuse.

Epispadias : malformation congénitale dans laquelle le méat urétral est situé sur la face dorsale
du pénis.

Erection : gonflement et durcissement de certains organes (pénis). L’érection est déclenchée par
une stimulation sexuelle. L’excitation des nerfs érecteurs de la moelle épiniére provoque une
dilatation des arteres du pénis qui entrainent un afflux de sang dans le corps caverneux.

Espéces réactives oxygénees : ce sont les radicaux libres qui sont des molécules présentes dans
certaines cellules et possédent en périphérie un électron célibataire. Ces espéces comprennent
I’atome d’hydrogene, le radical hydroxyle, 1’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne (eau
oxygéné) etc. Elles proviennent de ’action de rayonnement producteurs d’énergie (lumiére,
rayons) et de réactions biochimiques sur I’oxygene.

Etude longitudinale : étude ou il existe un laps de temps entre les différentes variables, de sorte
qu'on puisse établir une séquence temporale entre elles.

Filariose lymphatique : maladie parasitaire des ganglions et des vaisseaux lymphatiques due a
I’infestation par les filaires qui sont des vers filiformes.

Fimbria : un mot latin signifiant frange. Dans |"appareil reproducteur féminin, la fimbria est
une frange de tissu conduisant de I"ovaire aux trompes de Fallope.

Fluorochrome : dispositif qui permet le marquage des éléments comme les anticorps.
Homozygote : se dit d’un individu dont les deux copies d’un méme gene (chacune porté par 'un
des deux chromosomes homologues d’une paire) sont identiques.

Hormone chorionique gonadotrophique : hormone polypeptidique sécrétée par le placenta
durant les premiers mois de la grossesse.

Hyperandrostéronisme : Sécrétion anormalement élevée chez la femme des androgénes par la
glande surrénale et les ovaires.

Hyperstimulation ovarienne: résultats de I'administration de HCG pour déclencher I'ovulation
dans une femme qui est a subit une stimulation folliculaire trop poussée avec des
gonadotrophines.

Hypogonadisme hypogonadotrophique : affection caractérisée par une insuffisance de
fonctionnement des gonades. Le hypogonadisme hypogonadotrophique congénital est du a un
déficit en gonadolibérine (GnRH).

Hypophyse : petite glande endocrine reliée a la partie antérieure du cerveau.
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Hypothalamus : région centrale du diencéphale située a la base du cerveau, sous les thalamus et
au dessus de I’hypophyse, qui lui est reliée par une tige pituitaire.

Implantation : fixation de l'ovule fécondé dans la muqueuse utérine 6 jours aprés la
fécondation.

Lactotrope : cellule antéhypophysaire sécréte la prolactine.

Liquéfaction : transformation de sperme qui est un gel épais au moment de 1’éjaculation a un
liquide apres un certain temps (20 minutes).

Ménopause : interruption physiologique des cycles menstruels, due a la cessation de la sécrétion
hormonale des ovaires (cestrogenes et progestérone). La ménopause survient entre 40 et 55 ans.
Méta-analyse : consiste a rassembler les données issues d'études comparables et a les réanalyser
au moyen d'outils statistiques adéquats.

Métaux non essentiels : ce sont les oligo-éléments qui sont une classe de nutriments, sous forme
des éléments minéraux purs nécessaires a la vie d'un organisme, mais en quantités tres faibles qui
représentent une masse inférieure a 1 mg/kg, comme le Fer et le Manganése.

Microdélétion : perte d'une infime partie du chromosome.

Microscopes a contraste de phase: microscope optique qui permet d’augmenter le contraste
entre les objets plus au moins denses, présent dans la préparation observée. Le champ est
sombre.

Mucoviscidose : maladie héréditaire caractérisée par une viscosité anormale du mucus que
sécretent les glandes pancréatiques et bronchiques.

Mucus : substance visqueuse, composée de protéines et de glucides appelés mucine sécrétée par
les cellules mucipares des muqueuses (respiratoires, digestives, génitales).

Narcotique : synonyme de stupéfiant; provoque un assoupissement, un relachement des
muscles et une diminution de la sensibilité pouvant aller jusqu’a I’anesthésie.

Normozoospermie : sperme, dont les paramétres entrent dans les normes des valeurs de
référence de I'OMS.

Nucléases : sont des enzymes qui coupent les liaisons phosphodiesters des brins d'acide
nucléique entre deux nucléotides.

Paraffine : mélange d'hydrocarbures constituant une substance solide blanche.

Phénotype : ensemble des caractéristiques corporelles d’un organisme, et qui sont I’expression
morphologique de certains eléments du génotype.

Plexus pampiniforme : réseau constitué par les veines testiculaires autour de I’artére
testiculaire. Ce plexus absorbe la chaleur du sang artériel afin de le rafraichir avant son entré

dans le testicule.
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Polyspermie : fusion accidentelle de plusieurs spermatozoides avec 1’ovule. Elle conduit a une
cellule-ceuf polyploide non viable.

Post-partum : période s’étendant de I’accouchement au retour de couches utérines (réapparition
des régles). Il dur environ 6 semaines lorsque la mére n’allaite pas, plus longtemps si elle allaite.
Prolactine : hormone polypeptidique sécrétée par les cellules lactotropes de 1’antéhypophyse
responsable de la lactation, inhibé par la dopamine.

Pronucléus : se dit de chacun des noyaux provenant des gametes males et femelle, présents dans
le cytoplasme de I’ceuf apres la fécondation et avant leur fusion (ou la désorganisation de leurs
enveloppes nucléaires qui précéde la premiére division de segmentation).

Puerpéral : relatif a la période qui suit I’accouchement.

Pulsatilité : sécrétion sous forme des pulses. Le pulse est un épisode de libération hormonale
dans le sang, intense mais bref donc il est caractérisé par une montée rapide des concentrations
sanguines suivie d’une diminution de type exponentielle.

Réaction corticale : modification de la zone pellucide due a I’exocytose des granules corticaux
pour le blocage de la polyspermie.

Récepteur : molécule capable d’établir des interactions spécifiques avec une molécule signal
(on dit qu’il y a reconnaissance) qui représentent le point de départ d’une réponse spécifique de
la cellule a ce signal. Par exemple, un récepteur hormonal se lie a I’hormone et déclenche la
réponse de la cellule cible.

Sclérose en plaque : maladie démyélisante du systéme nerveux central, se traduisant par un
durcissement apparaissant sous forme de plaques de la substance blanche.

Sédatif : médicament qui calme ’activité d’un organe ou du psychisme.

Sonication : utilisation dultra-sons pour rompre les membranes cellulaires ou des agrégats
moléculaire.

Spermiation : processus de libération d’une spermatide allongée par sa cellule de Sertoli du tube
séminifere. Lors de cette étape, la spermatide va perdre son cytoplasme qui sera phagocyté par la
cellule de Sertoli.

Stérilité primaire : absence de grossesse aprés un minimum d’un an de rapports sexuels
réguliers non protégés chez une femme qui n’a jamais eu de grossesse.

Stérilité secondaire : absence de grossesse aprés un minimum d’un an de rapports sexuels
réguliers non protégés chez une femme qui a déja eu une ou plusieurs grossesses menées a terme
ou d’avortement.

Stupéfiant : substance médicamenteuse ou non dont I’action sédative, analgésique (morphine),

narcotique provoque a longue une accoutumance et une pharmacodépendance.
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Syndrome de Kallmann : Insuffisance congeénitale de stimulation des gonades due a un déficit
en gonadolibérine, souvent associée a un déficit de 1’adorat.

Systéme d’excision : une forme de réparation enzymatique de I’ADN pendant la réplication qui
consiste a enlever et éliminer la base endommagée suivie par son remplacement par la base
correcte.

Thyreolibérine : (Thyrotropin Releasin Hormon ou TRH), hormone hypothalamique stimule la
production de TSH (Thyroid Stimulating Hormon) antéhypophysaire.

Topoisomérase 11 : les topoisomérases sont des enzymes responsables des superenroulements de
I’ADN. Les topoisomérases Il coupent les deux brins d’ADN puis les ressoudent aprés avoir créé
des superenroulements.

Translocation : transfert d’un fragment de chromosome sur un chromosome non homologue.
Trophoblaste : couche cellulaire périphérique de I’ceuf, formée lorsque celui-Ci est encore au
stade blastocyste et qui est I’origine du placenta.

Typhoide : septicémie provoquée par une bactérie a Gram négatif, Salmonella typhi ou bacille
d’Eberth.

Ulcération : processus caractérisé par une perte de substance de la peau ou d’une muqueuse.
Vasectomie : section chirurgicale des deux canaux déférents.

Zone pellucide : chez les mammiféres, enveloppe de I’ovocyte, formée de trois glycoprotéines
(ZP1, ZP2 et ZP3) sécrétées par le jeune ovocyte. La ZP3 intervient dans la reconnaissance
entre les gametes.

Zygote : I’ceuf fécondé.
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Résumé : Etude de la valeur prédictive de la fragmentation d'ADN spermatique pour le
succes de la fécondation in vitro par microinjection intracytoplasmique de
spermatozoide

Cette étude a pour objectif principal la détermination d’une relation, exprimée par la valeur
prédictive, entre la fragmentation de PPADN spermatique (FAS) et la réussite de I’injection
intracytoplasmique de spermatozoide (ICSI).

L’intégrité de ’ADN spermatique de 26 patients candidats a ’ICSI a été mesurée par le test de
SCD (Sperm Chromatin Dispersion). Les résultats ont été exprimés par I’indice de fragmentation
d’ADN (IFA) avec un seuil de 30%. L'IFA a été étudié en fonction de parametres généraux (age des
hommes, antécédents de recours a une technique de procréation, tabagisme et numération et mobilité
des spermatozoides) ainsi que des parametres relatifs a la reproduction (fécondation des ovocytes,
qualité des embryons, grossesse biochimique et clinique et naissance). L'influence de I'age de la femme
sur les paramétres de reproduction a été également étudiée.

Nous avons trouvé une corrélation négative de I'lFA avec la numération et la mobilité des
spermatozoides mais nous n‘avons pas trouve de différence significative entre les couples avec un
IFA<30% et ceux avec un IFA>30% du point de vue grossesse biochimique et clinique et de la
naissance. Cependant, la qualité des embryons a été significativement meilleure chez les couples avec
un IFA>30%. L'age des femmes n'a pas montré d'influence sur les parametres de reproduction.

La FAS n’a pas de valeur prédictive pour I’ICSI qui est donc un traitement conseillé pour les patients
avec un taux élevé de cassures de I'ADN spermatique.
Mots clés : Fragmentation de ’ADN spermatique/ ICSI1/ SCD/ Spermatozoide.

Abstract: Study of the predictive value of sperm DNA fragmentation for the success of the
intracytoplasmic sperm injection

The main objective of this study is the determination of a relationship expressed by the predictive
value between sperm DNA fragmentation (SDF) and the success of intracytoplasmic sperm injection
(1csi).

Sperm DNA integrity of 26 patients that are candidates for ICSI was measured by the Sperm
Chromatin Dispersion test (SCD). The results were expressed as the DNA fragmentation index (DFI)
with a threshold of 30%. The DFI has been studied following some general parameters (men age,
history of use of a reproductive technique, smoking, sperm count and sperm motility) and other
parameters related to reproduction (oocytes fertilization, embryo quality, biochemical and clinical
pregnancy and birth). The influence of women age on reproductive parameters was also studied.

We found a negative correlation of the DFI with sperm count and sperm motility but we did not
find significant differences between couples with DFI<30% and those with a DFI>30% in terms of
biochemical and clinical pregnancy as well as birth. However, embryo quality was significantly better
among couples with a DFI1>30%. Women's age showed no influence on reproductive parameters.

DFI has no predictive value for ICSI, a treatment recommended for patients with high levels of sperm
DNA breaks.
Key words: Sperm DNA Fragmentation/ ICSI/ SCD/ Spermatozoa.
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