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Introduction et objectifs






Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, I'inilég est définie par I'incapacité d’obtenir
une grossesse clinique aprés au moins 12 moispponta sexuels non protégés (Zegers-
Hochschild, Adamson et al. 2009, Zegers-Hochschitthmson et al. 2017). Dans le monde,
elle concerne environ un couple sur dix en agerder@er. Face aux problemes d’infertilité,
des prises en charge médicales peuvent étre pegposénme la fécondation vitro (FIV) et
I'injection intra-cytoplasmique de spermatozoidéSI) qui sont des techniques d'assistance
médicale a la procréation (AMP). Le développement’AMP a commenceé il y a 40 ans
avec la premiére naissance obtenue en fécondatieitro & Londres en 1978 (Steptoe and
Edwards 1978). La premier injection intra-cytoplapme de spermatozoide a été effectuée en
Belgique en 1992 (Palermo, Joris et al. 1992). N&ans, les taux d’échec de ces techniques
restent relativement élevés. Les causes d’écheeepewtre multiples et sont encore mal
connues malgré de nombreuses recherches sur le klfgertilité du couple n’est plus
attribuée uniguement a la femme, 'homme se troumpliqué dans la moitié des cas.
L'infertilité masculine est principalement assoc&eles perturbations de la spermatogenése
qui peuvent provoquer des anomalies quantitativésl equalitatives dans le sperme. Les
causes de ces perturbations peuvent étre chromgsesyi génétiques ou liées a des
altérations de la qualité de I'ADN spermatique. loesiples dont les hommes infertiles
présentent ces facteurs, peuvent avoir un risqgmenté d’échec d'implantation, de fausses
couches a répétition, de malformations congénitateie de cancer chez I'enfant (Munne,
Sandalinas et al. 2000, Cho, Jung-Ha et al. 208®jd.and Aitken 2005).

Vu l'importance de l'intégrité de I'ADN spermatiquet de I'équipement chromosomique
pour la reproduction, plusieurs auteurs ont étuthé deux parametres afin de mieux
comprendre les causes d’infertilité masculine. &ees equipes ont montré que le taux de
fragmentation de I’ADN et le taux d’aneuploidie spius élevés chez des hommes infertiles
présentant des parameétres spermatiques perturbésclyez des hommes fertiles ou
normozoospermiques (Schmid, Kamischke et al. 2D3,Tsao et al. 2004, Brahem, Mehdi
et al. 2011, Perrin, Louanjli et al. 2011, Braheévtehdi et al. 2012). Lors de précédentes
études de notre équipe brestoise, la ségrégatiastiquie et la fragmentation de '’ADN ont
été analysées chez des hommes porteurs d'une aaachabmosomique de structure. Ces
études ont montré que le taux des gametes chronigsement déséquilibrés et le taux de
fragmentation de I'ADN spermatique sont plus éleléz ces patients par rapport au groupe
témoin (Perrin, Caer et al. 2009). De plus, notgeige a démontré que les gametes

chromosomiquement déséquilibrés ont un ADN plugnfranté que ceux dont I'équipement
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chromosomique est normal ou équilibré (Perrin, Beasiet al. 2011, Perrin, Nguyen et al.
2013). Il apparait donc prudent de ne pas utitiesrspermatozoides pour 'AMP. Différentes
hypothéses sont avancées pour expliquer cette émaigtion de I'ADN telle qu’une
exposition aux especes oxygéenees réactives, ursepsotamination ou encore une apoptose
abortive. Nos résultats sont en faveur de cettai¢ler hypothese. En effet, puisqu’il y a
significativement plus de spermatozoides avec unNAfPagmenté parmi les gametes
chromosomiquement déséquilibrés, nous pouvons agetigjue ces gametes, entre les stades
spermatocytes et spermatides, ont été étiquetémeamevant étre éliminés par apoptose en
raison de leur équipement chromosomique anormas. ganetes auraient alors subi un
processus apoptotique, mais celui-ci n'aurait gasngené a terme pour un certain nombre
d’entre eux. Ainsi, I'apoptose abortive expliquéiai présence de spermatozoides vivants et
fécondants avec un ADN fragmenté dans I'éjaculatedepatients.

De ce fait, la question qui se pose est: commenécsBonner les spermatozoides
chromosomiquement normaux ou équilibrés et sans &Bfinenté ?

Les criteres actuels de mobilité et de morpholagiésés en AMP pour sélectionner un
spermatozoide ne sont pas prédictifs de la qualge I'équipement chromosomique
(Nicopoullos, Gilling-Smith et al. 2008).

Il existe de nombreuses techniques de séparatisrsgiermatozoides. Le tri magnétique a
I'aide de microbilles magnétiques (MACS, Magnetictidated Cell Sorting) est devenu une
technique intéressante et a été proposé comme deétlesélection des spermatozoides non
apoptotiques (Vendrell, Ferrer et al. 2014, Chi,akwet al. 2016, Esbert, Godo et al. 2017).

Par ailleurs, ces dernieres années, de nombretusks é@nt démontré que les ARNm dans
les spermatozoides sont une réplique des genétaadctif dans les différentes cellules de la
lignée germinale. lls sont le reflet des événemaenttsvenus lors de la spermatogenése et
peuvent jouer un rdéle important dans le développgme zygote. Par conséquent, I'étude du
transcriptome dans les spermatozoides a deux tmtén@jeurs, la compréhension des
mécanismes de la spermatogenese induisant undilitéfeet la détermination de profils
prédictifs de succes pour les méthodes d’AMP. Datigtérature, différentes études ont tenté
d’expliquer les causes des anomalies révéléesegaexamens de routine du sperme. Ces
travaux ont été réalisés chez des patients prégemi@ tératozoospermie (Platts, Dix et al.
2007), une asthénozoospermie (Jodar, Kalko et @22 ou encore une oligozoospermie

(Montjean, De La Grange et al. 2012). L'étude danscriptome dans les spermatozoides
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permet également d’analyser I'impact de diversqog&s ou traitements sur les mécanismes
intervenant durant la spermatogenése (Linschod¥am Schooten et al. 2009, Metzler-
Guillemain, Victorero et al. 2015). Tous ces travawntrent bien la pertinence des études du
transcriptome dans les spermatozoides humains ®tagelications du point de vue
fondamental, mais aussi clinique. Néanmoins I'étddetranscriptome par microarray des
spermatozoides humains éjaculés est plus délicatd’ &ude du transcriptome des cellules
somatiques. Ceci est dl a la caractéristique sgeéeifiu sperme humain. Les spermatozoides
sont des cellules haploides hyper-différencieasstrdptionnnellement inactives (Grunewald,
Paasch et al. 2005) et présentant une faible qaafifRN (Miller, Ostermeier et al. 2005).
De plus, le sperme humain ne contient pas seuledentspermatozoides mais également
d’autres cellules somatiques (leucocytes, celldpghéliales) qui présentent une quantité
d'’ARN 200 fois supérieure a celle présente danspesmatozoides (Jodar, Selvaraju et al.
2013). Ainsi, une étape de purification et un pcote d'extraction d’ARN optimal sont

indispensables. Dans la littérature, il N’y a pagdnsensus pour les protocoles décrits.

Les principaux objectifs de ma these consistent a :

» Déterminer I'effet des parametres maternels etrpake sur les résultats de FIV et d'ICSI

* Etudier I'apport du tri de spermatozoides chez ln@smes avec un taux anormal de

fragmentation de ’ADN spermatique

* Etudier I'apport du tri de spermatozoides chez lklesimes porteurs d’'une anomalie

chromosomique constitutionnelle

» Déterminer la ou les origine(s) de la fragmentatien’ ADN chez ces hommes porteurs
d’'une anomalie chromosomique constitutionnelle @tetbpper une méthode permettant
d’augmenter les chances de grossesse pour ceesonfartiles

* Mettre en place une technique d’étude du transeriptdans les spermatozoides a Brest.
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Geéneéralités et revue de la littérature






A. Rappel anatomique et physiologiqu
I. L’appareil génital féminin

L’appareil génital féminirest constitué des différents organes agsurenia production
des gametes féminins, I'accueil et 'acheminemest gametes masculins, laondation, le
transit et 'implantation de zygote, le développeinge I'embryon puis du fcetus pendan

grossesse et son expulsion lors @ccouchement.
L’appareil génital féminimegroup: (Figure 1) :

» Des oganes génitaux interr situés dans la cavité pelvienne :

o0 Deux ovaires ils assurent la production d’ovocytes maturesgfmn exocrine) et |
sécrétion d’hormones stéroii: cestrogenes et progestérone (fonction endoc

o Deux trompes de Fallo : elles sont généralemel# siege de la fécondation et
point de départ de la migration du zyc.

o L'utérus: il joue différents rélesnotamment laprogression, la sélection et
capacitation despgrmatozoides’implantation de I'embryon ele développeme de
ce dernier p@ du feetus pendales neuf mois de gestati@insi que son expulsi.
La sélection des spermatozoides est assurée giaila cervicale. Elle est sécréf

par des cellules du col de I'utérus (cellules éadocol).

fond segment interstitiel

TROMPE DE FALLOPE
ampoule
#

b
UTERUS pavillon

isthme
OVAIRE —-—

col canal endocervical

exocol

vestibule ——» REGION
VULVAIRE
grande \
lévre petite

lévre

Figure 1 : Anatomie des voies génitales féminine:
http://www.leschroniguesdesonia.com/tag/cancer+di+ee+1%27ut%C3%A9rL
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o Le vagin: il est doté d’'une extréme élasticité parmet le passage du fcetus et des
annexes lors de l'accouchement ainsi que I'écoubénael flux menstruel. C'est
également I'organe de la copulation.

» Des organes génitaux externes situés au niveaa\déve : le vestibule, les petites lévres,

les grandes lévres et le clitoris.

1. Ovogenese et folliculogenése

L’'ovogenése est I'ensemble des phénomeénes quiesdsia production des gametes
femelles fécondables. C'est un processus discongniu débute dans l'ovaire feetal,
s'interrompt a la fin de la vie fcetale, reprend puberté et se termine a la ménopause.

Les cellules germinales du feetus (appelées ovogpse multiplient par mitoses de la
15" semaine de développement jusqudlf iois de la vie fetale. A la fin de la croissance,
les ovogonies présentent chacune une couche ddeselblliculeuses aplaties et entament la
premiere division méiotique : ce sont des ovocgiepremier ordre (ovocytes I). L’'ensemble
constitué par I'ovocyte | et la couche de celldigticuleuses forme le follicule primordial.
Les ovocytes | sont bloqués en prophase | de lmipre division de méiose jusqu’a la
puberté ou seuls quelgues-uns seront sélectionhégue mois pour poursuivre leur

maturation.

Cependant un seul ovocyte par cycle de 28 jounm@yenne achévera la premiere division
méiotique pour donner naissance a un ovocyte dedtaa ordre (ovocyte Il) qui sera bloqué
de nouveau en métaphase Il de deuxiéme divisiavacyte Il n’achévera la méiose que s'il
y a fécondation par un spermatozoide. Les divisparsméiose (I et II) sont tres inégales,
I'ovocyte conserve tous les nutriments et exputse petite cellule ne contenant que la moitié
du matériel génétique (appelée globule polaire) dfobtenir un gaméte haploide (Figure 2).

Le nombre d’ovocytes est d'environ 7 millions ditadu 7™ moisin uterg d'1 million a la
naissance, de 400 000 a la puberté, de 8 000 asAavac absence totale a la ménopause. La
diminution du nombre d'ovocytes correspond au e d'atrésie folliculaire.
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Meéiose |

Ovocyte I Reéplication de 'ADN;
2N) appariement des chromosomes

polaire expulse
L Ovocyte IT . ________
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Formation de tétrade
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en prophasel
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1** corps - l

i ; o %
' Zone pellucide e
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Ovocyte (V) blogué _
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Yeme g}ﬂbl].lﬁ - @ { '
polaire = Spermatozoide R
£ Meiose IT achevée aprés E i
Ovule Ia fécondation Granulosa 53 -f-f
e Follicule miir
= B

Figure 2 : Ovogenese et folliculogenése

(A) Méiose | et Il au cours de I'ovogenése, (B) Reentation des différentes étapes de la
folliculogenése (Desai, Ludgin et al. 2017)
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Jusqu'a la puberté, les ovaires contiennent esienient des follicules primordiaux. La
folliculogenése est I'ensemble des phénoménes adsla croissance et la maturation du

follicule. Deux types de follicules se distinguent

* Les follicules évolutifs ou gamétogenes dont unl geu cycle atteindra la maturité et
libérera un ovocyte I
» Les follicules involutifs qui ne dépasseront jamaistade d’ovocyte | et dégénéreront par

atrésie.

Différents types de follicules évolutifs existeRtqure 2) :

* Les follicules primaires: ils sont caractérisésr pme seule couche de cellules
folliculeuses, cubiques.

* Les follicules secondaires pré-antraux : les cefiuiolliculeuses sont formées de deux
puis plusieurs couches de cellules cubiques caastitla granulosa. En méme temps,
'ovocyte | augmente de volume et s’entoure d’'uneeppe glycoprotéique : la zone
pellucide. Les cellules de la granulosa établissirsg jonctions communicantes avec
'ovocyte permettant des échanges métaboliques.ckfisles du stroma ovarien qui
entoure le follicule se différencient pour formarthéeque interne. Les récepteurs de FSH
(follicle-stimulating hormone) et de LH (luteinigrhormone) apparaissent
respectivement sur les cellules de la granuloga & theque interne.

» Les follicules antraux : les cellules de la grasalanénagent entre elles des microcavités
qui convergeront en une cavité unique appelée mntontenant le liquide folliculaire.
Autour de la theque interne se forme une envelditypeuse conjonctive appelée theque
externe. La membrane basale sépare toujours lalgeande la theque interne.

* Le follicule pré-ovulatoire ou follicule mar ou faule de De Graaf : I'ovocyte |, entouré
des cellules de la granulosa, fait saillie dansalaté antrale. L'ovocyte | avec les cellules
granuleuses qui I'entourent directement formemul@ulus oophorud.a premiere couche
de cellules du cumulus entourant la zone pelluéde lacorona radiata La corona

radiata est la plus visible a ce stade.
Du follicule primaire au follicule mar, le diametde I'ovocyte passe d’environ 30 a 1280.

Le noyau synthétise de grandes quantités d'ARM eytoplasme est le siege de nombreuses

syntheses protéiques.
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2. Ovulation

L'ovulation correspond a la rupture de la paroffallicule et de I'ovaire. Dans les heures
suivant le pic ovulatoire de LH et de FSH, l'augtagion rapide de la quantité de liquide
folliculaire provoque une augmentation de la temsle la paroi, en coopération avec l'action
des enzymes destructrices et lytiques, aboutidgalement a la rupture du follicule en un
endroit bien précis. De plus, sous l'influence e@ic hormonal, I'ovocyte |, bloqué a la fin de
prophase, termine la premiére division méiotiqupretiuit deux cellules haploides : I'ovocyte
Il et le premier globule polaire. L'ovocyte |l débua seconde division méiotique et se bloque

au stade métaphasique.

L’'ovocyte Il entouré de lacorona radiataet du cumulus est expulsé avec le liquide
folliculaire dans la cavité péritonéale. Il estugéré par le pavillon de la trompe. Le follicule
rompu et vidé de son contenu va former le folliadddiscent. Il évoluera en corps jaune dans

la deuxiéme partie du cycle : la phase lutéale.
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II.  L’appareil génital masculin

L’appareil génital masculin est constitué des d#fés organes qui assurent la production,
le transport, la nutrition, le stockage des gameatéfes (spermatozoides) et leur expulsion
dans les voies génitales féminines lors d’un rappexuel.

Les testicules sont des gonades males productiespermatozoides, situés dans le scrotum
en dehors de la cavité abdominale. Aprés leur mtimiu dans les tubes séminiféres, les
spermatozoides sont provisoirement stockés dapiglime ou ils subissent leur maturation.
Lors de I'éjaculation, les spermatozoides parcduespanal déférent, le canal €jaculateur et
l'uretre. Tout au long du tractus génital les spmomoides vont se mélanger au liquide
séminal produit principalement par les vésiculenisales £ 70%), la prostatex(30%) avec
une tres faible participation des glandes bulbdrales (Varghese, Deepinder et al. 2014)
(Figure 3).

L'éjaculat est composé normalement de 10% de spezoides et de 90% de liquide séminal

pour un volume total de 1,5 ml a 6 ml.
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tubes
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tube droit
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Figure 3 : Anatomie des voies génitales mascul@te®upe du testicule
http://www.arcagy.org/infocancer/localisations/carsemasculins/cancer-du-testicule/maladie/un-peu-

d-anatomie.html
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1. La spermatogenése

La spermatogenése est I'ensemble des événemenabautissent a la transformation des
cellules germinales en spermatozoides. C’est urepsus continu de la puberté a la mort. La
spermatogenése se déroule dans les tubes sénsnderassociation avec les cellules de
Sertoli. Trois familles de cellules germinales sonpliquées dans la spermatogenese : les
spermatogonies (cellule germinale diploide), lesrs@tocytes (primaire (l) et secondaire
(IN) et les spermatides. Elles sont superposée enmembrane basale et la lumiére du tube
séminifére.

La spermatogenése se produit en deux étapes siwesedsgure 4) :

» La spermatocytogenése : de la spermatogonie &fengfide ronde

* La spermiogenése : de la spermatide au spermatnzoid

a. La spermatocytogenése

Elle débute par une phase de multiplication paroseis des spermatogonies (2n
chromosomes/2n ADN). Cette phase dure 27 joursxilite trois types de spermatogonies

selon Clermont (Clermont 1963) :

* Spermatogonie Ad (dark) a chromatine finement gearse, dense, a aspect sombre
» Spermatogonie Ap (pale) a chromatine poussiérdase c

* Spermatogonie B a chromatine formant des gros gjiaiguliers.

Les spermatogonies Ad sont les cellules souchda dpermatogenése. Chaque cellule se
divise par mitose en une spermatogonie Ap et usensgtogonie Ad. La spermatogonie Ad
permet le renouvellement du stock des spermatogdamdis que la spermatogonie Ap se
divise par mitose en deux spermatogonies B. Lesrgiegonies B sont a l'origine de la
formation des spermatocytes I.

Une phase d’accroissement aura lieu apres la pieasiltiplication.

Durant la phase d’accroissement, le spermatocgtettue une réplication d’ADN (cellule a
2n chromosomes et 4 ADN), (stade pré-leptoteneasls) avant d’entrer en prophase | de
la méiose I. La prophase | comprend 5 stades otepe, zygoténe, pachytene, diploténe et

diacinéese.
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Lors de la prophase |, les chromosomes homologagparient. Au stade pachyténe, ils

échangent, par crossing-over, du matériel génétgtre eux. Au cours de la métaphase |, les
chromosomes homologues sont disposés de parttel@e la plaque équatoriale. Lors de
'anaphase |, les chromosomes homologues se sépetrenigrent vers les pdles opposés.
Enfin, deux cellules filles se séparent par cytagié au cours de la télophase I. Aprées la
division réductionnelle de la méiose (méiose l)spermatocyte | donne naissance a deux
spermatocytes Il (cellules a n chromosomes et 2N)AD

Les spermatocytes Il entrent en deuxiéme divisiemaiose sans réplication préalable de
’ADN. La deuxieme division est une division équetnelle similaire & une mitose somatique
normale sauf qu’elle ne porte que sur n chromoscaoebeu de 2n. La prophase Il a une
durée trés courte. Lors de la métaphase Il, lesnchsomes s’alignent au niveau de leur

centromére sur la plaque équatoriale.

Spermatocytogenése Spermiogenése

Meiose I
Spermatocyte

- .
L 2 :
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Méiose IT ¥
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‘
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REe ‘
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Interphas
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: g
a
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B =S

Cytokingse

Métaphase

Anaphase
“8 ‘O ‘.O ‘.@
Interpha s

Telophase
Prophase

Spermatogonie A ‘;

Spermmatogonie B‘

Spermmatozoide

Cytokinése  Télophase

Figure 4 : Etapes de la spermatogenése
(Gunes, Al-Sadaan et al. 2015)
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Au cours de I'anaphase I, les chromatides sceuchdgue chromosome vont migrer vers les

pbles cellulaires de facon aléatoire.

Apreés la division équationnelle de la méiose, lersmatocyte Il (n chromosomes et 2n ADN)

donne naissance a deux spermatides (n chromosomesDiN).

L’évolution des spermatocytes | en spermatocyteseffectue en 23 jours, et I'évolution des

spermatocytes Il en spermatides s’effectue enrl(fozyba and Montella 1993).

b. La spermiogenese

C'est la phase finale de la spermatogenése au ocderdaquelle les spermatides se

différencient en spermatozoides. Elle s’effectu@@jours. La différenciation est caractérisée

par les modifications morphologiques suivantesyfegd) :

La condensation du noyau : la chromatine se comd@nsgressivement et le noyau
s’allonge. Lors de cette étape de compaction,dprté des histones de type somatique
est remplacée par des nucléoprotéines plus badipgr@éines de transition TNP1, TNP2)
qgui sont elles-mémes remplacées par des nucléamstéiches en arginine et cystéine
(protamines P1, P2) (cette partie sera détaillées da3. Remodelage de la chromatine
spermatique »).

La formation de I'acrosome : I'appareil de Golgufoit de nombreuses vésicules qui
confluent et fusionnent ensemble afin de former wéscule pro-acrosomique a l'origine
de l'acrosome recouvrant les deux tiers antérigluraoyau. L'acrosome contient des
enzymes hydrolytiques (hyaluronidase, neuraminidpiesphatase acide, proacrosine)
indispensables a la traversée de la zone pelludeld’ovocyte au moment de la
fécondation.

La formation du flagelle : tout commence par unlgmgement du centriole distal en
axoneme dans le flagellte centriole distal est a l'origine de I'axonéme filagelle
équivalent d'un long ciformé d'un doublet central et d'wylindre de 9 doublets
périphériques. Les microtubules de I'axonéme swgént et repoussent la membrane
plasmique en un doigt de gant.

La formation du manchon mitochondrides mitochondries’allongent et se disposent en

spirales autour de la premiére partie de 'axoneme.
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» La réorganisation du cytoplasm elle se fait par élimination de la majeure partie

cytoplasme via des corps résiduels. Ces corpstsghagocytépar les cellules de Sertt

Apres la phase ddifférenciatiol, les spermatozoides formés ne contier pas de réticulum
endoplasmiqued'appareil de Golgi, e lysosome ou de peroxyso ni de ribosome
cytosolique.

A ce stade, les spermatozoides n’ont pas encoraisadgur mobilité et leur pouvo

fécondantAu cours du transit épididymairles spermatozoidesibissent demodifications

pour acquérir leur maturation compléte. Les speavzoides acquiérent leur mobilité, sc

I'effet des sécrétions épididymaires. De plus, aieeeu, des sites de reconnaissance d

zone pellucide ewun facteur de décapacitaticviennent se fixersur le membrane des

spermatozoides pour empécl'expression prématurée de leur pou¥éaondar.

Appareil de Golgi
Vacuocle acrosomique

Mitochondrie
Chromatine non condensée

Centriole proximal
Centriole distal

Spermatide ronde

Acrosome

Chromatine
progressivement
condensée

Corps
résiduel

Flagelle en extension

Spermatide en cours

d’élongation Spermatide allongée

Figure5 : Etapes de la spermiogenése
(Guérin 2016)
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C. Le spermatozoide

Le spermatozoide est une cellule deum de longueur. Il est formé péfigure 6) :

* Une téte aplatie qui mesure 4 um de longueur sur 2 a;3n de largeur. Elle contient
noyau coiffé par l'acrosor.

* Un col qui correspond a la zoide jonction entre la téte et le flagelle. C’est uégion
trés complexe qui renferme I'appareil centriolatéa piece connectiv

* Un flagelle qui comporte parties: une piéce intermédiaire mesurant 4 a 5 um toke
en mitochondries qui fournissent I'énergie nécessai mouvement flagellaire, e piece

principale (45um) etune piece terminale (1 ¢ um).
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Figure €: Ultra-structure d’'un spermatozoide humain
(Guérin 2016)
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2. Remodelage de la chromatine spermatique

Apres la méiose, la chromatine du spermatozoidé sufe série de modifications lui
permettant de passer d’'une organisation nucléosoénahe organisation trées compacte sous

forme « doughnut » (Figure 7).

Dans les cellules somatiques, la molécule d’ADN estoulée autour d'un octamere
d’histones ((H2A, H2B, H3 et H4) x 2) pour formen mucléosome. Dés le début de la
spermatogenése, ces histones somatiques sont oémplgpar des variantes d'histones
spécifiques des testicules (Govin, Caron et al42B®usseaux, Caron et al. 2005) puis par
des protamines au stade spermiogenése. Environd@S%istones seront remplacées par des
protamines (Gatewood, Cook et al. 1987, Bench, Etizal. 1996). Le phénoméne de
remodelage est facilité par le relachement coorélaien la chromatine par hyperacétylation

des histones et par I'action de I'ADN topoisomérkse

L’acétylation neutralise les résidus de lysine gBar positivement des extrémités N-
terminales de [I'histone, diminuant ainsi leur afinpour I'ADN, ce qui entrainerait le

relachement des nucléosomes (Grunstein 1997).

2 Histone

Histone remplacé Condensation de

5 Ia chromatine
pardes protamines
Prl:!‘amme ;
Protamine- ADN
Solénoide doughnut
d’histone
Solénoide
d’histone

Chromatine condensée

Figure 7 : Modele d'organisation de I'ADN spermatq
(Ward 2010, Singh and Agarwal 2011 )
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L’ADN topoisomérase Il présente une activité enddé@asique. Elle crée des cassures
temporaires dans I'ADN pour libérer les super-elements de la chromatine et elle-méme
ligature normalement ses cassures temporaires Baelnévement de la spermiogenése et de
I'éjaculation (McPherson and Longo 1993, McPhersmal Longo 1993, Laberge and
Boissonneault 2005, Sharma and Agarwal 2011).

La transition entre I'histone et la protamine sedpit en deux étapes.

Au stade spermatide ronde, les histones sont reggdgpar des protéines de transition (TNP1
et TNP2), nécessaires pour la condensation nordeala chromatine. Elles sont impliquées
dans la réduction du nombre des cassures de 'ADM @erte éventuelle de l'intégrité
génomique du spermatozoide (Sharma and Agarwal)2011

Au stade d’élongation des spermatides, les pratéiteetransition sont remplacées par des
protamines (PRM1 et PRM2). Les protamines (1 ets@t des protéines tres basiques
caractérisées par un noyau riche en arginine etgidus de cystéine (Dixon, Aiken et al.
1985). Le taux élevé d'arginine entraine une chpogéive nette, qui facilite une forte liaison
a 'ADN (Balhorn, Brewer et al. 2000). Les résidies cystéine facilitent la formation de
plusieurs ponts disulfures inter et intra-protarsimesponsables de la compaction et de la
stabilisation du noyau spermatique (Courtens and1981, Szczygiel and Ward 2002).

Aprés le remodelage, la chromatine des spermatezaldvient 6 fois plus condensée que
celle des cellules somatiques (Sergerie, Bleal 8085). Cette caractéristiqgue de chromatine
spermatique a plusieurs avantages : elle permetédiaiction du volume nucléaire du
spermatozoide et par conséquent elle lui conféeestmicture hydrodynamique. De plus, elle
assure une protection du génome paternel pendantafesport a travers les organes
reproducteurs males et femelles et aide a assw@tivaison » a I'ovocyte en bon état.

3. Expression différentielle des genes du spermatoeoid

a. Présence des ARN dans les spermatozoides matures

La spermatogenése est un phénomeéne biologique erenpEgulé par des processus
transcriptionnel, traductionnel et post-traductieinnDes études comparatives d’activités
transcriptionnelles entre les différents stades delules germinales au cours de la
spermatogenése ont identifié une augmentation apdaire des activités transcriptionnelles
au niveau du stade spermatogonie jusqu’au stademapde ronde. Elles sont ensuite
bloquées pendant la différenciation en spermatesoflionesi 1965, Geremia, D'Agostino et

al. 1978, Dadoune, Siffroi et al. 2004). Ces at&s/permettent de synthétiser des transcrits
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indispensables pour la transformation des speremtéh spermatozoides matures (Kleene
2003). Les spermatozoides sont des cellules hyifférahciées dépourvues de cytoplasme,
avec un ADN condensé. lls sont considérés trartgmmipellement et traductionnellement

inactifs vu l'absence d’ARN ribosomiques intactshfilson, Sendler et al. 2011).

Néanmoins, en 1989, Pessot et ses collaboratetirmisren évidence la présence d’ARN
dans le noyau du spermatozoide a I'aide d’ARNas@lée a des billes d’or (Pessot, Brito et
al. 1989). Quelques annees plus tard, de nombrétseéss ont confirmé la préesence d’ARN
messager (ARNm) dans les spermatozoides matures gta RT-PCR (Reverse transcription
polymerase chain reaction) et I'nybridationsitu (ISH) (Kumar, Patel et al. 1993, Chiang,
Steuerwald et al. 1994, Miller, Tang et al. 1994/Ké5, Visscher et al. 1997). Suite a cette
découverte, de nombreuses interrogations ont és€egosur le rdle biologique de ces
transcrits : ont-ils un réle dans la fertilité malste ? Est-ce que les spermatozoides jouent
simplement le rdle de vecteur de transfert du génpaternel dans I'ovocyte ?

En 2002, une équipe américaine a décrit pour lmiare fois le profil complet d’expression
des genes dans les spermatozoides d’hommes fertitesaux par microarray (Ostermeier,
Dix et al. 2002). En fait, ces auteurs ont étudiéoparé le profil génétique dans le testicule
chez des hommes histologiquement normaux, victoeasaumatismes et agés de 17 a 61 ans
et dans le sperme éjaculé chez des volontairee$etts ont détecté 7 157 transcrits dans un
pool de 19 testicules, 3 281 transcrits dans un ge® spermes €jaculés et 2 780 transcrits
dans le sperme éjaculé individuel. De plus, ilsmontré que les transcrits identifiés dans les
spermatozoides sont retrouvés également dansletéisticulaire. Par conséquent, ces auteurs
ont supposé que les ARNm sont une répligue dessggoesont a I'état actif dans les
différentes cellules de la lignée germinale. Casdcrits sont donc le reflet des événements
intervenus lors de la spermatogenése (Ostermeier,eDal. 2002). Plus tard, certaines
équipes ont focalisé leurs travaux sur I'étude @undcriptome dans le spermatozoide par
microarray dans le but d’identifier les mécanisnsesis-jacents de linfertilité masculine
vraisemblablement dus a des génes impliqués dapelaatogenese (Platts, Dix et al. 2007,
Linschooten, Van Schooten et al. 2009, Nguyen, m¥slaet al. 2009, Garcia-Herrero,
Meseguer et al. 2010b, Garcia-Herrero, Garridd.€t(.1, Bonache, Mata et al. 2012, Jodar,
Kalko et al. 2012, Montjean, De La Grange et allZMMetzler-Guillemain, Victorero et al.
2015). D’autres équipes ont réalisé des séquengig€ARN spermatique afin d’identifier,
qualifier et caractériser la population des tratsspermatiques (Krawetz, Kruger et al. 2011,
Jodar, Selvaraju et al. 2013, Sendler, Johnsoh 2083, Schuster, Tang et al. 2016).
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Dans les spermatozoides humains, les ARN sontisésaprincipalement dans la téte de
spermatozoide (Dadoune, Pawlak et al. 2005) ou ldapigce intermédiaire (Kumar, Patel et
al. 1993). Ces ARN forment une population complessprenant des ARN longs codants et
non codants et de petits ARN non codants (Jodarafsgu et al. 2013).

b. Fonctions des ARN spermatiques

Dés lidentification de I'ARN au niveau des sperpmiides matures, différentes
hypothéses ont été émises pour expliquer leurs ddes l'infertilité masculine, au cours du
développement embryonnaire et leurs impacts sprogéniture.

L'un des roles hypothétiques proposé est son imgtin dans le remodelage de la
chromatine spermatique au cours de la spermatogeRassque les ARN spermatiques sont
un composant connu de I'enveloppe nucléaire (Kraamet Krawetz 1997), il est possible
gu’ils jouent un role passif pour stabiliser legenactions entre I'enveloppe nucléaire et 'ADN

lié aux histones (Miller, Ostermeier et al. 2005g(re 8).

(a) Somatiqua Sparmatozida (b}
MNP0 aovdouwse FAOUS
3 helics 3 Tate de spermatozoids
Protaming i
Membrane eellulaire
E h
Nadissome ) m W —-..\c/.-*.tms:&mﬂ
Enveloppe nuclézirs
gf@]}nuhut / \

—J-I‘ Nudléoprotzmme

Boucle

e Ry 'M ARN
Boude $ADN, B, R ADN
histone enlevée ¢ ) S it iz § //
v\ .-'/ Ciéne J-—*r; ~
Origine de 1a_..'gg1 ;:EP*’” atif BB v Boude JADN,
réplication /)] "”\h'f_“'“-- otamine retirse
¢ 1/ U\ D Pr
Géne inacki Génes protammes =t ADN telomérique,

nucléozomes (histons) enlevés

Figure 8 : Relation entre I'ADN, I'ARN et la magiaucléaire dans les spermatozoides
(a) Comparaison entre I'organisation de I'ADN dedlules somatiques et des spermatozoides,
(b) Répartition de I'ADN, I'ARN et la matrice nual@ (Miller, Ostermeier et al. 2005)
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lls pourraient avoir également un réle actif aursode la protamination (Hamatani 2012).
Hammoud et al ont montré que les nucléosomes retdaos les spermatozoides matures
n'étaient pas simplement le résultat d’'une protation aléatoire et inefficace, mais étaient
significativement enrichis dans de nombreux locaogdrtants pour le développement
embryonnaire (Hammoud, Nix et al. 2009). Par consgfles ARNm du spermatozoide
pourraient faciliter I'échappement sélectif des uséges liées aux histones d'un
reconditionnement par les protamines (Hamatani 012

D'autres fonctions possibles de 'ARN spermatiqgoengrennent la traduction deovo
pour remplacer des protéines degradées ou déenmt(ivber and Ostermeier 2006) qui
pourraient avoir une fonction pendant ou apresdegssus de fécondation (Gur and Breitbart
2006). L’activité traductionnelle a été démontrée [incorporation d'acides aminés marqués
dans des polypeptides pendant la capacitation girsatozoides, completement inhibée par
les inhibiteurs de la traduction mitochondriale snpias par l'inhibiteur de la traduction
cytoplasmique (Gur and Breitbart 2006). Ces auteurs suggéré que la traduction est
maintenue par les ribosomes 55S mitochondriaux g@nd capacitation (Gur and Breitbart
2006).

Par ailleurs un réle fonctionnel des ARN spermaga été démontré puisqu'ils ont été
retrouvés dans les ovocytes de souris apres fétondst détectés ensuite dans les zygotes
(Hayashi, Yang et al. 2003, Rassoulzadegan, Grandgt al. 2006). En utilisant la
fécondation hétérospécifique de spermatozoides insnaa&ec des ovocytes d’hamster doré,
les transcrits de clustérine (sulfated glycoproefeiou SGP-2) et de PRM2 ont été détectés de
facon constante dans les spermatozoides humailesgties zygotes respectivement a 30 min
et a 3 heures aprés la fécondation, mais pas @aneviocytes non fécondés (Ostermeier,
Miller et al. 2004). De plus, des transcrits derspozoides tels que PSG1 (pregnancy-
specific beta-1-glycoprotein 1) et HLA-E (human Keayte antigen E) ont été également
détectés 24 heures apres la fécondation des ogoftendano, Franchi et al. 2009). Ces
résultats suggérent que les ARN spermatiques jawrerile important dans le développement

embryonnaire précoce.

En fait, la clustérine, protéine épididymaire, ks un roéle majeur dans la maturation des
spermatozoides et dans l'interaction entre le spteaunide et la zone pellucide de 'ovocyte
lors de la fécondation (Moura, Chapman et al. 2008 PSG1 est une glycoprotéine

synthétisée en grande quantité par les trophoblaStdte protéine peut jouer un réle crucial

dans le soutien de la gestation précoce et lagirotedu foetus contre le systeme immunitaire
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maternel (Avendano, Franchi et al. 2009). La pr&éde HLA-E permet d'éviter la
surveillance des cellules NK (natural Killer Cellsjaternelles (Avendano, Franchi et al.
2009). D’autres transcrits détectés dans les spemvi@es peuvent avoir une fonction
potentielle dans l'ovocyte fécondé telle que AKARALKinase anchoring protein 4),
FOXG1B (forkhead box G1B), WNT5A (wingless-type MMTintegration site family,
member 5A). AKAP-4 est une protéine impliquée dbesscascades de signalisation pour
l'activation initiale des ovocytes apres la fécdimmta(Miki, Willis et al. 2002). Le transcrit
FOXG1B est important pour la structuration embryaire précoce et le transcrit WNT5A est
impliqué dans la différenciation cellulaire asseciéla structuration morphologique (Krawetz
2005). En outre, 'ARN codant PLC-zéta (phosphekpd zéta) a été détecté dans les
spermatozoides matures et son injection dans lés deusouris provoque des oscillations

CaZ et l'activation des ceufs (Sone, Ito et al. 2005).

Néanmoins, les ARN livrés dans I'ovocyte par lerspgozoide n'ont pas tous une fonction

dans l'ovocyte fécondé et dans le développementoped de I'embryon, notamment les

transcrits spécifiques des spermatozoides. La mpm&a2 représente un exemple de ces
transcrits. Le gene codant la protamine-2 est §gaeiment et uniquement exprimé avant et
pendant la phase de condensation de I'ADN danspesmatides. Son expression dans
l'ovocyte fécondé est supposée étre délétere BNIM est rapidement dégradeé (Ziyyat and
Lefevre 2001, Hayashi, Yang et al. 2003).

Suite a la découverte de I'équipe d’Ostermeier éseier, Dix et al. 2002) et au vu de la
complexité des transcrits de la population des Afférmatiques, certaines équipes ont
suggéreé un effet épigénétique sur I'embryon engendtamment par les ARN non codants.
Cette hypothése a été confirmée par certains autediguant que '’ARN spermatique peut
assurer une hérédité génétique non mendéliennedfeem, Gounon et al. 2009, Krawetz,
Kruger et al. 2011, Gapp, Jawaid et al. 2014). heau d'expression de sncARN (small
noncoding RNA) tel que les microARN (miRNA), lesmpinteracting ARN (piARN), les
fragments d’ARNt et de petits fragments d'’ARN naicés a été signalé étre modifié dans les
spermatozoides des hommes obéses (Donkin, Versiylad 2016). Une altération de
I'expression du piARN pourrait moduler de maniemordonnée l'expression des génes
impliqués dans le comportement et la prise alimentt pourrait participer a prédisposer la

progéniture a I'obésité (Donkin, Versteyhe et alL&).
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B. Infertilité
. Définition

Depuis 2009, selon 'OMS (Organisation Mondiale ldeSanté) et 'ICMART (Comité
International pour la Surveillance des Techniguéssistance a la Reproduction) linfertilité
est définie par «l'incapacité d’obtenir une gresseclinique aprées au moins 12 mois de
rapports sexuels réguliers non protégés » (Zegechsthild, Adamson et al. 2009, Zegers-
Hochschild, Adamson et al. 2009). Récemment en 2@li7niveau du dernier glossaire
international sur le soin de l'infertilité et deféatilité, la définition de I'infertilité a été atgie
a une « déficience des individus » dans leurs d¢@za& se reproduire, gu’ils aient ou non un
partenaire (Zegers-Hochschild, Adamson et al. 2@egers-Hochschild, Adamson et al.
2017). Elle est considérée comme une maladie ggeralre un handicap comme une
altération de la fonction (Zegers-Hochschild, Adamset al. 2017, Zegers-Hochschild,
Adamson et al. 2017). Elle concerne entre 8 et @i2%couples en age de procréer dans le
monde (Inhorn and Patrizio 2015).

L’infertilité peut étre primaire ou secondaire : aouple ou un individu avec une infertilité
primaire est défini comme n’ayant jamais eu de ggese, alors que s’il y a eu une grossesse,
l'infertilité est secondaire (Zegers-Hochschild, aAtson et al. 2017, Zegers-Hochschild,
Adamson et al. 2017)

Le terme de « stérilité » doit étre réservé a wat @ermanent de linfertilité (Zegers-
Hochschild, Adamson et al. 2017, Zegers-HochscAitthmson et al. 2017). La proportion de

couples réellement stériles est de 3 a 4 % (Spidé)L

II.  Etiologies

L'analyse de la répartition des causes de periarbde fertilité montre que dans environ
39% des cas l'infertilité est due a des facteursiriéns, dans 20% des cas elle résulte de
facteurs masculins, dans 26% des cas elle estegaséine association des facteurs féminins

et masculins (mixte) ou alors idiopathique dans % cas (Nieschlag 2010).
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1. Etiologie de l'infertilité féminine
Les principales causes de l'infertilité fémininensceprésentées par (Keel, May et al. 2000) :

* Des troubles de I'ovulation dans 25 a 30%
* Une endométriose dans 25 a 30%
» Des obstructions tubaires dans 20 a 30%

 Des anomalies utérines dans 5%.

Troubles de I'ovulation :

L'ovulation peut étre absente (anovulation) ou gmés de fagon irréguliere (dysovulation).
Un dysfonctionnement des ovaires (origine ovari¢moede I'axe hypothalamo-hypophysaire

(origine centrale) peut étre a l'origine de cesities :

e L’origine ovarienne peut étre due a :

o0 un hypogonadisme ovarien congénital ou acquislieenavec des facteurs génétiques
(Syndrome de Turner), des maladies auto-immune® dnimiothérapie, une
radiothérapie, des toxiques, une infection par I Wirus de I'lmmunodéficience
Humaine) (Keel, May et al. 2000, Jin, Yu et al. 201

0 une dysovulation : avec par exemple un syndromeoglages polykystiques (Keel,
May et al. 2000, Meniru 2004).

0 une tumeur ovarienne.

* L’origine centrale peut étre due a :

0 un stress, des exercices intensifs, une diminigratale du poids corporel (Keel, May

et al. 2000), une mauvaise hygiéne de vie, le tdlzcool, I'age...

0 une hyperprolactinémie (Keel, May et al. 2000).

Endométriose :

L’endométriose est caractérisée par des localisatianormales du tissu de I'endométre
(ovaires, trompes, cavité péritonéale). Ce tissupiaé peut provoquer des lésions tubaires
ou ovariennes, voire méme une perturbation de lbbem (Healy, Trounson et al. 1994,
Meniru 2004).
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Obstructions tubaires :

Les trompes de Fallope correspondent au site dad@tion. Les obstructions tubaires sont le
plus souvent d'origine infectieuse en particules infections a Chlamydia (Meniru 2004).
Elles peuvent étre dues aussi a une malformatiogéutale, une intervention chirurgicale

(grossesse extra-utérine) ou de I'endométriose ((MQD04).

Anomalies utérines :
La cavité utérine est le lieu de nidation. Les phkipies utérines pouvant empécher
limplantation sont le fiborome, I'endométrite (irfilon de I'endomeétre), les malformations

utérines acquises ou congénitales (Meniru 2004).

Les anomalies du cervix peuvent dans certains trasude cause d'infertilité. La glaire
cervicale peut étre sécrétée de facon inadéquzea ou pas de production de mucus, glaire
épaisse, glaire hostile aux spermatozoides (présganticorps anti-spermatozoides) (Meniru
2004).

2. Etiologie de I'infertilité masculine

Les causes d'infertilité sont multiples et souventtifactorielles chez un méme individu.
Dans 61% des cas, elle est associée a des pexingode la spermatogenése qui peuvent
provoquer des anomalies quantitatives et/ou quakis du sperme (Thonneau, Marchand et
al. 1991, Schlosser, Nakib et al. 2007).

Causes pré-testiculaires :

Les causes endocriniennssnt rares (Boyer, Ravel et al. 1999), elles samsda un
dysfonctionnement de I'axe hypothalamo-hypophysaime atteinte congénitale génétique,
anatomique, tumorale, traumatique, ischémique @iépytose) ou toxique (thalassémie,
drépanocytose ou hémochromatose). Ces troublesair@rit un hypogonadisme
hypogonadotrope (Schlosser, Nakib et al. 2007).

Causes testiculaires :
L’altération de la fonction exocrine du testicukeup étre causée par des Iésions traumatiques
et ischémiques (torsion du cordon spermatique,udig, varicocele), I'hyperthermie,

'exposition aux rayonnements ionisants ou auxdgogs environnementaux (tabac, alcool...)
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ou meédicamenteux (Schlosser, Nakib et al. 2007k Reut étre également d'origine
génétique : anomalies chromosomiques ou microdéketilu chromosome Y (Foresta, Moro
et al. 2001, Turek and Pera 2002, Schlosser, Nglah 2007).

Causes post-testiculaires :

Les étiologies post-testiculaires se traduisentl'pastruction des voies génitales. Elle peut
étre congénitale : agénésie vésiculodéférentiellengénitale (forme génitale de
mucoviscidose) (Turek and Pera 2002) ou acquidsstructions tumorales, infectieuses ou

iatrogenes post-chirurgicales (Schlosser, Nakdd.€2007).

C. Les diagnostics de l'infertilité

Selon 'OMS, les diagnostics de l'infertilité peunteétre inities en moins d'un an en
fonction des antécédents médicaux, sexuels etdaptifs, de I'age, des résultats physiques et
des tests de diagnostic (Zegers-Hochschild, Adamesoral. 2017, Zegers-Hochschild,
Adamson et al. 2017). Le diagnostic de l'inferéilicthez un couple le concerne dans son
ensemble (aussi bien la femme que I’homme). L’evgplon de I'infertilité consiste a faire un
interrogatoire, un examen clinique, des analysel®dgiques et des examens complémentaires

pour chacun des partenaires (Khallouk, Tazi €G@l0, Yazbeck 2016) :

I.  Exploration de l'infertilité féminine

L’exploration de la fertilité féminine est souvepitis longue et plus approfondie que celle de

’lhomme. Parmi les investigations il y a un intgyatoire et de nombreux examens :

Interrogatoire :

« Age, poids, consommations (tabac, alcool, drogoegains médicaments) et expositions
(toxigues, chimiques, métaux lourds, polluants oigzes...)...
» Les antécédents gynéco-obstétricaux : age des gmesnirégles, longueur du cycle,

syndrome prémenstruel, durée des regles, mode rideaception utilisé antérieurement,
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grossesses antérieures et leur issue, notion dimfiegénitale basse ou haute (salpingite)
et explorations chirurgicales utéro-annexielles...

Les antécédents médicaux : maladie chronique (tiabgpertensiorngjysfonctionnement
thyroidien), antécédent de maladie infectieuse efttdose) ou cancer traité par
chimiothérapie ou radiothérapie...

Les antécédents chirurgicaux : chirurgie digestivgoelvienne...

Examens :

Courbe de température : I'ovulation s’accompagnené’élévation corporelle de 0,4 a
0,5°C. L’établissement de cette courbe peut permdtévaluer la qualité de I'ovulation.
Bilan hormonal : bilan de réserve ovarienne (FSktradiol et AMH), pour identifier une
hyperprolactinémie (dosage de prolactine) et uriothgsionnement thyroidien (dosage de
TSH (thyroid stimulating hormone)).

Examens par imagerie des organes génitaux : pemedfidentifier et d’évaluer les
anomalies au niveau de l'utérus, des ovaires ourdeges. Selon les cas, il est possible
d’utiliser I'’échographie, I'’échographie pelviennEhystérosalpingographie (HSG), la
ccelioscopie (ou laparoscopie), I'’hystéroscopie...

Test post-coital de Huhner : permet d'étudier laligtide la glaire cervicale apres un
rapport sexuel ainsi que le comportement des speroiaes.

Examen génétique : un caryotype peut étre demandé.

Sérologie Chlamydiae, dépistage VIH, virus de ldép B (VHB), virus de I'hépatite C
(VHC) et syphilis.

Exploration de l'infertilité masculine

L’exploration de la fertilité masculine s’accompagagalement d’un interrogatoire et divers

examens.
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Interrogatoire :

Age, poids, fertilité¢ personnelle et familiale, sommations (tabac, alcool, drogues,
certains médicaments) et les expositions professites (chaleur, toxiques chimiques,
meétaux lourds, polluants organiques...).

Les antécédents médicaux : développement de lartgubeotion de traumatisme
testiculaire, de cryptorchidie, antécédents d'tndes urinaires ou génitales (modalités de
diagnostic et traitement)...

Les antécédents chirurgicaux : intervention chiaaig sur les testicules ...

Examens :

Spermogramme-spermocytogramme : c'est I'examemeteigre intention a réaliser chez
I'hnomme en cas d'infertilité du couple. Il fournit
o Des informations indirectes sur |'état des voiasitgies et des glandes associées,
prostate et vésicules séminales (leurs secrétionstituent le liquide sémingjui
se mélange aux spermatozoides lors de I'éjacujation
o Une évaluation globale sur les aspects qualit&tifguantitatifs concernant les

spermatozoides et les autres cellules présentedelaperme.

Le spermogramme représente tous les tests maonetscopiques du sperme réalisés a
I'état frais. Apres liquéfaction du sperme, une lys®a des principaux parametres
spermatiques est effectuée selon les normes prep@s¥ 'organisation mondiale de la
santé (WHO 2010) (Tableau 1).

Le spermocytogramme représente I'analyse morplplegiles spermatozoides humains
comprenant I'évaluation du pourcentage de spermiaez morphologiquement normaux,
'analyse de la fréquence des diverses anomaligphotngiques et le calcul de l'index
des anomalies multiples (IAM = Nombre total d'aggirecensées / Nombre de
spermatozoides atypiques). En se basant sur Isifddason de David modifiée (Auger,
Eustache et al. 2000), différentes anomalies sonstatées : 7 anomalies de la téte, 3
anomalies de la piece intermédiaire et 5 anomaliedlagelle (Auger, Eustache et al.
2000) (Tableau 1).

[31]



Tableau 1 : Normes officielles des parametres émspgramme selon 'OMS et
spermocytogramme selon la classification de Dawidifiée

(Auger, Eustache et al. 2000, WHO 2010)

Paramétres Normes Définition de I'anomalie
Volume [1,5ml, 6ml] < 1,5ml = hypospermie
> 6ml = hyperspermie
Numération [15 millions/ml, 200 millions/mi] 0 = azoospermie
> 39 millions (au total) < 15 millions/ml = oligozoospermie
> 200 millions/ml = polyzoospermie
Mobilité Mobilité progressive (a+b) < 32% = asthénozoospermie
de type (a+b) > 32% (at+b+c) < 40% = asthénozoospermie
Mobilité de type (a+b+c)> 40%
Vitalité > 58% < 58% = nécrozoospermie
Leucocytes < 1 million/ml > 1 million/ml= leucospermie
Formes normales >15% < 15% = tératozoospermie

classification David modifiée

Si ces analyses de la quantité et/ou de la quidiséspermatozoides mettent en évidence une

anomalie spermatique, d’autres examens peuvenpi&serits :

» Bilan hormonal : FSH, testostérone, inhibine B

» Dosage des marqueurs du liquide séminal

» Spermoculture : réalisée a la recherche d’'une fiiec

+ Examens d’'imagerie : 'échographie permet de visaalles testicules, la prostate et les
vésicules séminales

* Bilan immunologique : permet d’identifier la présend’anticorps anti-spermatozoides,
par exemple a la suite d’un traumatisme au niveallagpareil génital

» Examens génétiques : caryotype, évaluation deagnfentation de 'ADN, recherche de

microdélétion du chromosome Y, etc.

Cependant, environ 15% des hommes infertiles ostspermogrammes normaux (Agarwal
and Allamaneni 2005). De plus, certains auteurs rapporté que les spermatozoides de
morphologie apparemment normale peuvent présemerddmmages au niveau de I'’ADN
(Avendano, Franchi et al. 2009), pouvant affecequalité embryonnaire et I'évolution de la
grossesse (Avendano, Franchi et al. 2010). Paréqoest, un diagnostic définitif de
l'infertilité masculine ne peut souvent pas étrarsoa la suite de l'analyse de routine du
sperme (Schulte, Ohl et al. 2010).
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Dans la partie suivante nous nous intéresserons plarticulierement aux causes

cytogénétiques et moléculaires de linfertilité mame.

D. Aspects cytogénétique et moléculaire de l'infertdé masculine

I.  Anomalies chromosomiques et infertilité masculine

Une anomalie chromosomique est une anomalie qoh®un ou plusieurs chromosomes.
La relation entre ces anomalies et l'infertilitéég suspectée pour la premiere fois par
Ferguson-Smith, Lennox et al. (1957). lls ont idféntles corpuscules de Barr chez 10 des 91
hommes ayant une azoospermie ou une oligozoospséu@e (Ferguson-Smith, Lennox et
al. 1957). Deux ans plus tard, Jacobs et Strongdemtifié chez ces hommes présentant un
syndrome de Klinefelter, la présence d'une congiiiichromosomique 47,XXY (Jacobs and
Strong 1959). Depuis cette découverte, plusieunslest ont rapportéue les anomalies
chromosomiques pouvaient étre associées a dedesodd la spermatogenése et a l'infertilité
masculine (Kjessler 1966, Plymate, Bremner et 8If6] De Braekeleer and Dao 1991,
Miharu 2005, Sun, Ko et al. 2006, Yatsenko, Yatseak al. 2010, Pylyp, Spinenko et al.
2013). Une méta-analyse des études des anomaliesnatomiques chez les hommes
infertiles a montré que chez 8 952 patients inéwti600 (6,7%) présentent une anomalie
chromosomique (De Braekeleer, Perrin et al. 20@8)dis que sur 10 202 caryotypes de
donneurs fertiles, une anomalie chromosomique estepte seulement sur 38 caryotypes
(0,37%) (Ravel, Berthaut et al. 2006). De plus,sd@npopulation des hommes infertiles, la
forte prévalence des anomalies chromosomiquesetsiuvée chez les hommes atteints de
troubles séveres de la spermatogenese. Elles dentifiees chez 4,2% des patients avec
oligozoospermie et chez 13,48% des patients pr@senne azoospermie (De Braekeleer,
Perrin et al. 2006). Elles consistent principalemmen une constitution XXY, ou une
translocation robertsonienne, ou réciprogue éqédib(De Braekeleer and Dao 1991, De

Braekeleer, Perrin et al. 2006).

[33]



1. Anomalies chromosomiques constitutionnelles

Les anomalies chromosomiques chez les hommesilesesont classées en deux grands
groupes :

* Les anomalies de nombre des chromosomes (anewgdpide syndrome de Klinefelter
47,XXY (3,8%) ou en mosaique 47,XXY/46,XY (0,5%gslautres anomalies de nombre
des gonosomes dont la formule 47,XYY (0,5%) ou emda formule chromosomique
46,XX (0,1%) et la formule chromosomique 45,X/46,Xdre) (Chang, Clark et al. 1990,
De Braekeleer, Perrin et al. 2006).

* Les anomalies de structure des chromosomes : dieodeastructure du chromosome Y
(0 ,5%), translocation robertsonienne (0,6%), tioaion réciproque équilibrée (0,3%),
marqueurs chromosomiques surnuméraires (0,2%) warsion (0,1%) (De Braekeleer,
Perrin et al. 2006).

a. Anomalies chromosomiques de nombre

Une anomalie chromosomique de nombre est définie ysa nombre anormal de
chromosomes d’'une méme paire. Un chromosome edtiere paire peut étre absent
(monosomie) ou en excés (trisomie) chez un individes anomalies numériques sont plus
souvent dues a un défaut de ségrégation (non digparméiotique) au cours de la méiose et
rarement dues a une erreur mitotique postzygotiglies peuvent également étre le résultat
d'un retard chromosomique au cours de l'anaphasapfese lag) entrainant une perte
chromosomique (Smyth and Bremner 1998, May-Panlbigtinge et al. 2001, Flannigan and
Schlegel 2017). Leur incidence est estimée a 3%¥@dertements, 4% des morts-nés et 0,3%

des enfants nés (Hassold, Abruzzo et al. 1996).

Le syndrome de Klinefelter est I'anomalie la plugguente, elle représente plus de 60%
des anomalies de nombre touchant les gonosomes-Rlsiapup, Malinge et al. 2001). Il a
une prévalence de 3% chez les hommes infertile® &ez les hommes azoospermiques
(Piomboni, Stendardi et al. 2014) et 5% chez lemrhes oligozoospermiques séveres
(Foresta, Garolla et al. 2005). Le syndrome proeoqgenéralement l'arrét de la
spermatogenése au stade primaire des spermatoryissoccasionnellement, des stades plus
tardifs du développement des gametes sont identffBeorgiou, Syrrou et al. 2006). Les

hommes infertiles atteints par ce syndrome présent@e constitution chromosomique
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homogene 47 ,XXY dans la plupart des cas mais e#at @tre aussi en mosaique
47 ,XXY[/46,XY. Chez 25 % des hommes présentanbiméile 47,XXY, des spermatozoides
sont retrouvés dans I'éjaculat (Ferlin, Raicu et28l07, O'Flynn O'Brien, Varghese et al.
2010), les hommes avec formule en mosaique peaveit une spermatogenese résiduelle
dans leurs tubes séminiféres (Foresta, Garolld. &085). Il a été rapporté qu’a l'aide des
techniques d’AMP, ces hommes peuvent avoir desnenfavec caryotype normal (Ferlin,
Garolla et al. 2005, Ferlin, Raicu et al. 2Q0@ais le risque d’avoir une progéniture avec des
anomalies chromosomiques pourrait étre importasulithoff, Abeliovich et al. 1998, Ron-
El, Strassburger et al. 2000), puisque ces hommagent produire des gametes avec un taux

élevé d’aneuploidies (Georgiou, Syrrou et al. 2006)

D’autres aneuploidies gonosomiques sont égalerméattées chez les hommes infertiles
telles que le syndrome 47,XYY (ou syndrome de Ja¢addcobs, Brunton et al. 1965) qui
concerne de 1 a 4 hommes sur 1 000 (May-Panloulndéeet al. 2001). Plusieurs études ont
montré la présence d'un taux élevé de spermatozaiieomosomiquement déséquilibrés
dans I'éjaculat de ces hommes (Blanco, Rubio etl2®7, Wong, Ferguson et al. 2008).
L’anomalie 45,X/46,XY est une anomalie numérique deromosomes sexuels résultant d'un
mosaicisme du chromosome Y. Elle est identifieezch@/10 000 nouveaux-nés (Chang,
Clark et al. 1990).

b. Anomalies chromosomiques de structure

Plusieurs études ont rapporté la relation entrehesnalies chromosomiques de structure

et linfertilité masculine. Ces anomalies sont s I¢ranslocationsrobertsoniennes, les
translocations réciproques équilibrées (simplescomplexes), les inversions. Seules les
translocationsobertsoniennes et les translocations réciproggetilirées seront développées
dans cette these.
Une méta-analyse chez 15 242 hommes infertiles atrénoque les translocations
robertsoniennes sont 9 fois plus fréquentes etrégslocations réciproques sont 6 fois plus
fréequentes dans cette population que chez les aouveés (De Braekeleer, Perrin et al.
2006).
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Translocation robertsonienne :

La translocation robertsonienne est le résultab@fwsion généralement centromérique de
deux chromosomes acrocentriques (13, 14, 15, 2] ,h@fhologues ou non homologues
(Ferlin, Raicu et al. 2007). Elle aboutit a la fation d’'un chromosome dérivé composé des
bras longs de deux chromosomes acrocentriquespavree des deux bras courts. Cette perte
est sans conséquence pour le porteur car les tuats cles acrocentrigues ne contiennent que
des séquences répétées en tandem des genes d'Bédidmiaux (NOR nucleolus organizer
region) et par effet de dose, leur perte n’a pas de conséquer@soplpique pour le porteur.
En conséquence de cette fusion, le porteur d'amsltication robertsonienne a un caryotype a
45 chromosomes. Cette anomalie concerne enviromaissance sur 1 000 (May-Panloup,
Malinge et al. 2001, Ferlin, Raicu et al. 2007)ekEst I'anomalie chromosomique de structure
la plus frequente chez les hommes infertiles eriquéier chez les hommes ayant une
oligozoospermie (1,8% des cas contre 0,1% chelzdesnes azoospermiques et 0,05 % dans
la population générale) (Veld, Weber et al. 199ga@a, Araki et al. 2000, May-Panloup,
Malinge et al. 2001, De Braekeleer, Perrin et @D6). Par ailleurs, Baccetti, Capitani et al.
(2002) ont montré qu’'une immaturité spermatiqueacstrrelle inhabituelle (gros noyau non
condenseé, acrosome absent ou réduit) est assol@édeaaslocation robertsonienne (Baccetti,
Capitani et al. 2002).

Translocation réciproque équilibrée :

La translocation réciproque consiste en I'‘échangendtériel chromosomique entre les
bras de deux chromosomes sans perte ni gain deiehakdle aboutit a la formation de 2
chromosomes dérivés. Elle concerne environ unsaate sur 1 175 (De Braekeleer and Dao
1991). La fréquence de ce réarrangement chromosenuljez les hommes infertiles est 10
fois plus élevée que dans la population généradm (Wssche, Bonduelle et al. 1996). Cette
anomalie concerne 1% des hommes oligozoospermicetes0,62% des hommes

azoospermiques (De Braekeleer, Perrin et al. 2006).
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2. Ségrégation méiotique chez les hommes porteurs d’'anomalie

chromosomique

Les problémes de fertilité chez les porteurs desraties chromosomiques sont dus non
seulement a divers défauts spermatogéniques malsnégnt au pourcentage de gametes
chromosomiquement déséquilibrés produits par cesntes. La fécondation d’'un ovocyte
normal par ces gametes augmente le risque de naafmm de foetus chromosomiquement
déséquilibré. Ces anomalies chromosomiques sorriesipales causes de fausses couches
(Egozcue, Blanco et al. 2000), de mortalité péaleatde malformations congénitales, de
retard mental et de retard d’acquisitions (Hook 5,98lecht and Hecht 1987). Elles

concernent de 0,8 a 1% des naissances vivantedn&@and Sutherland 2004).

a. Ségrégation meéiotique et anomalie chromosomique a@mbre

Chez les hommes porteurs du syndrome de KlinefglXY), théoriquement la
ségrégation méiotique se déroule comme indiqué ldafigure 9. 50% des gamétes produits
sont chromosomiquement normaux (X ou Y) et 50% g#retes sont chromosomiquement
déséquilibrés avec une disomie gonosomique (XX o). Xandis que, en pratique, la
fréquence de l'aneuploidie des chromosomes sexa€ls de 2,69% a 25% (Guttenbach,
Michelmann et al. 1997, Estop, Munne et al. 1998ré¥] Roux et al. 2000, Templado, Vidal
et al. 2011). Pour expliquer ce taux d’aneuploidigeix hypotheses ont été proposees : la
premiere indique que les cellules germinales 47, X€0vent entrer et terminer la meéiose
induisant I'augmentation du taux d’aneuploidie (BlpRoux et al. 2000, Ferlin, Garolla et al.
2005) ; dans la seconde hypothése, seules les afogonies normales 46,XY sont capables
d’achever la spermatogenese mais dans un envir@memsticulaire défavorable induisant

une augmentation des aneuploidies (Mroz, Hass@t £999).
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Figure 9 : Ségrégation méiotique théorique desstgnnosomes d’un patient ayant un syndrome de
Klinefelter (47,XXY)

b. Ségrégation méiotique et anomalie chromosomique déructure

Chez les hommes porteurs d'une translocation mireenne, la fréquence des
spermatozoides chromosomiquement déséquilibrés darB,78% a 30,13% tandis que chez
les porteurs d'une translocation réciproque éqetibce taux varie de 9,03% a 65,8%. De
plus, concernant les translocations réciproquesiligees, le risque des déséquilibres
méiotiques dépend de la nature des chromosomegyirpldans le réarrangement (la taille
des bras, la position du centromere...), la pasitles points de cassure et le nombre de

crossing-over dans les segments impliqués damaralocation (Nguyen, Morel et al. 2014).
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Translocation robertsonienne :

Pendant la méiose |, se forme dans les spermatoaytstade pachytene, un trivalent entre
le chromosome dérivé et les deux chromosomes adrapges normaux de méme paire.
Théoriguement la formation de ce trivalent se pitoen configuratiorncis ou trans mais en
pratique seule la configuratiams est observée (Vidal, Templado et al. 1982, Templ&ttal
et al. 1984). La translocation robertsonienne g&®modes de ségrégation méiotique : le
mode alterne, le mode adjacent et le mode 3:0 (€id0). La ségrégation selon le mode
alterne est le comportement méiotique le plus cduaaec une fréquence de 70 a 91,2%
tandis que la ségrégation selon le mode adjacenedréquence de 8,9 a 23,3% (Escudero,
Lee et al. 2000, Ogawa, Araki et al. 2000, Ogum YAssche et al. 2006, Perrin, Morel et al.
2010, Cassuto, Hazout et al. 2011).

Dans le mode alterne (Figure 10-A), le chromosogérevd migre dans un spermatocyte Il et
les deux chromosomes acrocentrigues normaux migtans un autre spermatocyte II,
produisant respectivement des spermatozoides l@@siliet normaux. Un porteur de
translocation avec 45 chromosomes ou un foetus dsmmiquement normal est le résultat de
ce mode de ségrégation.

Dans le mode adjacent (Figure 10-B), quatre condmna sont possibles. Le chromosome
dérivé migre dans un spermatocyte Il avec un chsmme& acrocentrique normal, et le
deuxieme chromosome acrocentrigue migre dans ue apermatocyte Il. Deux types de
gametes sont obtenus avec 23 ou 22 chromosomes.

Dans le mode de ségrégation 3:0 (Figure 10-C), & production d’'un gaméte avec 21
chromosomes et d’'un gamete avec 24 chromosomesp@e de ségrégation est tres rare.
Ces deux derniers modes (adjacent et 3:0) ne medui que des gametes

chromosomiquement déséquilibrés.
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Trivalent
Configuration trans

Trivalent

A B rob (A;B) Configuration cis

A-Equipement chromaosomique des
spermatozoides issdu mode alterne

B- Equipement chromosomique de
spermatozoides issu du modadjacent

C- Equipement chromosomique de
spermatozoides issu du mode:0

Figure 10: Equipement chromosomique des gan d’un porteur d’'une translocatio
robertsonienne issu des trois modes de ségré¢
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Translocation réciproque équilibrée :

Chez les porteurs d'une translocation réciproqugliBagte, dans les spermatocytes | au

stade pachyténe, pendant la méiose, un quadrivetdgre les chromosomes dérivés et leurs
homologues normaux est formiéa translocation réciproque équilibrée génere 5 esode
ségrégation méiotique : le mode alterne, le mogicadt I, le mode adjacent II, le mode 3:1
et le mode 4:0 (Figure 11).
La ségrégation selon le mode alterne est le compent méiotique le plus courant avec une
frequence moyenne de 44% a 51% ; la ségrégation $=lmode adjacent | a une fréquence
de 16% a 40% ; la ségrégation selon le mode adjdlcarune fréquence d'environ 9% et la
ségrégation selon le mode 3:1 se produit & uneudrsme moyenne de 2% a 40% (Shi and
Martin 2001).

Dans le mode alterne, les chromosomes dérivés ntigl@ns un spermatocyte Il et leurs
homologues normaux migrent dans un autre sperntatdyproduisant respectivement des
spermatozoides chromosomiques équilibrés et norn@ast le seul mode de ségrégation qui
permet une production de gametes sans déeséquilibbenosomique.

Cependant, au cours de la méiose |, un crossingpeeg se produire entre le centromere et le
point de cassure sur le segment impliqué dans daslvcation. Si le nombre de
recombinaisons est impair, le mode alterne proBdit de spermatozoides déséquilibrés et
50% de spermatozoides avec équipement chromosomayueal (25%) ou équilibré (25%)
(Perrin, Morel et al. 2010).

Dans le mode adjacent I, un chromosome dérivé nagee un chromosome normal non
homologue dans un spermatocyte Il. Les gametesnabtgrésentent un équipement
chromosomique déséquilibré. Cependant des gamétesnosomiquement normaux ou
equilibrés en plus des gametes désequilibrés pedtsn produits en cas de crossing-over
entre le centromére et le point de cassure.

Dans le mode adjacent Il, un chromosome dérivéeragec son homologue normal dans un
spermatocyte Il. Ce mode de ségrégation avec airsaombinaison interstitielle produit des
gametes chromosomiquement déséquilibrés.

Dans le mode 3:1, trois chromosomes migrent danspenmatocyte Il et un chromosome
migre dans un autre spermatocyte Il. Les gametdenob sont chromosomiguement
déséquilibrés a 22 ou 24 chromosomes.

Le dernier mode de ségrégation 4:0, produit un ¢gamenéec 21 chromosomes et un autre avec

25 chromosomes. Ce mode de ségrégation est tees rar
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¥ Crossmgover

Mode alteme
Y Sans crossing-over Crossing-over dans A Crossing-over dans B

ModeadjacentI

Sans crossing-over Crossing-over dans A Crossing-over dansB
Mode adjacentIT

Sans crossng-over Crossing-over dansA Crossing-over dans B
Mode 3:1
Moded:0

Figure 11 : Formation d’un quadrivalent au stadechgténe de méiose | avec ou sans crossing-over
et équipement chromosomique des gameétes selomedéds de ségrégation méiotique chez les

porteurs d’une translocation équilibrée
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3. Effet inter-chromosomique chez les hommes portedigne anomalie

chromosomique

La possibilité que les réarrangements chromosomsigpeissent interférer avec le
comportement méiotique des chromosomes non img@iglaéds la translocation conduit au
phénomene appelé effet inter-chromosomique. Cequhéne a été décrit pour la premiére
fois par Lejeune (1965). Plusieurs études ont a@g@ales taux d’aneuploidie dans les
spermatozoides chez des hommes ayant des anomial@@eosomiques de structure. Ces
études ont montré un effet inter-chromosomique cb®% des porteurs de translocation
robertsonienne et chez 64% des porteurs de tratsloaéciproque (revue par Martin 2008).
Afin d’étudier les fréquences de la non-disjoncta®s chromosomes non impliquisns les
translocations au cours de la méiose, Douet-GujlherBris et al. (2005) ont analysé le taux
d’aneuploidies de 7 chromosomes (7, 9, 13, 21, X.8Y au niveau des spermatozoides chez
6 patients ayant une anomalie de structure et 4itesthommes avec un caryotype 46,XY et
des paramétres spermatiques normaux). lls ont ifderda présence dun effet inter-
chromosomique sur certains chromosomes spécifighez les hommes porteurs d'une
translocation. Par conséquent ce phénomeéne pentesatigr le taux des gametes aneuploidies
chez ces hommes (Douet-Guilbert, Le Bris et al.5200’autres études ont montré qu’un
eventuel effet inter-chromosomique est généralertigmté aux porteurs de translocation
avec des parameétres spermatiques anormaux (Roxss€havret et al. 1995, Blanco,
Egozcue et al. 2000, Vegetti, Van Assche et al028brel, Roux et al. 2001, Anton, Blanco
et al. 2004).

4. Techniques d’analyse de I'équipement chromosomiagiams les
spermatozoides

a. Hamster-test

Le principe du hamster-test consiste en une fédmrda vitro hétérospécifique entre des
spermatozoides humains et des ovocytes dépelluddééhamster doré. Le caryotype
spermatique est analysé ensuite grace aux marquayebandes de la cytogénétique
conventionnelle. Cette technique a été décrite daupremiere fois par Yanagimachi,

Yanagimachi et al. (1976). Une grande variété diaaes chromosomiques a été identifiée
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par cette technique. Cependant, la méthode du baiest est difficile a mettre en ceuvre et la

possibilité analytique est limitée par le nombre dellules fécondées.

b. Hybridation in situ fluorescente (FISH)

Le principe de la FISH consiste en l'identificatides chromosomes dans des cellules
fixées par l'utilisation de sondes marquées direet& avec un fluorochrome (vert, rouge ou
bleu) ou indirectement avec une haptene (biotineigaxigénine). Dans ce dernier cas, une
détection immunocytochimique est nécessaire avdawuk-avidine ou de I'anti-digoxigénine
marqués par un fluorochrome. Cette technique &egément utilisée depuis les années 1990
afin d’étudier le contenu chromosomique sur un gnraombre des spermatozoides.

Cette technique sur spermatozoide sera détailléeldaartie « Matériel et méthodes ».

II.  Fragmentation de I'’ADN spermatique et infertilité masculine

La fragmentation de I'ADN spermatique est le régwe toute modification de la structure
moléculaire de I'ADN, y compris une base chimiquetmemodifiée comme la 8-OHdG
(8-hydroxy-2’-deoxyguanosine), une base absentbA@N ou bien des cassures d'ADN du
simple ou double brin (Gunes and Sertyel 2018).sDi@s cellules germinales males, la
réparation de I'ADN est trés efficace pendant ltosai et la méiose jusqu'aux trois derniéres
semaines de la spermatogenese (Gunes and Serty@). Zependant, les mécanismes de
réparation ne sont plus actifs lors de la spernmége (noyau haploide et compacté). En
conséquence, les spermatozoides n'ont aucun meeamsur réparer les dommages de
I'ADN qui surviennent pendant leur transit et latockage dans I'épididyme ou aprés
I'éjaculation (Gonzalez-Marin, Gosalvez et al. 20B2rs que ces cellules différenciées sont
tres sensibles aux dommages de 'ADN. Les sperrmoateg a ADN fragmenté sont capables
de féconder un ovocyte (Aitken, Gordon et al. 199fes, Sun et al. 1998). La possibilité de
réparation de I'ADN spermatique se fait alors farolcyte en premier lieu et par 'embryon
au stade précoce en deuxiéme lieu (Wells, Bermatak 2005, Gasca, Pellestor et al. 2007).
L’appareil ovocytaire peut contribuer a la répanatsous réserve que les dommages soient en
proportion raisonnable, ainsi elle dépend de laliguaytoplasmique et génomique de
'ovocyte (Sakkas and Alvarez 2010). Des erreurasdla réparation maternelle de la

fragmentation de I'ADN spermatique pourraient caredi des altérations au niveau du
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contenu chromosomique chez les zygotes (Menezee Balal. 2010, Gunes and Sertyel
2018).

La fragmentation de I'ADN spermatique a été obsendans les spermatozoides
testiculaires, épididymaires et €jaculés. Plusibymothéses ont été proposeées pour expliquer

I'origine de ces dommages.

1. Origines de la fragmentation de 'ADN spermatique
a. Défauts de compaction de la chromatine du spermatoile

La présence de bréches dans I'ADN de spermatozéjdeslés peut étre révélatrice d'une
maturation inachevée pendant la spermiogenése (BBRI®ON and Longo 1992, McPherson
and Longo 1993, McPherson and Longo 1993). Desipassimples ou doubles brin d’ADN
du gameéte male se produisent pendant la spermisge(ef: 3. Remodelage de la
chromatine). Ces cassures permettent la libératemsuper-enroulements de la chromatine
pour faciliter le remplacement des histones parplegamines. Ce processus nécessite des
activités endonucléasigues comme la topoisométgsmut créer et ligaturer les cassures. Un
défaut au niveau de ce processus entraine un riacere d’altération de I'ADN de type
dénaturation, cassure et fragmentation (McPhersdriango 1993).

Par ailleurs, les protamines sont les protéinesrelgponsables de la compaction de 'ADN
spermatique. Cette compaction permet la mise erepaine protection physique du noyau
du gamete aux différentes agressions, stress afgjdaicléases et sonication, auxquels il va
étre soumis tout au long de son trajet, du tubeirsf&re jusqu'au cytoplasme ovocytaire
(Kosower, Katayose et al. 1992, Tateno, Kimura let2800, Agarwal and Said 2003,
Sotolongo, Lino et al. 2003). Au cours de la speoganese, deux types de protamines sont
exprimeés en quantité presque égale : la protamifiEl)Let la famille des protéines protamine
2 (P2) (P2, P3 et P4) (Oliva 2006). Plusieurs &udet identifié une corrélation entre
I'altération du rapport P1/P2 et le taux de fragtaton de I’ADN spermatique (Carrell and
Liu 2001, Garcia-Peiro, Martinez-Heredia et al. 20%imon, Castillo et al. 2011).

b. Espéces réactives oxygénées

Les espéeces réactives oxygenées (ERO) sont dessatmndes molécules possédant un ou

plusieurs électrons non appariés, formés lors dialmoésme de l'oxygéne. lls sont tres
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instables et réagissent avec les molécules voisaredeur arrachant un électron, les
transformant a leur tour en espéeces radicalair@sstRejraji, Sion et al. 2009).

En 1943, MacLeod a prouvé qu'il y avait des radidédares dans le sperme (MacLeod 1943).
L'anion superoxyde () le peroxyde d'hydrogéne £6) et le radical hydroxyle (Ohsont
les radicaux libres communs dans le sperme humain.

La présence de concentrations modérées et corgr@Ee ERO au niveau du sperme est
indispensable a l'acquisition du pouvoir féconddes spermatozoides et au niveau des
mécanismes de la transduction de signal en tantsqoend messager (de Lamirande and
O'Flaherty 2008, Pons-Rejraji, Sion et al. 2009 nd2ketti, Tagliamonte et al. 2012)
(Figure 12). L’acquisition du pouvoir fécondant iimpe toujours des processus successifs, y
compris la maturation des spermatozoides, la capiaci, I'’hyperactivation, la réaction de
l'acrosome et la fusion spermatozoide ovocyte. &uscde la maturation des spermatozoides,
les especes réactives oxygénées modifient par tepddes qualités structurales et
biochimiques de I'ADN, des protéines et des lipidasspermatozoide. Elles contribuent ainsi
a la condensation nucléaire, au remodelage des mes®et a I'acquisition d’'une mobilité
rectiligne (Pons-Rejraji, Sion et al. 2009, Chehar et al. 2013).
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Figure 12 : Réles physiologiques et pathologiques especes réactives oxygéenées (ERO)
(Kothari, Thompson et al. 2010)
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Dans le tractus génital féminin, B, et I'O,” interviennent dans différentes voies de
signalisation intracellulaire de la capacitatioas lespéces réactives oxygénées stimulent
l'activation de tyrosine kinase, la réaction acnospie et l'acquisition d’'une mobilité
hyperactive (Agarwal and Said 2003, O'Flahertyl @airande et al. 2006, Pons-Rejraji, Sion
et al. 2009, Chen, Allam et al. 2013).

L'exces d'ERO peut induire des dommages a l'‘échegliulaire (spermatozoides) et a
I'échelle moléculaire (peroxydation lipidique, miczhitions structurales et fonctionnelles des
protéines membranaires et/ou nucléaires et fragatientde 'ADN) (Figure 12).

Lors d'un stress oxydatif et suite & une peroxpdalipidique, I'ADN spermatique devient la

cible majeure des attaques des espéces réactiygérmes et |'organisation super-enroulée de

I'ADN spermatique devient incapable de protégerfdfimation génétique paternelle. De

nombreuses études montrent que l'augmentationwuda malondialdéhyde (résultat de la

peroxydation lipidique) est liée a I'immaturitéda@décondensation de la chromatine (Menezo,

Entezami et al. 2012) et a des altérations de I'AddNniveau des spermatozoides (Aktan,

Dogru-Abbasoglu et al. 2013, Wright, Milne et al012, Atig, Kerkeni et al. 2017).

L'augmentation du taux d’ERO séminales peut endagem#8ADN spermatique de deux

fagons :

» Directe : par l'oxydation des bases azotées. Ritss&udes montrent que I'augmentation
du taux de 8-OHdG (produit de l'oxydation de largoa par le radical hydroxyl®H") est
corrélée positivement a l'augmentation du tauxadedgmentation de I'ADN spermatique
(Aitken, De luliis et al. 2010, Wright, Milne et.&014).L'augmentation du taux d’ERO
séminales peut endommager directement I'ADN sp&oeapar la génération des adduits
oxydés a I'ADN (par exemple : 8-OHdG, 1, N6-ethaldwmsine, 1, N6-ethenoguanosine),
conduisant a la formation de sites abasiques gsialiéisent la structure de I'ADN et
provoquent ultérieurement des cassures du simjahe(Badouard, Menezo et al. 2008,
Wright, Milne et al. 2014).

* Indirecte : suite a la perturbation de la membriawterne et externe de la mitochondrie,
qui provoque la libération du cytochrome c et daedicaux libres par la mitochondrie,
il y a activation des caspases (3 et 9) conduisargi a des dommages de I'ADN via
l'activation de I'endonucléase (Agarwal, Makkemkt2008, Sakkas and Alvarez 2010,
Aitken and Koppers 2011, Wright, Milne et al. 2014)

Les dommages exerces par les ERO sur 'ADN sontbnenx. En effet, des bases azotées

peuvent étre modifiées, des liaisons covalentesr/intra-brins et avec les protéines
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chromatiniennes peuvent étre mises en place, ecagsures de 'ADN peuvent survenir
(Agarwal, Makker et al. 2008, Jena 2012).

c. Apoptose abortive

L'apoptose ou la mort cellulaire programmée estmé@tanisme physiologique critique
impliqué dans le développement et I'homéostasidisiss. Cing rbles fonctionnels possibles
ont été rapportés dans la littérature pour la m@Esede l'apoptose au cours de la

spermatogenése normale (revue par sakkas et Eh&iaka2018 ) :

* Reégulation du nombre de cellules germinales papadpa la capacité de support des
cellules de Sertoli

* Elimination des cellules germinales anormales ertiqodier les cellules germinales
chromosomiquement anormales

* Maintien de la barriere hémato-testiculaire, emilant les cellules germinales en exces

* Avant la puberté, une vague apoptotique facilitdédeeloppement fonctionnel éventuel de
la spermatogenese mature

* Elimination sélective des parties du cytoplasmespesmatozoides.

Deux voies d’apoptose ont été identifiées au nivdesl cellules germinales masculines : la
voie intrinséque et la voie extrinséque (Figure 13)

La voie intrinseque est déclenchée suite a unsstmegdatif généré par les espéces reactives
d’azote ou d’oxygéne. Cette voie implique princgmént des protéines mitochondriales qui
se traduisent par l'activation des facteurs propapaques mitochondriaux (Bax et Bak) et
des facteurs anti-apoptotiques (Bcl2, Bcl-X1). lpgstéines pro-apoptotiques activées vont
stimuler l'activation du cytochrome ¢ mitochondrialiivie par une cascade d’activations des
caspases (caspase 9 ...) qui, a leur tour, condugséamtfragmentation de I'’ADN (Shaha,
Tripathi et al. 2010, Gunes, Al-Sadaan et al. 2015)

La voie extrinseque est déclenchée via I'activatitas récepteurs Fas (exprimés par les
cellules germinales engagées dans I'apoptosekpatigand FasL (exprimés par les cellules
de Sertoli) (Lee, Richburg et al. 1997, FrancayiD&brizio et al. 2000, Agarwal and Said
2003). La liaison Fas/FasL induit I'activation de daspase 8, suivie par I'activation de la
caspase 3 qui précede la fragmentation de 'ADNteGmie provoque également la libération
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des facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux poanduaire a I'activation de la caspase 3, qui

a son tour conduit a la fragmentation de '’ADN (@snAl-Sadaan et al. 2018jigure 13).

ERO=

Figure 13 : Représentation schématique des voieptafiques hypothétiques présentes dans
les spermatozoides éjaculés de patients infertiles

ERO : Espéces réactives oxygéndesn : potentiel membranaire mitochondrial,
PS : phosphatidylséringvarchetti and Marchetti 2005)

Ce processus apoptotique induit I'apparition de Im@ux marqueurs a I'échelle cellulaire et
moléculaire, comme la chute du potentiel de mengraitochondriale (MMP), I'activation
des caspases et du cytochrome c, l'activation aesdedrs pro-apoptotiques et anti-
apoptotiques, I'externalisation des phosphatidinesr (PS) et la fragmentation de I’ADN.
Environ 75% des cellules germinales meurent paptage au cours de la spermatogenese
(Huckins 1978).
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Parfois, les cellules destinées a étre éliminébapent au processus d'apoptose. Au lieu
de s'engager dans une réponse apoptotique compdetant a la mort cellulaire, ces cellules
germinales haploides en différenciation subisser@ forme restreinte de ce processus
conduisant a la fragmentation d’/ADN dans le noyadlis qu'elles maintiennent la capacité de
se différencier en spermatozoides matures fonaisrifrigure 14). Ce phénoméne est appelé
apoptose abortive (Sakkas, Mariethoz et al. 198Rk&s, Mariethoz et al. 1999). De plus, les
spermatozoides sont des cellules hautement diffiées qui perdent leur capacité a subir
I'apoptose (Barratt, Aitken et al. 2010).

Cependant, de nombreuses études ont montré une eatgion significative de
spermatozoides exprimant des marqueurs apoptotidaes I'éjaculat chez les hommes
infertiles par rapport aux hommes fertiles (Wengyldr et al. 2002, Le-du, Lelorc’h et al.
2004, Said, Paasch et al. 2004, Brugnon, Jannly 2080). De plus, Sakkas et al, ont évalué
le taux d’expression du récepteur Fas des speroidiEr éjaculés dans 31 échantillons
d’hommes normozoospermiques et 24 échantillons ndthes oligozoospermiques. Ces
auteurs ont montré que le récepteur Fas est expdams 10% des eéchantillons des
normozoospermiques et dans 50% des échantillons otigezoospermiques (Sakkas,
Mariethoz et al. 1999).
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Figure 14 : Apoptose au cours de la spermatogenése
(A) Apoptose au cours d’une spermatogenése noriilépoptose abortive au cours d'une
spermatogenése anormale (CS = cellule de Se(®tikkas, Seli et al. 2004)
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d. Autres origines

Des facteurs externes peuvent également avoimiluemnce et entrainer une augmentation
du taux d'’ADN fragmenté dans les spermatozoides.chemportements liés au mode de vie,
les radiations anticancéreuses, les agents alkylBatposition a la chaleur, les médicaments
et la toxicomanie sont des exemples de ces fac{&anger 2006, Sepaniak, Forges et al.
2006, Menezo, Dale et al. 2010, O'Flaherty, Chaal. €012, Bujan, Walschaerts et al. 2013).

2. Technigues d’évaluation de la qualité de 'ADN smpeatique

Une grande variété de tests a été développée peiueé la qualité de I'ADN
spermatique. Des analyses directes ou indireceed'itégrité de I'ADN peuvent étre
réalisées. Tous les tests sont différents les easadtres, par conséquent leurs résultats sont
difficilement comparables.

a. Test a l'acridine orange (AO)

L’acridine orange est un colorant fluorescent catjoe qui interagit avec I'ADN double
brin, ou I'ADN simple brin par intercalation ouratttion électrostatique, respectivement. Les
spermatozoides avec un ADN simple brin émettent €lnerescence rouge et les
spermatozoides avec un ADN double brin émettentflumeescence verte. L’analyse des
résultats se fait par microscopie a fluorescenadteCtechnique est rapide simple et peu
colteuse. Néanmoins l'analyse microscopique desltaés est difficle a cause d'une
coloration hétérogéne avec de multiples couleusrimédiaires (Chohan, Griffin et al. 2006,

Agarwal, Majzoub et al. 2016).

b. Bleu d’aniline

Le bleu daniline est un colorant acide permettbétaluation de la maturité de la
chromatine du spermatozoide. Ce colorant présemeeguande affinité pour les histones
riches en lysine dans les noyaux des spermatozioiaestures qui se colorent en bleu, tandis
gue les noyaux riches en protamine des spermatoidatures restent non colorés
(Dadoune, Mayaux et al. 1988, Auger, Mesbah €1990). L’'analyse des résultats se fait par

microscope optique.
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c. Bleu de toluidine

Le bleu de toluidine est un colorant basique quimee I'évaluation de l'intégrité de la
chromatine du spermatozoide. Ce colorant présemefarte affinité pour les résidus de
phosphate de 'ADN. Au niveau des spermatozoides résidus phosphate de 'ADN sont
accessibles seulement en cas d’altération de tanatme et/ou de 'ADN. Les noyaux des
spermatozoides avec altération présenteront ueatioin bleu-violet, tandis que les noyaux
des spermatozoides sans altération ne seront passc@Mello 1982, Hammadeh, Stieber et

al. 1998). L’analyse des résultats se fait par osicopie optique.

d. Chromomycine A3 (CMA3)

CMAS3 est un fluorochrome spécifique de la guaniysine. Il entre en compétition avec
les protamines pour les mémes sites de liaisonivaaun de I'ADN. Par conséquent, l'intensité
de la fluorescence indique le degré de protaminat{ianicardi, Bianchi et al.

1995). L’analyse des résultats se fait sur micrpscofluorescence.

e. Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

Le SCSA a été décrit pour la premiére fois il yliaspde 35 ans (Evenson, Darzynkiewicz
et al. 1980). Ce test est basé sur I'hypothesd'4D& des spermatozoides présentant une
structure de chromatine anormale est plus sensildee dénaturation par l'acide ou par la
chaleur (Darzynkiewicz, Traganos et al. 1975, EwgansJost et al. 1999). Apres la
dénaturation, une coloration par orange acridindiea. L'AO assure une coloration
différentielle de '’ADN simple brin et double brigrace a ses propriétés métachromatiques.
L’'analyse des résultats se fait par cytométrie lde. fLe SCSA détermine le taux de
dénaturation de I'ADN spermatique en mesurant lss@ge métachromatique de la
fluorescence verte a la fluorescence rouge (Darewikz, Traganos et al. 1975, Evenson,
Darzynkiewicz et al. 1980). Le protocole de SCSA s&tsndardisé, ce qui minimise les
variations inter-laboratoires. Le seuil cliniquedEl (Indice de Fragmentation de ’ADN) est
a 30%, c'est-a-dire que les échantillons présentanDFI < 30% peuvent étre considérés

comme normaux (Agarwal, Majzoub et al. 2016).
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f. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick endabeling (TUNEL)

La technique TUNEL permet une révélation directe clessures simples ou doubles brins
au niveau de I'ADN par une réaction de polymér@matdes nucléotides (dUTP) marqués
(Sun, Jurisicova et al. 1997). Le marquage deséntides peut étre réalisé par fluorochrome
ou par enzyme-substrat (Perrin, Caer et al. 200@hdén, Mehdi et al. 2011). La
fragmentation de 'ADN peut étre analysée par cytiia de flux, par microscopie a
fluorescence ou par microscope optique. Le protodel cette technique n’est pas strictement
standardisé, ce qui justifie I'existence de nombreeuils cliniques.

Cette technigue sur spermatozoides sera détadléeld partie « Matériel et méthodes ».

g. Single cell gel electrophoresis assay (SCGE) (ou GAET assay)

La technigue COMET permet aussi une révélationctBrees cassures de I'’ADN. Apres
une lyse des spermatozoides, une électrophoresgekdiragarose est réalisée et 'ADN est
révélé par un colorant fluorescent. L'ADN de faiptgds moléculaire (simple ou double brin)
migre au cours de I'électrophorése donnant I'aspette comete, tandis que les segments

d'ADN intacts ne migrent pas (Klaude, Erikssonle1996).

h. Sperm Chromatin Dispersion (SCD)

La techique SCD est connue également par le nast«e Halo ». Elle permet d’évaluer
la dispersion des fragments d'’ADN apreés dénaturaties spermatozoides sont traités avec
une solution acide puis par un tampon de lyse. témgre-coloration par Wright ou par un
colorant fluorescent est réalisée et I'analyserdssltats (selon le type de contre-colorant) se
fait sous microscope optique ou a fluorescence.dpesmatozoides a ADN non fragmenté
libérent leurs boucles d'ADN formant de grands salandis que les spermatozoides a ADN

fragmenté produisent peu ou aucun halo (Fernahddel et al. 2005).
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lll.  Infertilité masculine et étude du transcriptome dars les spermatozoides

1. Application pratique des ARN spermatiques

L'étude du transcriptome dans les spermatozoidésepte deux intéréts majeurs, la
compréhension des mécanismes de la spermatogendse&sant une infertilité et la
détermination de profils prédictifs de succes pgearméthodes d’AMP. La comparaison des
profils transcriptomiques entre hommes fertilehi@nmes infertiles permet d’identifier des
transcrits sous ou sur-exprimés chez les hommestileé et de révéler les voies biologiques
spécifiques.

Les transcrits sous ou sur exprimés correspondegtande partie a des géenes impliqués
dans la spermatogenése, la motilité spermatiqu@rdeessus anti-apoptotique et la voie
ubiquitine-protéasome (PRM2, SPZ1l, SPATA4, CREM, B2B) chez les hommes
oligozoospermiques (Montjean, De La Grange et@l22.

Chez les hommes asthénozoospermiques, des étlideteae la RT-PCR ont révélé des
altérations des ARN associés a la maturation desngiozoides ou au métabolisme
spermatique dans les derniers stades de la spgenage. Par exemple, certains transcrits
codent des protéines nucléaires telles que PRNPR&12 (Kempisty, Depa-Martynow et al.
2007), les protéines de transition (1 et 2) et a1 (Histone H1 like protein) (Jedrzejczak,
Kempisty et al. 2007). Le changement dans l'expmessle ces protéines nucléaires
spermatiques peut induire une condensation anorm@lda chromatine spermatique et
provoquer des altérations au niveau de I'ADN. Gatiepourraient déclencher I'apoptose,
inactiver les mitochondries et affecter ainsi labilit® des spermatozoides (Miyagawa,
Nishimura et al. 2005). L'expression des transansdiqués dans des processus de régulation
du métabolisme énergétique et de la mobilité desnsgtozoides est également altérée chez
les hommes asthénozoospermiques (VDCA2 (VoltageeBagnt Anion Channel 2), CABYR
(Calcium-Binding Tyrosine-(Y)-Phosphorylation Regig@d) et ROPN1 (RhOPhIliN
associated tail protein 1)) (Liu, Wang et al. 20%8en, Wang et al. 2015, Pelloni, Paoli et al.
2018). L’étude du transcriptome chez ces homméadelde microarray a confirmé certains
résultats révélés par RT-PCR (Jodar, Kalko et @l22 Bansal, Gupta et al. 2015). De plus,
lanalyse du profil d’expression génétique par mdégray a permis d'identifier des
perturbations au niveau des transcrits associédésaloppement des cellules germinales
(exemple : OAZ3 et BRD2) (Jodar, Kalko et al. 20B2nsal, Gupta et al. 2015).
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Comme les asthénozoospermiques, les hommes tévafmrmiques présentent une
déficience des transcrits associée aux spermato@ttespermatides, ce qui indiqgue une
perturbation des stades tardifs de la spermatogg(f@atts, Dix et al. 2007). En patrticulier,
ces transcrits codent principalement les protéass®ciées au protéasome. La déficience de
ces transcrits affecte probablement la mobilitéengptive, la capacitation et la capacité de
réaliser la réaction acrosomique des spermatoz(kaesy, Diaz et al. 2009).

L’'analyse de I'expression génétique chez les homempssés a des toxines a été réalisée
par certaines études. lls ont identifié une pedtion importante de la voie apoptotique avec
une sous-expression des genes pro-apoptotiguesestsur-expression des genes anti-
apoptotiques chez les hommes fumeurs (Linschodtan, Schooten et al. 2009, Metzler-
Guillemain, Victorero et al. 2015).

L’étude du transcriptome pourrait présenter unréitéans I'établissement des profils
prédictifs pour les méthodes d’AMP. Les profilsxgeession des genes des spermatozoides
des donneurs normozoospermiques, utilisés poumndéminations intrautérines (11U) ont été
analysés par microarray (Bonache, Mata et al. 20125 comparaisons des profils
d'expression des genes ont été réalisées seloaule de grossesse apres IlU : taux de
grossesse de 0% a 15,7% (groupe 1), taux de gsesdesl5,71% a 23% (groupe 2) et taux
de grossesse de 23,01% a 45% (groupe 3). Les auteumontré une différence significative
du profil transcriptomique entre le groupe 1 etgteupe 3. lls ont suggéré que le profil
d'expression des spermatozoides peut étre un margieela qualité de fécondation des
spermatozoides et un marqueur predictif des résud@l'llU chez les normozoospermiques
(Bonache, Mata et al. 2012). Par ailleurs, Gara@aréto et al, a I'aide de microarray ont
comparé le profil transcriptomique des spermat@oimbnduit & une grossesse apres un cycle
d’'ICSI dans un programme de don d'ovocytes aveprddil de ceux qui n'ont pas eu de
grossesse. Les résultats ont révélé de profonffésetices entre les profils transcriptomiques
des deux groupes (Garcia-Herrero, Garrido et dl1pCette méme équipe a constaté que les
exigences moléculaires pour un spermatozoide potenm une grossesse aboutissant a un
bébé en bonne santé ne sont pas les mémes p@s kesitechniques de reproduction assistée
(Garcia-Herrero, Meseguer et al. 2010b, Garcia¢terGarrido et al. 2011, Garrido, Garcia-
Herrero et al. 2013). Ainsi, les résultats de nacray sont utilisés uniquement pour la
recherche fondamentale, mais pourraient ausself@ur des applications cliniques (Garrido,
Garcia-Herrero et al. 2013).

[55]



2. Méthodes de détection des ARN dans les spermatesgoid

a. RT-PCR

La RT-PCR est la premiére méthode utilisée poueadét la présence de 'ARN dans les
spermatozoides (Miller, Tang et al. 1994, Millerjggs et al. 1999). Le principe de cette
technique consiste a extraire de 'ARN spermatigusynthétiser de 'ADN complémentaire
(ADNCc). Une étape d’amplification est effectuée PAELR avec des amorces courtes. Les

produits de PCR migrent ensuite sur un gel de semge.

b. Microarray

Le microarray est une technique de biologie moBicellqui permet l'analyse de milliers de
genes a la fois, en offrant une vue globale desgssus biologique<ette technologie a
permis, pour la premiére fois en 2002, une déteatapide de milliers de transcrits dans les
spermatozoides humains (Ostermeier, Dix et al. RQ@2 principe du microarray repose sur
'hybridation simultanée et compétitive d’ARN maggu (ADNc marqués) par des
fluorochromes sur une puce renfermant des petiggnfents d’ARN (ou d’ADNCc)
représentatifs de tout le transcriptome humaimtérisité fluorescente et sa localisation sont
ensuite analysées par des outils bioinformatiqtistaéstiques.

Cette technique sur spermatozoides sera détadléeld partie « Matériel et méthodes ».

E. Les possibilités thérapeutiques

Face aux problemes d'infertilité, des prises errgdanédicales peuvent étre proposées
aux couples comme des traitements antioxydants, siesulations hormonales, des
interventions chirurgicales, une sélection des mpw&zoides de bonne qualité, des

inséminations artificielles (IAjhséminations intra-utérines, une fécondationitro...
Dans cette partie, les solutions proposées powmnithe (traitements antioxydants et

techniques de sélection des spermatozoides) s&vahtd’abord présentées, suivies des

solutions proposées pour le couple (AMP).
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I. Les traitements antioxydants

Les antioxydants peuvent étre des traitements dix g@our les hommes infertiles comme
la vitamine E, la vitamine C, le sélénium, I'acidéique, le coenzyme Q10, le glutathion...
Certains auteurs recommandent ces traitementsoxgdéints pour améliorer le
dysfonctionnement spermatique et diminuer l'ali@énatie la spermatogenese (Suleiman, Ali
et al. 1996, Keskes-Ammar, Feki-Chakroun et al.32QDiftci, Verit et al. 2009). D’autres
préconisent, chez les patients présentant un tdexé éde fragmentation de I'ADN
spermatique, la mise en place d’'un traitement aptiant trois mois avant I'lCSI (Greco,
Romano et al. 2005).

Des combinaisons appropriées d’antioxydants ontrétémmandées par de nombreuses
recherches, dont la plupart présente un effet gymez (Rolf, Cooper et al. 1999, Greco,
Romano et al. 2005, Tremellen, Miari et al. 200dnd, Thompson et al. 2009), contrairement
a d'autres (Gharagozloo and Aitken 2011). Cependast études se différencient par les
populations étudiées et le type, la dose et laeddi@ntioxydants utilisés.

L’efficacité d’'une supplémentation en antioxydamisété démontrée par de nombreuses
études, en particulier chez les hommes ayant un ébyé de radicaux libres au niveau du
sperme. Cependant, d’autres études, n'ont montrénaaffet bénéfique de ces traitements,
des effets déléteres peuvent méme apparaitre daras Ide traitements de longue durée ou a
forte dose (Faure, Dupont et al. 2011, Lombardos&ae et al. 2011, Menezo, Entezami et
al. 2012, Menezo, Evenson et al. 2014).

D’autres solutions pourraient étre proposées comme sélection des spermatozoides de

bonne qualité.
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II.  Lestechniques de sélection des spermatozoic

1. Techniques classiques de séparation des spermaiezsailans le cad de
'AMP

a. Gradient de densite

La migration de sperme sur un gradient de de par centrifugation permet une sépara
des spermatozoides en fonction de leur densitiprat de leur morphologie. Cette techni
a pour but déliminer les deébris cellulaires ou acellulairesges spermatozoide
morphologiquement anormaux, les germes contenusldaperme, ainsi que les agglutin
Les spermatozoides morphologiqguement normaux sortenitrés dans le culot. Le gradi
de densiténduit également lcapacitation des spermatozoides (Figure 15)

Centrifugation

Piasma
sEminal

Echantillon
d'gjaculat

Globules blancs, débris

Spermatozoides anormaus

Phase supérieurs non mobiles

a5%

Interphase

Phase inférieure
0%

Spermmatozoides moblles
viablas

Figure 15: Exemple de sélection des spermatozoides paradiegt de densi
(Tahir and Sharma Rakesh K 2014)
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b. Migration ascendante ou swir-up

Le swimup permet la sélection des spermatozoides lesnphidles suite & une migratic
ascendante dans umilieu de culture capacitant, éliminant a les bactéries, le licide
séminal, és cellules somatiques et d'autres spermatozoit@snaux et/ou peu mobile
Aprés un émps d’incubation a 37°C, un nuage claire despermatozoides les plmobiles

apparait a la surface du neili de cultur (Figure 16).

Incubation : 37°C, 45 min

Miliew
de lavage
du sperme

Spermatozoides progressifs

Echantillon

de sperme
Spermatazoides immaobiles

Figure 16: Exemple de sélection des spermatozoides par-up
(Tahir and Sharma Rakesh K 20
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2. Autres techniques de sélection des spermatozoides

a. Selon la biréfringence des spermatozoides

Microscope a lumiére polarisée :

Cette technique sélectionne les spermatozoidesnetidn de leurs structures, en se basant
sur la propriété de biréfringence (Gianaroli, Magjlial. 2010, Petersen, Vagnini et al. 2011).
Les spermatozoides ayant cette propriété présemtentexture compacte et organisée sous
microscope a lumiere polarisée. De plus, la progdé biréfringence permet de distinguer les
spermatozoides ayant un acrosome intact (biréfncgy@niforme sur 'ensemble de la téte et
de la piéce intermédiaire), et ceux ayant achevéédxtion acrosomique (biréfringence

localisée uniquement au niveau de la région pastsamique) (Figure 17).

Figure 17 : Observation sous microscope a lumisiagsée
(A) Spermatozoide qui a déja accompli sa réactmmoesomique (B) Spermatozoide avec un
acrosome intac(Gianaroli, Magli et al. 2010)

b. Sélection selon la morphologie

MSOME (Motile Sperm Organelle Morphology Examination) :

La technique MSOME a été décrite par Bartoov, Betkcet al. (2001). Elle consiste a

examiner la morphologie des spermatozoides a foossgssement (x 6 000). A ce
grossissement, la normalité morphologique des onganites des spermatozoides peut étre
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analysédacrosome, région pc-acrosomalgnoyau, piece intermédiaire et mitochondrLe
MSOME permet également d’'identifier la présenda ¢ille des vacuoles dans le noy

En utilisant cette technique, pleurs classifications morphologiques d@ermatozoides ont
été proposees : selon lasomaliesnucléairegVanderzwalmen, Hiemer et al. 20 et selon
le systeme HABVIGQhead, acrosomebasis, vacuole insertion, cytoplasmic drople
(Cassuto, Bouret et al. 2009).

HOS-test (Hypo-Osmotic Swelling Test) :

Le HOStest permet d’évaluer I'intégé de la membrane spermaticere se basant sur sa
propriété de senpermeéabilitt dans les spermatozoides intacts. Le spermatozsi@x@ose
un milieu hypoesmotique quinduit un gonflement de la cellule et une courbdueflagelle.
En fonction de I'aspectadcette courbure, le spermatozoide est cen 7 grade(Figure 18).

(a)

14

O

(a)

Figure 18: Représentation schématique des changements nogidpees typiques de
spermatozoides humains soumis a un stress-osmotiqu
(a) aucun changementspermatozoide non vivg, (b a g) différents types de changement du flag

la zone grisée correspond au gonflement flagel : spermatozoide vival (WHO 2010)
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c. Sélection selon la morphologie et la mobilité

Technologie microfluidique :

La technologie microfluidique représente une maaéibn des conditions biophysiques et
biochimiques rencontrées par les spermatozoidssderleurs déplacements dans l'appareil
génital féminin. Cette technologie utilise des m@amaux pour sélectionner des
spermatozoides en fonction de leur morphologieededr mobilité. Seuls les spermatozoides
les plus mobiles et avec une morphologie normale/gra traverser les obstacles (Asghar,
Velasco et al. 2014).

SPARTAN (Simple Periodic ARray for Trapping and isdation) :

La technologie SPARTAN a été développée réecemmantChinnasamy, Kingsley et al.
(2018). Elle correspond a un dispositif microflgide. Selon les auteurs, ce dispositif
augmente la séparation spatiale entre les popnfatie spermatozoides avec une mobilité
progressive et celles de spermatozoides avec ubditdhmon progressive dans un temps de
test de 10 min (Chinnasamy, Kingsley et al. 20Bjyre 19).
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Spermatozoides
selectionnés

Figure 19 : Diagramme schématique du réseau migiditjue SPARTAN
(Chinnasamy, Kingsley et al. 2018)
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d. Sdection selon la charge électriqut

Potentiel-zéta :

La charge électrique (dd6 mV a-20 mV) de la membrane plasmique du spermato:
mature est appelée «potentiel zéta», elle corresponpotentiel électrique dans le plan
glissement entre la membrane du spermatozoiderstirbnnemen(ishijima, Okuno et al

1991) Les spermatozoides acquierent ce potentiel pételamturatiorépididymaire.

Le principe de cette technique consiste a sélentionles cellules chargées négativen
(comme les spermatozoides) par adhérence a ureesutiargée positivement (tube a e

chargé positivemen{lChan, Jacobson et al. 20 (Figure 20).

Figure 20: Représentation schématique de sélection des spezoides par potent-zéta
(A) Spermatozoideormal, (B Spermatozoide anormébaid and Land 201
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Electrophorese :

Ainsworth, Nixon et al. (2005) ont mis au pointeuméthode électrophorétique afin de
séparer les spermatozoides en fonction de lede tatl de leur charge, en utilisant un
microflux cellulaire.

Le dispositif Microflow® a base d'électrophorése ceenpose de deux chambres internes
(chambre d'inoculation et chambre de collecte) &&gsapar une membrane en polycarbonate
avec des pores depdn. Ces deux chambres internes sont placées dacdisanmp €électrique
(Figure 21). Les spermatozoides matures peuvenerfer les pores alors que les
spermatozoides anormaux et les débris cellulagstemt bloqués par les pores (Ainsworth,
Nixon et al. 2005).

A -ve -
_ T 9 L]
p . e Tt
@ T EEmsetws :_—'."'.,;_'._*@@ )
SpMde membrane f ﬂ._rur T j ©
de polycarbonate ""I‘_'"‘":.’.-’ ~~._ Neutrophile f
e '.:-"""“:x\‘ "~ Cellule germinale précurseur
+ve
B Flux do tampon )
E l: .»;;,"' ?—- Cathode (-ve terminal)
L e ™\
Echantillon Chambre d'inoculation
Tampon Chambre de collection
e, N A
P—
'T{J.-%' D Anode (+ve terminal)

Flux du tampon

Figure 21 : Représentations schématiques de lant@olie de séparation électrophorétique
(A) Hlustration schématique de sélection des spgoroides par électrophorése (B) Topographie de
la configuration de Microflow® & base d'électrophee(Ainsworth, Nixon et al. 2005).
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e. Sélection selon des marqueurs moléculaire

MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) :

Le tri cellulaire al’aide des microbilles magnétiques conjuguées a l'annexine été
initialement développé pdequipe de Glander a Leipzig, en Allemag(Grunewald, Paasc
et al. 2001, Glander, Schiller et al. 2C. En casd’apoptose, les spermatozoides on
capacité d’externaliser leurs phosphelsérines (PS)Ymarqueur précoce d’apoptose).
technique MACS consiste a incuber les spermatogdilee et sans externalisations PS)
avec des microbilles magnéues conjuguées a I'annexine V. L’annexinposséde une forte
affinité pour la PS. Aprés lincubon, la sélection des spermatozoides se fait suiie
passage sur colonne placée dans un champ magn(Figure 22).Le tri cellulaire a I'aide
de microbilles magnétiques conjuguées a I'anneXimeermet de séparer le prélevement
sperme en deuxpopulations : une population de spermatozoides xamme V+
(spermatoaides avec externalisation ' PS) et une population annexin- (spermatozoides
sans externalisation des PS).

Cette technique sur spermatozoides sera de dans la partie « 8ériel et méthod: ».

w Spz sans EPS
Spermatozoides décongelés avec
ousans externalisation de
hosphatidylséri |
phosphatidylsérine - ‘ .*“ ——
5 EPS icrobill
Microbilles magnétiques * ki Ty
conjuguées a I ine V

Spermatozoides avec externalisation de
phosphatidylsérine retenusdans la
colonne MACS ~

u Elution

\
Population de spermatozoides Population de spermatozoides
annexine V- annexine V +

Figure 22: Représentation schématique du prpe de la technique MAC
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Tri cellulaire par cytométrie de flux :

La technique de tri des cellules par cytométridflae a été développée par Hoogendijk,
Kruger et al. (2009). Elle présente le méme priadjoe la technigue MACS et assure la
sélection des spermatozoides en fonction d’un neamgapoptotique (PS). Le tri de cellules
par cytométrie de flux se base sur l'utilisation ld@mnexine V couplée a un fluorochrome
pour marquer les spermatozoides ayant externaliss PS.

Cette technique est expérimentale et les donnéeisjues restent a générer. De plus, les
cytometres de flux peuvent ne pas étre abordalolesde nombreuses unités de reproduction
assistée (Henkel 2012).

Liaison a I'acide hyaluronique :

Le principe de cette technique de sélection se basein phénoméne physiologique au
cours de linteraction gamétique : seuls les sptortiides matures ayant la capacité de se
fixer a l'acide hyaluronique contenu dansclemulus oophoryspeuvent franchir le cumulus
et féconder l'ovocyte (Ranganathan, Ganguly et 1894). Cette fixation a l'acide
hyaluroniqgue est une indication de la maturité desrmatozoides (remodelage de la
membrane plasmique et maturation nucléaire) (Yudamdevoort et al. 1999, Cayli, Jakab et
al. 2003, Huszar, Ozenci et al. 2003).

Cette technique consiste a mettre des spermatazeitdeontact avec I'acide hyaluronique,

par I'une des méthodes suivantes :

e Un liquide hyper visqueux contenant I'acide hyahique : c’est la méthode « sperm slow

procedure ». Dans ce cas, les spermatozoides marnésenteront un mouvement ralenti.
» Des gouttes d’hydrogel d’acide hyaluronique : clesméthode « PICSI (Physiological

Intracytoplasmic Sperm Injection). Dans ce cassfgEymatozoides matures sont fixés par

leur téte et leur flagelle reste mobile.
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lll.  Techniques d’assistance meédicale a la procréation

Les technigues d'assistance médicale a la proonréati les procréations médicalement
assistées sont l'ensemble des techniqgues médietldsiologiques qui comportent la
manipulation des gameétes (ovocyte et/ou spermateyoil d’embryons, avec ou sans FIV ou
transfert d’embryon, dans le but d'obtenir une ggese chez un couple qui, sans cela,
risquerait de demeurer infécond (Breart and De Moui995, Zegers-Hochschild, Adamson
et al. 2017, Zegers-Hochschild, Adamson et al. 2017

1. Induction simple de I'ovulation

L’induction simple de I'ovulation consiste a stiraulla production de follicules par les
ovaires chez les femmes ayant un trouble ovulatooegénital ou acquis) afin d’obtenir 1 ou
2 ovocytes. Des rapports sexuels ciblés sur céttiedge d’ovulation permettent d’optimiser
les chances de grossesse. Ce type de stimulatilise ules médicaments inducteurs de
I'ovulation sans étre suivi d'une fécondationVitro.

2. Insémination artificielle

L'insémination artificielle avec le sperme du camjcest la plus ancienne des techniques
d’AMP. Elle consiste a déposer des spermatozoidagérieur des voies génitales féminines,
et donc de faciliter la rencontre des gamétes nhascavec les gametes féminins. Il existe

deux techniques d'insémination artificielle :

* Insémination intra-cervicale : le sperme est dépass préparation dans le col de l'utérus.
Cette technique présente de mauvais résultatsesfledonc abandonnée par la majorité
des équipes médicales.

e Insémination intra-utérine : I'lU consiste a dépmosa l'aide d'un cathéter les
spermatozoides mobiles du conjoint au fond de lat&aitérine au cours d’'un cycle
stimulé et monitoré, afin de court-circuiter I'adode de la glaire et d'augmenter d'une
maniéere significative le nombre de spermatozoidassd'utérus et les trompes (sites
naturels de la fécondation) (Soffer 2000, KhalloT&zi et al. 2010).
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L'insémination intra-utérine est la méthode de xluains le traitement de l'infertilité d'origine
masculine et/ou d'origine féminine : infertilité reeale, hypofertilité masculine, troubles
(physiques ou psychiques) empéchant les rapponsielse (vaginisme, troubles de
I'éjaculation, malformations ou troubles neurolagig et autres troubles sexologiques),
infertilité inexpliquée, endomeétriose modérée, arion d'une FIV en IIlU proposée en cas

de réponse ovarienne insuffisante (Splingart, @atet al. 2016).

3. Fécondation In Vitro (FIV)

La fécondatiorin Vitro consiste aprés induction d'une multifolliculogenésprélever les
ovocytes par ponction folliculaire échoguidée, &séminer les ovocytes avec les
spermatozoides du conjoint capacités in vitro dtaasférer les embryons obtenus dans
l'utérus de la patiente aprés en moyenne 3 a § fmiculture (Barriere and Jean 1995).

La FIV s'est révélée efficace pour le traitememfeltilité en rapport avec une pathologie
tubaire (trompes douteuses, endométriose), infértiimasculine modérée, stérilité

immunologique ou inexpliquée et aussi en cas dedhik) (Hamamah, Corcia et al. 2000).

4. Injection Intracytoplasmique de spermatozoide (IGSl

L'ICSI consiste a assurer l'interaction ovocytetspatozoide en supprimant les obstacles
mécaniques constitués par la zone pellucide et danlbnane plasmique ovocytaire. Le
spermatozoide sélectionné est injecté dans le lagime ovocytaire, le transfert d’'embryon se
fait aprés en moyenne 3 a 5 jours de culture.

L'ICSI est réservée aux infertilités masculinegesés et aux échecs de FIV. Elle peut étre
réalisée avec des spermatozoides frais, congetégtipnnés au niveau épididymaire ou
testiculaire (Khallouk, Tazi et al. 2010).
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Matériel et Méthodes






A. Infertilité du couple et techniques d’aide médicalex la procréation

[.  Impact des facteurs maternels et paternels sur lggsultats de FIV et
d’ICSI

Cette étude rétrospective a concerné les couped aubi une FIV ou une ICSI dans notre
centre dAMP a I'Unité de Médecine de la Reprodutt{UMR) du CHU Farhat Hached
Sousse (Tunisie). Au total, 586 cycles d'ICSI et X§cles de FIV ont été étudiés entre
janvier et décembre 2015. En se basant sur leséésrriologiques du jour de la tentative, les
criteres d'exclusion pour FIV et ICSI étaient : 3gles avec ponction blanche, les cycles
avec absence d'ovocyte mature et les cycles aveerstymulation. Le critére d'inclusion pour
FIV et ICSI était insémination ou injection réatisgévec du sperme frais éjaculé.

Pour chaque cycle, un ensemble de données biokgmeté recueilli :

» Concernant le couple :
o Age maternel et paternel
o Nombre d’ovocytes ponctionnés et/ou matures
o Parameétres spermatiques (volume, numération, rn@bili
0

Nombre de cycles avec injection de spermatozoiteseptant une tératozoospermie

» Concernant les techniques d’AMP (FIV/ICSI) :
Nombre de zygotes a J1

Nombre et qualité des embryons a J2
Nombre de blastocystes a J5

Jour de transfert

Nombre d’embryons transférés

O O O O o o

Dose deBHCG (hormone chorionique gonadotrope) 15 jourssajaéransfert

Certaines données non renseignées de facon sysp@endains le dossier du couple n'ont pu
étre étudiées.
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[I. Effet de la qualité de I'ADN spermatique sur les reultats obtenus en AMP

Dans cette étude prospective, nous nous sommeesaés aux couples qui ont bénéficié
de l'une des techniques d'’AMP au sein de 'UMR dHWEFarhat Hached Sousse. Ces
patients ont eu au moins un échec de FIV/ICSIt-@afire pas de grossesse biologique ou
clinique aprés une tentative d’AMP. Le critere alession pour ces couples était I'infertilité
d’origine féminine : endocrinologique, pathologignne, dysfonctionnements métaboliques
et/ou présence d’'avortements spontanés a répéthioriotal, 31 couples en FIV/ICSI sont
inclus dans notre cohorte, depuis février 2016.

Afin de tenter de trouver une explication a ceseésh la fragmentation de I'ADN

spermatique est analysée par la technigue TUNEblwieurs données sont également
collectées : informations sur le couple (age, ddrgdertilité...), antécédents (consommation
de tabac/alcool, varicocéle, chimiothérapie...), itéssi de la tentative (taux de maturation,

taux de fécondation, taux de segmentation, nomeralityons et grossesse chimique).

1. Cycle de FIV/ ICSI
1. Procédure de FIV/ICSI

Le déroulement de FIV ou ICSI se fait en 5 étapes :

a. Recueil des ovocytes

Cette étape s'effectue en deux temps :
» Stimuler I'ovaire de fagon a permettre la croiseathe plusieurs follicules

* Ponctionner les follicules afin de recueillir lent¢enu de chacun de ces follicules.

La stimulation ovarienne suit un protocole hypewlant et elle se réalise sous une
surveillance stricte. La ponction des folliculesffectue juste avant l'ovulation, 36 heures
apres l'injection d'HCG. Elle est réalisée par \améeo-vaginale sous contréle échographique
et anesthésie locale, parfois sous anesthésie ajéndtlle consiste, grace au repérage
echographique, a introduire successivement, daaguehfollicule ovarien, I'extrémité d'une
fine aiguille pour en aspirer le contenu. Celuesi examiné grace a une loupe binoculaire, les

ovocytes repérés sont transférés dans une boitenzot un milieu de culture adapté.
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Toutes les boites contenant les milieux de culsore préparees la veille de leur utilisation et
disposées a I'étuve a 37°C et 5% de, @fn de permettre un bon gazage des différents
milieux de culture et équilibrage de I'huile minéra

Le jour de la ponction, a JO : la manipulation sbate a flux laminaire nécessite le port de
gants non stériles lavés a l'eau et essuyés, qiesile port d'un masque. Les seringues
préalablement rincées au milieu de ringage a 37%@ntalaspiration des follicules,
contiennent le liquide folliculaire prélevé au blopératoire. Elles sont déposées sur un
champ stérile dans le sas bloc-labo, sur une platirermostatée a 37°C. Les liquides
folliculaires déposés dans des boites de Pétri sbservés immediatement sous la loupe
binoculaire. Les complexes cumulo-ovocytaires (C&0ht recherchés et leur taille est
appréciée au microscope optigue avant le prélevenser'aide de pointes de pipettes
automatiques stériles. Les CCO sont déposés danpaiite boite de Pétri, contenant 2 ml de
milieu de culture, maintenue a 37°C sur une platimeuffante sous la hotte.

Un peu de liquide folliculaire de chaque seringpeglevé stérilement dans un tube a
hémolyse stérile, est gardé jusqu'a J2 a tempéraimbiante (TA) en vue d'une culture
bactérienne en cas de suspicion d'infection dasumilde culture. La boite de Pétri est mise

al'étuve a 37°C et 5% de ¢@es la fin de la ponction.

En cas d'ICSI, une étape de décoronisation esiséeakuite a l'incubation des ovocytes
ponctionnés durant 1 min dans un milieu contenariichyaluronidase. Cette étape permet la
dissociation des cellules folliculaires entouraltvécyte. Les ovocytes débarrassés des
cellules du cumulus sont ensuite observés au nuopes inversé afin de sélectionner les

matures (avec un globule polaire).

b. Recueil et préparation du sperme

Le recueil du sperme du conjoint se fait le jour ldeponction des ovocytes par
masturbation.
La préparation de sperme pour FIV/ICSI a pour babteénir une concentration maximale de
spermatozoides fécondants. Apres 30 min de ligtiéfaa I'étuve a C@a 37°C, le volume
du recueil de sperme est noté et une évaluatiota daobilité et une numeération sont

effectuées.
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» Sile pourcentage de spermatozoides fléchant pétisur a 20% et/ou la numération de
spermatozoides est supérieure a 1 million/ml, thrigue du gradient de densité est
utilisée.

» Si le pourcentage de spermatozoides fléchant &siear a 20% et/ou la numération de

spermatozoides est inférieure a 1 million/ml, thteque dite de « lavage » est effectuée.

Pour la technique de lavage, la totalité du recestilcentrifugée a 360 g pendant 15 min
avec 4 ml de Sperm Medium, dans un tube conique.
Le surnageant est éliminé. Le culot est récupéné da milieu de culture de 0,1 a 1 ml selon
la densité du culot. Si le nombre de spermatozoitlessperme frais est inférieur a
500 000/ml et/ou la mobilité de classe (a) estriatée a 5% sur le sperme frais, 2,5 ml de
pentoxifylline sont ajoutés au maximum 1 h avad@3l. Un test de mobilité est également

effectué aprés la préparation du sperme.

c. Mise en fécondation ou micro-injection

* En cas de FIV : les ovocytes et les spermatozaiédiestionnés sont mis en contact dans
un milieu de culture favorable a leur survie etsgmés dans un incubateur a 37°C.

* En cas d'ICSI : juste avant la micro-injection, &ermatozoides sont mis en présence de
polyvinylpyrrolidone afin de ralentir leur mouvenmeat faciliter leur aspiration. Un
spermatozoide de morphologie normale et vivanaggiré et injecté dans le cytoplasme

de I'ovocyte a lI'aide d’'une micropipette d’'injeatio

Quelle que soit la technique d’AMP utilisée, la dadation et le développement

embryonnaire sont évalués pendant la culture.

d. Transfert embryonnaire

hY

I a généralement lieu quelques jours aprés la tmmcfolliculaire a J2/J3 ou
occasionnellement a J4/J5 au stade de morula/blaséo(les blastocystes sont classés selon
Gardner (Gardner, Lane et al. 2000)). Il s’agitnd'geste médical rapide et indolore ne
nécessitant pas d’'anesthésie. Il est effectué cmnisdle échographique par voie vaginale a

I'aide d’'un cathéter trés fin.
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Le choix du nombre d'embryons a transférer dépenglaksieurs parameétres : age de la
patiente, nombre de tentatives, qualité embryoenarésence ou non de contre-indication
pour une grossesse gémellaire et bien sOr soubdit htiente.

Apres le transfert, la phase lutéale est souterawel’@dministration par voie vaginale de
400 mg/j de progestérone micronisée (Utrogéstafizpéndant une durée de 2 semaines. En
cas de grossesse évolutive, ce traitement serasyivujusqu’a l'issue du %' mois de la

grossesse.

e. Evaluation de la grossesse chimique

Un dosage plasmatique quantitatif depldCG est réalisé 15 jours aprés le transfert
embryonnaire. Une grossesse chimique est affirrméeptaux sérique ggHCG positif (>10
Ul/ml).

2. Les parametres de fécondité

Plusieurs parametres sont évalués au cours dedagure de FIV et ICSI :

* La maturation ovocytaire : elle est évaluée le joarda ponction (JO) en cas d’ICSI. Les
ovocytes matures sont identifiés par la présencm djlobule polaire dans I'espace
périvitellin. Ce parameétre nous permet de détermismtaux de maturation :

) Nombre d'ovocytes en métaphase 11
Taux de maturation (%) = - - — % 100
Nombre total d ovocytes ponctionnés

» La fécondation : elle est évaluée entre 16 et 20dseapres l'insémination ou l'injection
(J1). La fécondation est contrblée par I'observatde deux pronuclei au centre de

I'ovocyte et de deux globules polaires dans I'esgaérivitellin.
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Ce paramétre nous permet de déterminer le taugadadiation :

Nombre d'ovocytes fécondés

T de fécondati %) = — %X 100
awx de fécondation (%) Nombre total d'ovocytes ponctionnés

La segmentation : elle est évaluée entre 40 a d&bapres I'insémination ou l'injection

(J2). Les embryons sont au stade 4 blastomeresogamme. Les embryons sont classés
selon Van Royen, Mangelschots et al. (1999). L'gmobrde bonne qualité est qualifié de
type | et 'embryon de mauvaise qualité, de typle @e parametre nous permet de

déterminer le taux de segmentation :

Nombre d'embryons

— — %X 100
Nombre total d'ovocytes fécondés

Taux de segmentation (%) =

* Laqualité embryonnaire :

Nombre d'embryons de type |
Nombre total d'embryons

x 100

Taux d embryons de bonne qualité (%) =

IV. Marquage de I'ADN spermatique par technique TUNEL

1. Principe

En cas de fragmentation de I'ADN spermatique, ddeemités 3'-OH sont libérées. Le
principe de la technigue TUNEL repose sur l'utiisa d'une enzyme, la terminal
deoxynucleotydil transférase (TdT), capable d’aoules nucléotides a ces extrémités 3'-OH

d’ADN libre. Les nucléotides sont couplés a de igorygénine. Des anticorps couplés a un

[76]



fluorochrome etdirigés contre la digoxygéni sont ajoutésLe fluorochrome utilisé est
rhodamine (fluorescencgeuge).

Une contre-colation de I'ADN avec du DAPI (,6-DiAmidino-2-Phenylindole)
(fluorescence bleue) permet de visualiser 'ADN cgameétes Kigure 23). L’analyse
s’effectue au microscope a fluoresce(Zeiss, Le Pecq, Francepuplé a une caméra D
couplée a ISIS (In Situ Imaging System) (Metasystehttiussheim, Allemagn.

Les spermatozoides a ADN fragmenté présententluns$cence bleue et rouge, alors

les spermatozoides a ADN non fragmenté ne prédami@me fluorescence bleL

Spermatozoide  Spermatozode

nan fragmenté frogmente

s Extrémaé 3-0H libr
@) (3 | e
™ (5 — w _. e
Fbi/ k_"-/ .._'. J

Anticorps anti-digrxcygéning
= couphéa i lo rhadaming
A5

A &

II. Aprés contre-colaralen,

/ Chservation au micrescape § Flusrescence
4

Figure 23 : Principe de la technique TUNEL
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2. Technique

L’étude de la fragmentation de I’ADN spermatiqué effectuée a l'aide du kit ApopTag
(Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). Lesincipales étapes de ce test sont

détaillées comme suit :

Fixation des spermatozoides
Des frottis des spermatozoides sont réalisés sutatdees et séchés a I'air libre. La fixation
des spermatozoides se fait ensuite dans une soldéicCarnoy (1 volume d’acide acétique

pour 3 volumes de méthanol) toute une nuit.

La perméabilisation

La perméabilisation des spermatozoides est réalidéd’aide d’une solution de
2X SSC/0,4% NP40 (SSC : sodium saline citrate ; NP4Nonidet P40) dans laquelle les
lames sont immergées pendant 30 min a 37°C. Hiesensuite déshydratées par une série
de bains successifs d’éthanol 70% / 90% / 100% go&r@imin chacun.

L’élongation de 'ADN

Sur une lame, 48l de tampon d’équilibration (Equilibration Buffespnt déposés et incubés
durant environ 30 s a température ambiante. L'étiag de I'ADN s’effectue par incubation
des spermatozoides avec un mélange de tampon deméat d’'enzyme TdT (44l par
lame) pendant une heure a 37°C et dans une chdmbriele. Les lames sont recouvertes par
des lamelles en plastique, ce qui permet a lad'@siter I'évaporation et de s’assurer que la
solution recouvre bien toute la surface des sp@zoédes a marquer. Cette étape permet
d'incorporer les nucléotides dont certains sonplEsua la digoxygénine, sur les extrémités
3'-OH d'ADN libre. Les lames sont ensuite plongdaas un tampon d’arrét d’élongation
(Stop Reaction) pendant 10 min & température arg)ipnis elles sont lavées deux fois dans
deux bains de PBS 1X (Phosphate Buffered Salimejg& 1 min 30 a température ambiante.

La révélation de I'élongation

La révélation de I'élongation de I'ADN se fait piacubation des cellules avec I'anticorps

anti-digoxygénine conjugué a la rhodamine (d4ar lame), pendant 30 min a 37°C, dans
une chambre humide, a I'abri de la lumiére. Enslite lames sont lavées deux fois pendant

3 min a température ambiante dans du PBS 1X.
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Contre-coloration
Une fois les lames séchées a l'air libre, une esotloration de '’ADN avec du DAPI est
effectuée. Les frottis peuvent alors étre conseavbsbscurité a +4°C jusqu’a la lecture. La

lecture se fait a I'aide d’un microscope a fluoessre a I'obscurité.

Pour chaque patient, 500 spermatozoides ont étgtésrau minimum. Selon le taux d’ADN
fragmenté, le sperme peut étre classé en deuxacegg
* inférieur & 7% : sperme de bonne qualité.

e supérieur ou égal a 7% : sperme altére.

V. Etudes statistiques

* Impact des facteurs maternels et paternels sur lggsultats de FIV et d’'ICSI

o Exploitation des résultats de FIV :

L'analyse des données recueillies a été réalisée lavogiciel SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) version 16.0. Les donnéegitbes dans notre étude ne suivent pas une
distribution normale selon le test Kolmogorov-Srown C’est pourquoi concernant les
comparaisons entre des variables quantitativess agans utilisé le test non paramétrique :
test U de Mann-Whitney. Pour les variables quaigat nous avons utilisé le test duchi
d'indépendance ou le test de Fisher exact selqrokesibilités d'application.

Pour tous ces tests, le seuil de significatioredigé ap < 0,05.

o Exploitation des résultats d’'ICSI :

L'analyse des données recueillies a été realisée lavogiciel SPSS version 16.0. Toutes
les variables ont été initialement testées afid@&erminer la normalité des données par le test
Kolmogorov-Smirnov. Pour les comparaisons entre \d@gables qualitatives, nous avons
utilisé le test du chid'indépendance ou le test de Fisher exact selonpdssibilités
d'application. Pour les variables quantitativegyshavons utilisé un test paramétrique, le test
de Student d’indépendance. Pour déterminer la latioe entre plusieurs variables
guantitatives, le test de Pearson a été utilisé. charbe ROC (Receiver Operating

Characteristic) a été utilisée pour détermineelgéloptimal du parametre étudié.
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La régression linéaire a permis d’étudier I'effesgparamétres maternels et paternels sur la
qualité embryonnaire. Les résultats sont représemig la valeur de coefficient de
régression/) et la valeur de.

La régression logistique a été réalisée afin diéuth relation entre les parametres
maternels et paternels, les parametres d’ICSI éhéc (codé 1) ou succes (codé 0) de
fécondation ou de grossesse chimique. Les résudtats représentés par la valeur odds
ratio (OR), l'intervalle de confiance a 95 % (95@) kt la valeur de.

Afin de déterminer les facteurs prédictifs de I'éclide fécondation ou de grossesse chimique
et les facteurs ayant une influence sur la qualitdryonnaire, la régression linéaire ou la

régression logistique a été également utiliséendalstratégie suivante :

o0 Analyse univariée : elle permet d'estimer I'asstiocia de chaque variable d’intérét
avec la variable a expliquer. A ce stade 'OR est ajusté.

o Analyse multivariée : toutes les variables dondegré de signification est inférieur a
0,20 ¢ < 0,20) lors de I'analyse univariée sont includass le modele initial (modéle
complet) de régression. Ce seuil de 0,20 permgireledre en compte des variables
qui pourraient étre des facteurs de confusion plessou des facteurs d’interaction.

o Modéle final : ce modele est le résultat de plusieajustements et représente les

variables qui ont un degré de significativité indér a 0,05.
Pour tous ces tests, le seuil de significativiédéfixé g < 0,05.

» Effet de la qualité de I'ADN spermatique sur les réultats obtenus en AMP

L'analyse des données recueillies a été étudiée lavegiciel SPSS version 16.0. Apres
avoir fait une analyse descriptive, la corrélat@nre plusieurs variables quantitatives a été
étudiée par le test Spearman.

La régression linéaire a éte réalisée afin d’étukidfet de la fragmentation de '’ADN sur le
taux de fécondation aprés ajustement de I'age meltatu nombre d’ovocytes ponctionnés et
matures. Le résultat est représenté par la valewodfficient de régressiof)(et la valeur
dep.

La régression logistique a été utilisée afin diétu la relation entre la fragmentation de

'’ADN spermatique et le taux de grossesse chimigues ajustement de I'dge maternel, du
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nombre d’ovocytes ponctionnés et matures, du nordiemabryons transférés et du jour de
transfert d’embryons. Ces tests sont réalisés agréfication de la normalité des données.
Pour tous ces tests, le seuil de significatiorédigé ap < 0,05.
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B. Tri magnétique sur les spermatozoides

Description de I'étude

Le tri cellulaire a l'aide de microbilles magnétagu conjuguées a l'annexine V est une

technique qui permet de sélectionner les cellules fenction de leur propriété

d’externalisation des phosphatidylsérines (EPS), asaurant la séparation des cellules

apoptotiques (fraction annexine V+) et des cellal@s apoptotiques (fraction annexine V-).

Dans notre travail, le tri magnétique sur les spgoaoides est réalisé a l'aide de deux kits

difféerents :

kit recherche (kit MACS® Technology, Miltenyi BiateSAS, Paris, France): il est
normalement utilisé pour sélectionner tout typecditules somatiques. L'application du
protocole du fournisseur n'a pas permis d’obtemie amélioration significative du taux
de pureté apres le tri pour les échantillons spegoes. C'est pour cela qu'une étape
d’optimisation du protocole du tri magnétique dpsrmatozoides avec le kit de recherche
est réalisée en premier lieu. Une validation dprogocole optimisé a ensuite été effectuée
pour sélectionner les spermatozoides chez les hemswec un taux anormal de
fragmentation d’ADN.
kit ART (Assisted Reproductive Technology) (kit M&® Technology, Miltenyi Biotec
SAS) : en France, il est apparu récemment. Coatrant au kit recherche, le kit ART est
dedié a la sélection des spermatozoides. Aucuree ed@ptimisation n’est réalisée.
Néanmoins, il est beaucoup plus onéreux que leeklierche. Nous avons utilisé ce kit
pour sélectionner les spermatozoides chez :

o des hommes porteurs d’une anomalie chromosomiqetraeture (projet financé

par ’Agence de la Biomédecine),

0 des hommes porteurs d’'une mosaique gonosomique.

Parametres évalués

Plusieurs parametres sont évalués avant, duraptres le tri par MACS :

L’externalisation des phosphatidylsérines (EPS) parametre nous permet de déterminer
le taux de pureté de nos échantillons. L'EPS eatuée grace a un marquage avec de

'annexine V-FITC (technique détaillée ali.8Varquage Annexine V-FIT)C
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La qualité de 'ADN spermatiqu: ce parametre nous pesmd’évaluer le taux d
fragmentation de I'’ADN spermatique. Ceest étudié grace a la technique TU!

(technique détaillée précédemmeau 8§ IV. Marquage de I'ADN spermatic par

technique TUNEL).

L’équipement chromosomiq: ce paramétre nous permet caluer le contenu
chromosomique des spermatozoides (anomalie chronmigse ouaneuploidie dans e
gametes) et d’étudida ségrégation meiotigudans les spermatozoides. Cest analysé

grace a la technique FISktechnique détaillée auZ FISH surspermatozoidy).

1. Marquage Annexine ‘FITC

a. Principe

Dans un spermatozoide non apoptotique, les phadplsgrines membranaires ne s

situées qu’da face interne ¢la membrane. Deés logu'un gaméte entre en apoptose, le:

sont externalisées (Figure)24

L'annexine présente une propriété de liaiso?*-dépendant aux membranes contenant

phospholipiés chargés négativement comm PS (Klee 1988, Swairjo and Seaton 16.

Gréce a la forte affinité entre annexine V et PS slesrmatooides en apoptose sont marqt

L’annexine V est couplée a un fluorochrome (FIT@udgrescence verte). Une cor-

coloration de '’'ADN spermatique est également séaliavec du DAPI. L’analyseeffectue

sur un microscope #Huorescenc (Zeiss AxioPlan Microscopel.es spermatozoides av

EPS présentent urfuorescence bleue et verte, alors que les speroiaes sanEPS ne

présentent que de laifirescence ble.

Spermatozoide sans EPS Spermatozoide avec EPS
TG ~—,
AnnexineV — ‘ ‘ U | ‘ H
Apoptose
P 1 2.
Milieu extérieur e S r— Milieu extérieur

'13} a‘
Milieu intérieur Y _%'_ )

Milieu intérieur

Figure 24 : Principe du marquage annexine V-FITC
(EP< : externalisation des phosphatidylsérines)
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b. Technique

Le marquage se fait dans un aliquot contenant QL& xle spermatozoides. Ces derniers
sont incubés dans 10 d'annexine V-FITC, le volume est complété a 10@yec du BB 1X
(Binding Buffer 1X) pendant 15 min & l'obscuritéaefTA. Puis, 1 ml de BB 1X est ajouté.
Apres une homogénéisation de I'ensemble, une begation a 400 g pendant 10 min est
effectuée. Le culot final est mis en suspensiorsdénul de BB IX avant d’étre étalé sur une
lame. Le frottis spermatique est ensuite contreréohvec du DAPI et observé au microscope
a fluorescence. Les spermatozoides avec EPS offfuonescence bleue et verte, et ceux sans
EPS ont une fluorescence bleue. Le frottis esterw@sa I'obscurité a +4°C jusqu’a la lecture.

Cing cents spermatozoides sont analysés pour clegee

2. FISH sur spermatozoides

Le principe de la FISH repose sur I'hybridationsbades sur un ADN cible. Les sondes
utilisées pour nos manipulations sont des séquetiéddN marquées par un fluorochrome
(vert, rouge ou bleu). Ces sondes sont des soraiemerciales ou des Bacterial Artificial
Chromosomes (BACs) (Figure 25).

Sondes ;- Décondensation
commerciales des tétes de

et/ou BACs spermatozoides

NaOH 1N
HEEEEEE

l Dénaturation a 75°C
pendant 3-5min

37°C pendantune nuit

Lavages post-hybridation

) —

——
—>
>
0
>
——
-

Analyse au microscope a fluorescence

Figure 25 : Principe de FISH sur spermatozoides
BAC : Bacterial Artificial Chromosome
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a. Sondes commerciales

Les sondes commercialisées sont prétes a I'enffles sont déja marquées directement
par un fluorochrome. Seule une dilution avant I'figation est nécessaire. Nous avons utilisé
des sondes centromériques (CEP : chromosome eniongpeobe), spécifiques des régions

a satellites (séquences répétées en tandem) d’'omosome donné.

Par ailleurs, I'analyse du contenu chromosomiqueeela ségrégation méiotique dans les
spermatozoides a nécessité la fabrication de soBé&€3s complémentaires de régions

d’intérét, lorsqu’il n’existe pas des sondes conuiadisées adaptées a nos besoins.

b. Sondes BACs

Les sondes BACs sont des séquences d’ADN du gérmmmin, intégrées dans des

plasmides des bactériés coli. Ces séquences de taille, en moyenne, de 100 a B0OSokt
complémentaires aux séquences chromosomiquesréiiniee plasmide contient également
un géne de résistance a un antibiotique (le chlph&micol) pour les sélectionner lors de la
culture. Les BACs sont utilisés comme des sondésifigues d’ADN et sont marqués par des
fluorochromes.
Afin d’obtenir un signal analysable lors de la leetau microscope, un pool de BACs marqué
par un méme fluorochrome est préférable pour uHRuUr spermatozoides. Un pool de
BACs est constitué par un ensemble de 5 & 6 BAGSges de fagon a atteindre une longueur
moyenne de 500 000 pb (de préférence une longuane chégabase).

Les sondes BACs ont été choisies a partir d’unisieznet public UCSC Genome Browser

(https://genome.ucsc.eduen fonction du réarrangement chromosomique a iartud

Contrairement aux sondes commerciales, les sond€s Biécessitent différentes étapes de
préparation avant I'hybridation. Ces étapes soatis&es dans notre laboratoire et sont

détaillées ci-dessous :

* Culture cellulaire :
Apres sélection des BACs d'intérét, chaque clortengs en pré-culture dans 2 ml du
milieu Luria Bertani (milieu LB), en présence dantibiotique de sélection (10 mg/ml de

chloramphénicol), a I'étuve a 37°C pendant une. rugtlendemain, 30 pl du mélange de la
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pré-culture (diluée au 168 sont ensemencés sur un milieu de culture LB-
Agar/Chloramphénicol préparé a I'avance dans ufie loe Pétri. Ces boites sont déposées a
I'étuve a 37°C pendant une nuit. Une colonie irtliglisée est prélevée et transférée dans
5 ml de milieu LB/Chloramphénicol puis mise a I'éua 37°C. Cette étape a pour but de
cultiver un clone unique et d’éviter des recomlsoas entre plusieurs clones. Ensuite 1 ml de
celui-ci est mélangé a 25 ml de milieu LB/Chlora@picol. Le tout est incubé une nuit a
37°C sous agitation. Aprés une centrifugation (48, 000 g a 4°C), le surnageant est

eliminé et le culot est conservé a -20°C jusqlédabe d’extraction.

» Extraction de 'ADN :

Le culot est repris dans 0,8 ml de GTE 1X / lysoeyfglucose Tris EDTA : ethylene
diamine tetraacetic acid), vortexé et incubé pend&mmin dans la glace. Le glucose permet
de maintenir une bonne osmolarité ; TEDTA déstiabila membrane bactérienne (chélate les
ions divalents) et inactive les DNases ; le Trabgise le pH a 8,0 et le lysozyme dégrade les
constituants de la paroi bactérienne.

Ensuite 1,6 ml de SDS (sodium dodecylsulfate) (1%OH (hydroxyde de sodium) (0,2 N)
sont ajoutés en agitant délicatement a la maincetbiés 5 min au maximum dans la glace. Le
SDS dénature les protéines et le NaOH dénaturadees nucléiques. Aprés l'incubation,
1,2 ml d’acétate de potassium 3 M sont ajouténathiés 15 min dans la glace. Deux phases
se forment aprés cette étape. L'acétate de potaswutralise le pH a 5,5 et permet aux brins
d'ADN de se ré-apparier de fagcon complémentaireplD® le potassium précipite le SDS, les
protéines et les lipides. L'ADN et 'ARN se troutesians la solution aqueuse. Une
centrifugation pendant 25 min a 3 000 g a 4°C ésligée. Le surnageant est ensuite filtré et
récupéré auquel 1,8 ml d’isopropanol sont ajoutésceibés 15 min dans la glace. Ce dernier
précipite les acides nucléiques. Aprés une cegtifan pendant 15 min a 3 000 g a 4°C, le
surnageant est éliminé. Le culot est remis en sisspe avec 0,5 ml de TE 1X (Tris HCI +
EDTA) et 0,5 ml de chlorure de lithium (LiCl 5M) rgxipite 'ARN). Apres incubation de
15 min dans la glace, une centrifugation de 15a000 g a 4°C est réalisée. Le surnageant
est récupéré, 3 ml d’éthanol absolu y sont ajostéscubés 1 heure a -20°C afin de précipiter
'’ADN. Aprés une centrifugation pendant 25 min &®@® g a 4°C, le surnageant est encore
éliminé. Le culot est repris dans 300 pl de TE &iX7 ul de RNases A (10 mg / ml) et incubé

1 heure au bain-marie a 37°C pour éliminer completd les ARN restants. Puis 8 pl de
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protéinase K (10 mg / ml) sont ajoutés et incub@s muit a 37°C pour éliminer toutes les

protéines.

Le lendemain 400 ul de Phénol-chloroforme sont téwet une centrifugation pendant
10 min & 11 000 g a TA) est réalisée. Le phénol urstdéprotéinisant puissant et le
chloroforme permet d’extraire le phénol. Apres démgation de 10 min a 11 000 g, cette
solution permet I'obtention des deux phases: uhas@ organique (phase inférieure)
contenant les lipides et les protéines et une plagseuse (phase supérieure) contenant
ADN ; 250 pl sont prélevés (phase supérieurejgaels 100 pl d’acétate d’ammonium

7,5 M sont ajoutés avec 600 pl d’éthanol absolu poécipiter ’ADN.

Une incubation d’'une heure a -20°C ainsi qu'unerdeigation de 15 min a 11 000 g a TA
sont ensuite réalisées. Le surnageant est élinilgéogilot est repris dans 500 ul d’éthanol a
70°, puis centrifugation (10 min, 11 000 g, TA). &ernageant est encore éliminé, un volume
de 50 a 100 pl de TE 1X est ajouté en fonctionadiille des culots. Pour finir, la quantité
d’ADN extraite et le degré de pureté sont évaluéxe a la mesure de I'absorption de la
lumiére a 260 nm et 280 nm. Une valeur entre 1,8 ebrrespond a une préparation pure
d’ADN.

Une fois '’ADN récupéré, une étape de marquagedesr fluorochromes sera réalisée. Le

marquage se fait par nick-translation.

* Marquage par nick-translation

Le marquage de I’ADN s’effectue grace a I'activiéonucléase 5’-3' de la DNAse | qui
crée des cassures aléatoires simple brin de 'AD§ta&e a I'activité polymérase 5’-3’ de la
DNA polymérase | qui assure la repolymérisationir@orporant des bases nucléotidiques au
niveau de ces cassures dont un nucléotide esté&aumh fluorochrome. Les BACs sont ainsi
marqués directement par un fluorochrome (vert oigecou aqua).

Pour un BAC, un mélange de 1 pl d’ADN, 0,7 pul deT&U(nucléotides couplés a un
fluorochrome) a 1 mM, 0,42 ul de dTTP a 0,3 mM,22,8 du mélange (0,84 ul de ATP,
0,84 pl de CTP, 0,84 pl de GTP), 1,2 pl du tamp@X, 1,8 pl d’enzymes, le volume d’eau
distillée nécessaire pour un volume final de 1@stllaissé une nuit a 15°C. Le lendemain, la
réaction enzymatique est stoppée en incubant letmbes au bain-marie 10 min a 72°C. lls
sont conservés a -20°C jusqu’a leur utilisatiorerisemble de la manipulation doit étre réalisé

a l'abri de la lumiére.
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Une étape de précipitation est ensuite réalis@edaficoncentrer les sondes a utiliser.

* Précipitation des sondes

La précipitation peut étre réalisée BAC par BAC par pool des BACs en une seule
réaction. Pour un BAC, 5 ul de BAC préalablementqué sont mis dans un tube avec 1 pl
d’ADN cot-1 (1 mg/ml). Ce dernier limite les hybaitions non spécifiques par saturation des
séquences répétées de I'ADN. De plus, 4 ul d'eatillde, 1 ul d’acétate de sodium 3 M et
35 pl d’éthanol & 100° sont ajoutés. L'acétate ativsn permet une meilleure précipitation
des sondes. Aprés homogénéisation, le mélange lasé @5 min a -20°C, puis une
centrifugation est réalisée pendant 30 min a 17¢08@°C. Le surnageant est éliminé, 5 ul de
tampon Locus Specific Identifier (Abbott, Rungisrafice) sont ajoutés et apres

homogénéisation, les pools de BACs ainsi prépac#g,conservés a -20°C.

c. Reéalisation de la technique FISH

Des frottis des spermatozoides sont réalisés & fpar la solution de Carnoy comme indiqué
précédemment au § IV. Marquage de I'ADN spermatppretechnique TUNEL. Une étape

de décondensation de la chromatine des spermaészestl ensuite nécessaire.

» Décondensation et perméabilisation

Chaque frottis est placé 2 min dans une solutioNal®@H 1N & TA afin de décondenser la
chromatine. lls sont ensuite lavés dans un bafBIe 2X pendant 5 min a TA.
Une étape de perméabilisation et une étape de digghiion sont ensuite réalisées comme
indiqué au 8§ IV. Marquage de I'ADN spermatique teahnique TUNEL, avant de procéder a
I’hybridation.

» Co-dénaturation/hybridation

Avant la co-dénaturation, nous déposons 5 ul delesoppar lame. La co-dénaturation
s’effectue a I'aide d’un appareil automatique d’hghtion, le ThermoBrite (Abbott). La co-
dénaturation est effectuée simultanément sur lesrgiozoides et les sondes pendant une
durée de 3 a 5 min a 75°C. L’hybridation est réalisnsuite sur une nuit a I'’étuve a 37°C en
chambre humide.
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» Lavages post-hybridation et contre-coloration
Le lendemain, les frottis sont plongés dans unetisol de 0,4X SSC/0,3% NP40 pendant
30 s a 72°C puis dans une solution de 2X SSC /0NP¥%#0 a une TA pendant 15 s. Les lames

sont ensuite séchées et contre-colorées avec dit DAP

Les frottis marqués par FISH sont ensuite conseave4°C jusqu’a la lecture. L'équipement
chromosomique des spermatozoides est déterminén dalocombinaison des signaux

fluorescents observés. Au moins 1 000 spermatozaiale analysés par frottis.

[ll.  Optimisation et validation du tri des spermatozoids a l'aide du kit de
recherche

1. Optimisation du protocole du tri magnétique : Kiedecherche

a. Population

Trente quatre échantillons de sperme cryoconsaf@gs un milieu Sperm Freezing Medium
(Ivrine Scientific, Paris, France) sont inclus damwgre étude. Aucune étape de préparation
(lavage, gradient de densité, swim-up...) n’est séaliavant la congélation.

Nous avons travaillé sur des paillettes de spemy@conservées provenant de la banque du
sperme dédiée a la recherche au sein du laboraleir€ytogénétique et Biologie de la
Reproduction INSERM U1078 Brest.

b. Description de I'étude

Afin d’adapter le protocole du tri magnétique da && recherche pour la sélection des

spermatozoides ayant externalisé leurs PS, plesst@tégies et tests sont effectués.

Le tri magnétique nécessite une étape de marquaagnétigue par des microbilles
magnétiques couplées a I'annexine V et une étapepiaration par colonne. Ces deux étapes
se réalisent en présence d’'un réactif fourni pdteMlyi Biotec SAS : BB 1X. Les tests et les
stratégies développés ont comme but de détermasemkilleures conditions de marquage
magnétique, de savoir le type de colonne le pluspigdaux échantillons spermatiques,
d’étudier I'effet et le réle du BB 1X.
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L’'optimisation du protocole du kit de recherche elgtaillée ci-dessous selon l'ordre

chronologique de réalisation.

c. Etude préliminaire

Selon le protocole du fournisseur du kit de redmerde marquage magnétique (incubation
des spermatozoides avec des microbilles magnéliglogs étre réalisé a une température
basse (entre 2°C et 8°C), tandis que la séparatiortolonne se fait a TA. Ce changement
brusque de température peut stresser les sperridgezst peut fausser nos résultats. De plus,
suite a des échanges avec le fournisseur, nous ahaisi de faire le marquage magnétique a
TA (condition idéale pour les spermatozoides). @mant le temps d’incubation des

spermatozoides avec les microbilles, nous avonpecss les recommandations du

fournisseur. Le marquage magnétique est réalisggmeri5 min.

Par ailleurs, deux colonnes de séparation soneprés sur le marché. Des grandes colonnes
LS (MidiMACS) avec une capacité au maximum de 2 00Q@e cellules dont 100 M de
cellules marquées et des petites colonnes MS (MA@®) avec une capacité au maximum de
200 M de cellules dont 10 M de cellules marguéagdRie nous travaillons toujours avec des
petites quantités de spermatozoides, nous avonsi ¢daolonne MS pour le reste de nos

tests.

d. Quantité de microbilles

Selon le fournisseur, le marquage magnétique se &asl'adaptation de la quantité de
microbilles a la concentration des cellules. Poétedniner la meilleure quantité des

microbilles, 3 quantités croissantes ont ete testée

Tout d’'abord les paillettes de spermatozoides si@abngelées a l'abri de la lumiére
pendant 30 min a température ambiante (TA). Lerspagst récupéré a l'aide d’'une pipette
Pasteur®, en expulsant le volume dans un microtulmelavage est ensuite effectué en
ajoutant 1 ml de PBS 1X afin d’éliminer le miliele cryoconservation. Cette procédure de
lavage est une procédure de routine utilisée datre taboratoire pour les spermes congelés.
Aprés une centrifugation de 10 min a 400 g et al€Aulot est repris avec 100 ul de BB 1X.
Une numération des spermatozoides de I'échan@tbrensuite réalisée a l'aide de cellule de

Malassez. Puis, 3 aliquots sont préparés a raisd®dvl de spermatozoides par aliquot.
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La quantité de microbilles d’annexine V a teste® ul, 50 pul et 100 pl est ajoutée a
I'échantillon et le volume est compléusqu’a 500 pl par du BB 1X.e mélang est incubé
ensuite pendant 15 min a T&’est I'étape de marquage magnét.

Apres avoir humidifiéla colonne MS sur le support aimanté, la suspenc@lulare est
passée dans cette colonileut d’abord, lefraction annexine Vest obtenue par élution. Pi
apres avoir effectué 3 rincages de ul de BB 1X, la colonne MS eretirée du support
aimanté, 500 udle BB 1X sont ajoutéet, a I'aide d’'un piston fourni dans le kit, ladt@n
annexine V+ est récupérée.

A la suite du tri magnétique, un test de pureté deslptpns annexine - et annexine V+ est
réalisé a l'aide du marquage annexin-FITC (Figure 26). Cetest est réalisé sur

échantillons du sperme.

Décongélation du sperme

Lavage avec PBS 1x

10M spermatozoides 10M spermatozoides 10M spermatozoides
20 pl de microbilles +BB 1x 50 pl de microbilles +BB 1x 100 pl de microbilles +BB 1x Marquage magnétique
ATA aTA aTA
Colonne MS Colonne MS Colonne MS Séparation sur la colonne
Population  Population Population  Population Population  Population
annexine V- annexine V+ annexine V- annexine V+ annexine V- annexine V+

| l | | l l

‘ Marquage annexine V- FITC ‘

Figure 26 : Schéma global da procédure du test d’effet de la quantité de nhidkes sur la puret
(TA : température ambiante)
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e. Evaluation de la pureté et de la qualité d’ADN avahet apres le tri
magneétique

Pour cette partiegt en tenant comp des résultatsdu test précéden(quantité de
microbilles) le tri magnétiqueest réalisé avec une quantité de 100d@lmicrobilles. Le
protocole de tri utilisé ede mémd que celui du test précédehta procédure de ce test
détaillée dans la Figure 27.

Afin d’évaluer l'efficacité du tri magnétique avdes meilleues conditions e marquage
magneétique)analyse du taux dda pureté et de la fragmentation de I’ADN est effeet
avant le trilaprés décongélatioet apres le tri dans la fraction annexine.V

L'EPS est évaluée grace au marquage annex-FITC et la fragmentation de I'ADI
spermatique est analysée grace a la technique TUMN

Ces tests sont réalisés sur 5 échantillons du s

Sperme décongelé +
lavage PBS 1X

Annexine V-FITC
TUNEL

3

Marquage magnétique 100 pl de microbilles
+BB 1XaTA

\ 4

Séparation sur la colonne Colonne MS

_ _ Annexine V-FITC
Fraction annexine V- TUNEL

Figure 27 : Schéma global dest pour évaluer la pureté et la qualité de 'ARMant et apres le ti
magnétique

[92]



f. Testscomplémentaires

Des tests complémentairent été réalisés afin d’expliquer I'incohérence désultats
obtenus concernant 'augmentation du taux de fragatienapres le tri magnétiqu
La remise en question sur I'étape de lavage durspeongelé avec du PBS 1X est abor
bien qu’elle représente une procédure de routiflsség dans notre laboratoire. De pl
I'effet sur la fragmentation de 'ADN, du margie magnétique, de la séparation sur colc
et/ou du réactif utilisé (BB 1X) au cours du trns@galement abordés. -ce que I'un de ces
parametres crée un marquage de I’ADN spermatiqree de la technique TUNEL et p
conséquent produit des faux pifs ?
Pour tenter de répondre a ces différentes questbndlucider ces résultats incohére

plusieurs tests ont été effectu

» Effet des parametres de la techniqu

Afin d’identifier quel(s) paramétre(s) de la teaiume influe(nt) sur les résultats obter
nous avons évalué le marquage de '’ADN spermatiguel UNEL en présence et absence
'enzyme TdT. L’évaluation est réalisée sur un spercongelé lavé soit pPBS 1X soit par
BB 1X (sperme non trié) et sur un échantillon d’dreetion annexine - d’un sperme déja
trié (Figure 28).

Sperme congelé Lame de la fraction annexine V-

i i

Lavage PBS 1X Lavage BB 1X
TUNEL TUNEL TUNEL TUNEL TUNEL TUNEL
Sans enzyme avec enzyme sans enzyme avec enzyme sans enzyme avec enzyme

Figure 28 : Schéma global du test
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o Effetdu BB 1X

Afin d’identifier I'influence du BB 1) sur laqualité de 'ADN spermatiqt, nous avons
réalisé différates expérimentations. En effeu cours du tri magnétiq, le tampon utilisé
n'est pas le PBS 1X mais le BB 1X, alors que latperydu sperme apres la décélation est
réalisé avec du PBBX. C’estpour cette raison queous avons émis I'’hypothese que le
pourrait étre I'un des facteurs pouveexpliqguer 'augmentatioru taux de fragmentatic
apres le tri.
Nous avons analysé la fragmentation de 'ADN apdeux types de traitement avec
BB 1X:

0 PBSversusBB :
Un sperme décongelé est divisé en deux aliquots k&t lavé ave du PBS 1X (contréle
négatif) et I'autre avec dBB 1X. Ce lavage est réalisé deux fois. Des frapsrmatique
sont ensuite réalisés pour chaque lavage afin aeder a la technique TUNE(Figure 29).

Ce test est réalisé sur 7 échantillons du spe

Sperme congele
| .
2 lavages avec 2 lavages avee
PBS Ix BB Ix
TUNEL TUNEL

Figure 29: Schéma global de procédure du test sur I'effeBBul X
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o Lavage avec BBversusincubation avec BB
Pour ce test, un sperme décongelé est divisé en deguosdi. Un aliquot est lavé avdu
PBS1X (contrdle négatif) et 'autre avedu BB 1X. Les sprmatozoides lavés avec du
sont incubés ensuiteads ce tampon pendant min & TA (temps d’incubation nécessa
pour le marquage magnétique en cas de L’analyse de la fragmentation de I'ADN ¢
réalisée sur un frottis depermatozoides las avec du PBS 1X, lavésec du BB 1X et
incubés 15 min avec du BBX (Figure 30)Ce test est réalisé sur 5 échantilloe sperme.

Sperme congelé

i !

Lavage Lavage
PBS 1X BB 1x

Incubation 15 min
BB 1X

TUNEL

Figure 30: Schéma global du test du lavage avec BB versudation avec B
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e ROle du BB : Test BB wersus Triton

Afin de comprendre le réle du BB au cours du maggude I'’ADN spermatique a 'aide de
technique TUNEL, nous avons realisé le BB versusTriton (Figure {1). Ce test nous
permet de voir si le BB et le Triton ont le mémeeesur les spermatozoideLe triton est un
détergent, il permet la perméabilisation des mendsaellulaire:

Un sperme décongelé est divisé en trois aliquots. demnier est lavé avi du PBS 1X
(contréle négatif), le deuxiéme est lavé aduBB 1X et le troisieme avedu Triton X-100.
Aprées une incubation de 15 r a TA, des frottis spermatiques sont réalisés pbagge type
de lavage afin de procéder a la techniqgue TUN(Figure 31). Ceds est réalisé sur 6

échantillons de sperme.

Sperme congelé

l l i

Lavage
PBS Ix

|

Incubation 15 min

i

TUNEL

Lavage
BB Ix

|

Incubation 15 min

l

TUNEL
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Lavage
Triton X-100

l

Incubation 15 min

i

TUNEL

Figure 31 : Schéma global du test BB versus Tri



g. Evaluation de la pureté et de lequalité de 'ADN a chaque étape du tri
magnétique

Dans cette partigjous avons procédé a I'évaluation des spermatazavec EPS par le
marquage annexine V-FIT@f des spermatozoides avec dregmentation de '’ADN par |
technique TUNEL a chaque étape du tri magné : aprés décongélation, aprincubation
avec des microbilles et BBX et aprés le tridans la fraction annexine V-.

Ce test est réalisé afin de voir si les résultatgest le cheminement attendu (baisse du
de fragmentation dans la fraction annexir-).

Cette fois-ci, le lavage dgperme congelé est réalisé aduBB 1X afin d’avoir des résulta
comparablesavant et aprés le tri. Le marquage magnétique éalisé avec 1( ul des
microbillesa TA pendant 15 m en présete du BB 1X et la séparation spermatozoides
(avec ou sanEPS) est effectuée suaun passage sur colonne MS. Des frottis spermat
sont réalisés a chaque étape du tri pour évaluéaiube de pureté et la qualité de I'ALC
(Figure 32). Ce test esffectu¢ sur 5 échantillons de sperme.

Sperme décongelé +
lavage BB 1X

Annexine V-FITC

‘ TUNEL

Marquage magnétique 100 pl de microbilles
+BB 1XaTA

Annexine V-FITC

‘ TUNEL

Séparation sur la colonne Colonne MS

) ) Annexine V-FITC

Fraction annexine V- TUNEL

Figure 32: Evaluation de la pureté et de la fragmentatiochaque étape du tri magnétic
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h. Test sur deux colonne

Afin de savoir si le tri sudeu> colonnes améliore la qualité des sperméides récupérés
du point de vue EP& fragmentation de 'ADN, nous avons procédé tese
Le lavage et le protocoléu tri utilisés sont les mérseque celui du test précédent. Apre
passage sur une premiere colonne MS et récupérdtota fraction annexine -, cette
derniére espassée sur une deuxiéme colonne MS afin d’assorg*™tri.
L’évaluation du taux de spermatozoides avec EFA®tatle de la fragmentation de I'AD
sont réalisées a chaque étapprés décongélation, incubation avec licrobilles et le BB,
passageahs une premiére colonn¢ passage dans une deuxiéronne (Figur 33).
Ce testest réalisé sur le5 mémes échantillons de sperme aet cours desmémes
manipulatiors que le test précént (Evaluation de la pureté et de la fragmentatie’ADN

achaque étape du tri magnéti).

Sperme décongelé +

lavage BB 1X
Annexine V-FITC
TUNEL
. 100 pl de microbilles
Marquage magnéthue +BB 1XaTA
Annexine V-FITC
TUNEL
Séparation sur premiére colonne Colonne MS
) ‘ ) Annexine V-FITC
Fraction annexine V- TUNEL
Séparation sur deuxi¢éme colonne Colonne MS
Fraction annexine V- e o bLL
TUNEL

Figure 33 : Schéma global du test sur deux colonne
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I. Kit recherche adaptéversusKit ART

Ce test est réalisé, dans le but de savoir siléxtsgn des spermatozoides est améliorée
avec un des deux Kkits.
Quel que soit le kit utilisé, nous avons suivi |&me procédure. Aprés décongélation, le
sperme est lavé avec du BB 1X. Les spermatozoioes ensuite incubés avec 100 ul de
microbilles a TA en présence de BB 1X. La sépamatist réalisée par passage sur colonne
MS afin de récupérer les deux fractions annexinet\&nnexine V+.
L’évaluation du taux de spermatozoides avec EP®tate de la fragmentation de 'ADN
sont réalisées apres décongélation et aprés tr§ kdafraction annexine V- et annexine V+.
Une étape supplémentaire de I'étude de la fragrientale 'ADN est réalisée apres
incubation avec les microbilles et le BB 1X.
Ce test est reéalisé sur 10 échantillons du spertnéchantillons sont triés a I'aide du kit

recherche et 5 échantillons sont triés a I'aid&itl ART.

2. Validation du tri magnétique des spermatozoidesaide du kit de recherche
adapté

Six hommes ayant un taux anormal de fragmentat@iADN spermatique (par rapport au
seuil du laboratoire) sont inclus dans notre ét@ks échantillons ont été sélectionnés parmi
des paillettes de sperme €jaculé cryoconservé paonale la banque de sperme dédiée a la
recherche au sein du laboratoire de CytogénétigiBotogie de la Reproduction INSERM
U1078 Brest. L'analyse de la fragmentation de ’AD&lces patients a été réalisée a l'aide de
la technique TUNEL utilisée en routine au labona&oc’est a dire sur des frottis de
spermatozoides lavés par PBS 1X.

Les spermatozoides des 6 patients ont été séparédeakit de recherche apres optimisation
du protocole. L'analyse est faite selon le platéede (Figure 34).

Avant et apres tri, trois paramétres ont été agaly$externalisation des phosphatidylsérines,
la fragmentation de I’ADN et I'équipement chromosque.

Une étape supplémentaire de l'étude de la fragrtientadle I'ADN est réalisée aprés
incubation avec les microbilles et le BB 1X.

Pour I'analyse de I'équipement chromosomique clesz patients, nous avons étudié le taux
d’aneuploidies des chromosomes 13, 18, 21, X et Y.
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Une FISH X-Y-18 est réalisée en utilisant des sermtromeériques spécifiques des régions
a satellites du chromosome X (DXZ1, SpectrumGredmhdit), Y (DYZ3, SpectrumOrange,

Abbott) et 18 (D18Z1, SpectrumAqua, Abbott). Un&IHI13-21 a également été réalisée en
utilisant un pool des BACs en 13g33.3 et un poal BACs en 21g22.11 (SpectrumGreen /

SpectrumOrange, respectivement).

Sperme décongelé avec ou sans EPS +Lavage BB 1X

Annezine V-FITC
— TUNEL
1 FISH
Marquage magnétique
(Microbilles + BB 1X)
l -y TOHEL
Séparation sur colonne
(MS)
v v
Fraction annexine V - Fraction annexine WV +
v v
Annexine V-FITC Aonexine WV-FITC
T EL TUMEL
FIZH FIZH

Figure 34 : Plan de I'étude pour le tri magnétiggesspermatozoides chez des hommes ayant u
anormal de fragmentation de 'ADN
(BB : Binding Buffer, FISH : Hybridation in situ kdrescente, TUNEL : TdT-mediated-dUTP nick-endliage
FITC : Fluorescein IsoThioCyanate)
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IV. Apports du tri de spermatozoides chez des hommes mpeurs d'une
anomalie chromosomique constitutionnelle

Au total, 14 hommes porteurs d’'une anomalie chramigue constitutionnelle sont inclus
dans cette étude :

e 12 porteurs d’'une anomalie de structure (Projetrfog par I’Agence de la Biomédecine),

» 2 porteurs d’une anomalie de nombre.

Le caryotype de ces patients a été realisé a pirtiymphocytes issus d’'un prélevement de
sang périphérique. Les parametres spermatiquest@etvalués selon les recommandations de
'OMS (WHO 2010).

Nous avons travaillé sur des paillettes de speljaeulé cryocongelé sans aucune étape de
préparation (lavage, gradient de densité, swim-upwant la congélation du sperme. Pour
cette étude, les paillettes ont été obtenues gralee participation de différents centres en
France (CHU de Clermont Ferrand et de Toulouse).

Les patients avaient recu une information clairavetient donné leur consentement écrit pour
I'utilisation des paillettes de sperme cryocongidés le cadre de la recherche.

Les spermatozoides de chaque échantillon ont @irése avec le kit ART et I'analyse est

faite selon le plan de I'étude (Figure 35).

Sperme décongelé avec ou sans EPS + Lavage BB 13

Cloncentraticon en spermatozoides
A nnexine W-FTI LT

. TIOTET.
l FI=H

MIlarquage magnétique
(Microbilles + BB 130)

— TIOTEL.

1 !

Séparation sur colonne

(IS
- -
Fraction annexine % - Fraction ammexine % —+
v v
Cloncentration en spermatozoides Concentration en spermatoezoides
A nnexine W-FTTC Annexine W-FTTC
T EL TOEL
FISH FISH

Figure 35 :Plan de I'étude pour le tri magnétique des spermaittes chez des hommes porteurs
d’'une anomalie constitutionnelle
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Avant et apres le tri, quatre parameétres ont gddyaés : la concentration en spermatozoides,
'externalisation des phosphatidylsérines, la fragtation de I'ADN et I'équipement
chromosomique.

La concentration totale des spermatozoides estiéwa chaque étape du tri afin d’étudier le
rendement de MACS.

» Pour les hommes porteurs d’'une anomalie de stejclar ségrégation meéiotique est
analysée par FISH avec un mélange de sondes (camahasret BACSs). Le choix des
sondes est réalisé d'apres les points de casspligués dans le remaniement identifié par
cytogenétique conventionnelle. Le mélange des somtiisées chez ces hommes est
résumeé dans le tableau 2.

* Pour les hommes porteurs d'une anomalie chromos@mgpnosomique, nous avons
étudié le taux d'aneuploidies des chromosomes 83,21, X et Y (comme détaillé

précédemment).

Tableau 2 Mélange des sondes utilisées pour effectuer la H@Hspermatozoides chez les hommes
porteurs d’une anomalie chromosomique de structure

Patient Mélange des sondes utilisées pour I'angdgs&ISH

P1 BACs en 13g33.3 (Green), BACs en 14g32.33 (Orarige18 (Aqua)

P2 BACs en 14932.33 (Green), BACs en 15026.3 (@r@EPS (Aqua)

P3 BACs en 13g33.3 (Green), BACs en 14g32.33 (OrargieR8 (Aqua)

P4 BACs en 13g33.3 (Green), BACs en 14q32.33 (@&aiEPS (Aqua)

P5 BACs en 4g22.1 (Aqua), BACs en 4q34.1 (Green), CHRIange)

P6 BACs en 9934 (Green), BACs en 12p13.33 (AquBR 12 (Orange)

P7 BACs en 1p36.33 (Orange), BACs en 1g24.1-24.2 (AdBACs en 15026.3 (Green)
P8 BACs en 11925 (Orange), BACs en 13q14.3 (Gr&X(;s en 13933.3 (Aqua)

P9 BACs en 13g33.3 (Green), BACs en 19p12-p13.11 (@prBACs en 199q13.41 (Aqua)
P10 BACs en 1p36.33 (Orange), BACs en 1g24.1-24qR4), BACs en 22q11.23 (Green)
P11 BACs en 2p25.3 (Green), BACs en 2g37.3 (Orangel88n 9q34.12-934.13 (Aqua)
P12 BACs en 2p21 (Orange), BACs en 2qg35 (Aqua), 8 15926.3 (Green)
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V. Etudes statistiques

Concernant l'optimisation du protocole du tri matimée avec le kit de recherche,
l'analyse des données recueillies a été réalisgelavogiciel SPSS version 16.0. Les taux de
spermatozoides avec fragmentation de 'ADN et cavec EPS ont été comparés avant et
apres le tri par MACS ou selon les différentes dtionks testées a I'aide du test Wilcoxon. La
comparaison entre le tri avec le kit de recheralndeokit ART du point de vue du taux de
spermatozoides avec fragmentation de 'ADN et dix @de spermatozoides avec EPS a été
réalisée a l'aide du test U de Mann-Whitney. Pautest, le seuil de signification a été fixé a
p < 0,05.

Par ailleurs, un test de gltd été utilisé pour comparer le nombre de sperrnéles avec EPS

avant et aprés le tri par MACS pour chaque pati@atméme test a été utilisé pour comparer :

* Le nombre de spermatozoides avec fragmentatiodD&ll

* Le nombre de spermatozoides avec un contenu chooniggement désequilibré a celui
avec un contenu chromosomique normal ou équilibré

* Les différentes anomalies chromosomiques (disobgpéoidie)

e Le nombre de spermatozoides chromosomiquement wibséss produits par les
différents modes de ségrégation méiotique.

Un test Fisher exact a été également utilisé sidesbres attendus étaient inférieurs a b5.

Pour comparer la concentration totale des sperm@eg avant et aprés le tri nous avons

utilisé le test Wilcoxon.

Pour tous ces tests, le seuil de significatioredigé ap < 0,05.
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C. Expression différentielle des genes des spermatodes : mise au point de
techniques d’étude du transcriptome

I.  Population

Dans cette partie, 70 échantillons de sperme &amtl été utilisés. Les différents tests ont

été réalisés sur des :

 Spermes frais d’hommes ayant des problemes dditéeret venant consulter au
laboratoire de Cytogénétique et Biologie de la Rdpction CHRU Morvan, Brest. Ces
patients ont donné leur consentement pour utilssgrartie restante de I'éjaculat aprés la
réalisation des examens de routine (spermogramareiggytogramme).

e Spermes congelés provenant de la banque du speérdi€eda la recherche au sein du
laboratoire de Cytogénétique et Biologie de la Bdpction, INSERM U1078 Brest.

II.  Purification des spermatozoides

La premiere étape consiste a déterminer une métthegrurification des spermatozoides
permettant I'élimination totale des cellules sompagis (leucocytes, cellules épithéliales et
germinales) tout en préservant le plus possiblg#setes. Pour cela quatre méthodes sont
testées : le swim-up, la lyse des cellules someasigle gradient de densité et I'association
gradient de densité et lyse des cellules somatidueSicacité des méthodes de purification
est évaluée par un comptage sur cellule de Malassent et apres I'application de chaque
méthode. Ce comptage nous permet de calculer leg@uiage de perte en spermatozoides et

de vérifier 'absence des cellules somatiques.dréepest calculée selon la formule suivante :

La perte en spermatozoides (%)

100 Quantité totale de spermatozoides (M)apreés purification 100
= — X
Quantité totale de spermatozoides (M)avant purification
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1. Swim-up

Le swim-up est réalisé sur 5 échantillons de spdrai® Pour chaque échantillon, le liquide
séminal est éliminé par un lavage avec du PBS hXuite, le culot cellulaire est resuspendu
avec 1500 pl de BM1 (Ellios Bio Tek, Paris, Frgnee une centrifugation de 530 g est
réalisée pendant 10 min afin de concentrer leslesllau fond du tube.

Apres centrifugation, le tube est incubé a I'étav87°C pendant 30 min a une heure. Le

nuage formé a la surface par des spermatozoidessste récupére.

2. Lyse des cellules somatiques

La solution de lyse (SCLB-Somatic Cells Lysis Buffest une solution hypotonique
composée de 0,1% de SDS (Euromedex, Strasboumgcejrat de 0,5% de Triton X-100
(Euromedex, Strasbourg France) (Goodrich, Johnsah 2007). La lyse est effectuée sur 5
échantillons de sperme frais et 5 échantillonspgense congelé.

Les échantillons de sperme frais ou sperme corigplé&s décongélation) sont lavés avec du
PBS 1X avant la lyse. Le culot cellulaire est remtans 800 pl de PBS 1X (afin de faire un
comptage avant purification). Quelle que soit fome du sperme utilisé, I'échantillon

spermatique est mis en suspension avec la soldgolyse puis le tube est incubé dans la
glace pendant 30 min. Apres incubation, une cemfaifion a 400 g pendant 10 min est

réalisée et les spermatozoides sont récupéreés.

3. Gradient de densité

Le gradient de densité utilisé est composé de dections d'lsolat& 90% et 47,5%
(Irvine Scientific, Paris, France). Ce gradient gstparé dans un tube de 10 ml en déposant
doucement et successivement 1,5 ml de chacunerdesofs. Ensuite, I'échantillon de
sperme frais ou de sperme congelé (apres décoigektt lavage avec du PBS 1X), est
déposé au-dessus de ces deux couches. Le tubenesfiugé a 1 000 g pendant 20 min. Le
gradient de densité est testé sur 5 échantillonspdeme frais et 5 échantillons de sperme
congelé. Selon l'origine du sperme (frais ou co@pedt apres centrifugation, différentes
couches sont obtenues (Figure 36).

Concernant le sperme frais, le liquide séminalgiadient 47,5% ainsi que l'anneau de
cellules somatiques (dans l'interphase du gradie®i-47,5%) sont éliminés complétement.
Le culot de spermatozoides et un peu de gradiéntint récupérés.
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Concernant le sperme congelé, le PBS, l'anneauwellides somatiques (dans linterphase
PBS-47,5%) et le gradient 47,5% sont éliminés cetepient. L'anneau de spermatozoides le
gradient 90% et le culot sont récupérés.
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Figure 36 : Schéma des différentes couches caladaprés gradient de densité

4. Association entre le gradient de densité et la Iges cellules somatiques

La purification par combinaison du gradient de dénst de la lyse est réalisée. Apres le
gradient 90%-47,5%, les spermatozoides récupérésnsie en contact avec la solution de
lyse. Une centrifugation a 400 g pendant 10 min efftctuée afin d’obtenir un culot
spermatique purifié. L’association des deux métbaa testée sur 5 échantillons de sperme

frais et 12 échantillons de sperme congelé.

[I. Extraction d’ARN spermatique

La deuxieme étape consiste a déterminer une meéihemieettant une extraction efficace
de la petite quantité d’ARN spermatique. Nous camps le rendement de deux Kits
d'extraction d'’ARN. Le rendement correspond au ggpgntre la quantité d'ARN extrait en

nanogrammes et le nombre de spermatozoides eomailli

L'extraction d’ARN est réalisée par RNeasy Plus Mit (Qiagen, Courtaboeuf, France) et
NucleoSpin RNA XS (Macherey-Nagel, Hoerd, France).
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Apres la purification du sperme frais ou du specmegelé, un méme échantillon est divisé en
deux fractions égales dont les ARN spermatiquesesdmaits selon les deux kits d'extraction.
La comparaison est réalisée sur 5 échantillonspdeng frais et 5 échantillons de sperme

congelé.

Concernant le kit RNeasy Plus Mini, un volume dé A0de la solution RLT Plus (composée
de guanidine isothiocyanate qui assure la lyselle@ié) complété avec un volume de 100 pl
de DTT 0,1M (Dithiothreitol) (inactive les RNasespermet une lyse efficace), sont ajoutés
au culot de spermatozoides. Le lysat est bien hén@gé par le vortex et transféeré dans la
colonne puis centrifugé a 10 000 g a 4°C pendarg 8fin d'éliminer I'ADN génomique.
Apres centrifugation la colonne est jetée et latigmrdé pour le reste de la manipulation.

Un volume de 600 pl d'éthanol 70% est ajouté aat lgsbien homogéneéisé, ceci permet aux
ARN de bien s'attacher sur la membrane silica-gekuite, 600 pl de ce mélange sont
transférés dans une colonne montée sur un tubendle & centrifugés a 10 000 g pendant
15 s. Le filtrat est éliminé et cette étape esérép avec le volume restant. Plusieurs lavages
sont réalisés avec 700 pl de tampon RW1 (RNeaswyikii Qiagen) puis avec 500 ul du
tampon RPE (RNeasyr Minikit, Qiagen). Chaque lavage suivi d’'une centrifugation a
1 000 g pendant 15 s. Apres ces deux lavagedtri st éliminé et un troisieme lavage est
réalisé avec 500 pl du tampon RPE, suivi par umgribggation a 1 000 g pendant 2 min.
L’ARN est récupéré suite a I'ajout de 30 pl de R&N&see Water sur la membrane de la

colonne et une centrifugation a 1 000 g pendanir2 m

Concernant le NucleoSpin RNA XS, la lyse cellulas réalisée a I'aide d’'un mélange de
100 pl de Buffer RAL et 2 ul de TCEP (Buffer RATmqmsé de guanidine thiocyanate qui
assure la lyse ; TCEP (Tris 2-carboxyethyl phosphininactive 'ARNase). Un volume de
Carrier RNA est ajouté, permettant une bonne rigterate I’ARN sur la colonne. Ce mélange
est transféré ensuite sur une colonne et centridujé 000 g pendant 30 s. Les nucléotides
sont ensuite précipités par 100 ul d’éthanol 7@Mmeélange est transféré dans une colonne et
centrifugé a 11 000 g pendant 30 s. Un lavage ttnoe est réalisé a l'aide de 100 pl de
MDB (Membrane Desalting Buffer). Aprés centrifugattj I’ADN génomique est éliminé par
'ADNase (3 ul de ADNase + 27 ul de Reaction Buffer rDNase). Trois lavages sont
réalisés ensuite avec 100 ul de Buffer RA2, 40@quBuffer RA3 et 200 ul de Buffer RA3.
L’ARN est récupéré suite a I'ajout de 20 pl de R&N&ee Water sur la membrane de la

colonne et une centrifugation & 11 000 g pendaminl
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Suite a l'extraction d’ARN, un dosage est réalise Nanophotometre (Implen, Munich,
Allemagne). Ce dosage permet de déterminer la otrateon d’ARN (ng/ul) et d’estimer la
pureté de I'échantillon (absence de contaminatian ¢gie I'’ADN, des protéines ou des
solvants) a l'aide des ratios de densité optiqu@)(R60/280 et 230/260.

IV. Evaluation de la pureté

La troisieme étape est consacrée a évaluer I'abséaccontamination par les ARN des
cellules somatiques apres I'étape de purificatibiextraction de I'ARN. La pureté est
évaluée a I'aide de RT-PCR et/ou du BioanalysegiléAt, Bioanalyser 2100).

1. RT-PCR

Différentes contaminations peuvent étre détectéis a une amplification des marqueurs
spécifiqgues par RT-PCR, notamment CD45 (akPaPRG—protein tyrosine phosphatase,
receptor type, C) a 847 pb, E-Cadhérine (CDH1) & pB, C-Kit (Kit proto-oncogene
receptor thyrosine kinase) a 780 pb, protamine32@pb, respectivement spécifiques pour
les leucocytes, les cellules épithéliales, lesutedl germinales et ’TADN génomique. La
présence de I'amplicon de protamine 2 a 149 plugdi présence de 'ARN spermatique. La

RT-PCR comprend deux étapes :

* Reverse Transcription (RT)

Cette étape permet d’obtenir, a partir de 'ARN,I'ddN complémentaire simple brin.
La transcription inverse est faite grace au SupgS¥ Il (Invitrogen™, California, USA).

Le contenu et le protocole sont décrits dans ldeBab3.
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Tableau 3 : Protocole de Reverse Transcription pouéchantillon

Oligi dT Amorce (ul) 1

dNTP Mélange (ul) 1

ARN (ul) 10
Incubation a 65°C pendant 5 min puis dans la glace
5X First-Strand Buffer (ul) 4

0,1 MDTT (ul) 2

RNasin (ul) 1
SuperScript'Ill RT (ul) 1

Incubation a 42°C pendant 50 min
Inactivation de la réaction & 70°C pendant 15 min

« PCR:

La PCR est réalisée grace au PhusionTM High-Fid&iNA Polymerases (Finnzyme,
Boston, USA). Cette étape consiste a amplifieségpiences d’ADNc (produit de RT) a partir
d’amorces spécifiques choisies.

Pour chaque amorce, un mélange composé par 1 {dmerce Reverse, 1 pl de 'amorce
Forwad a 10 uM, 10 pl de Phusion HF Master Mix Z2X4eul d'eau a été réalise. Les
conditions retenues pour les cycles de PCR soifugds dans le Tableau 4. Les amorces
CD45 et Protamine 2 sont incubées a 57°C lorsathpk d'hybridation tandis que les amorces

C-Kit et E-Cadhérine sont incubées a 60°C permetia@ amplification optimale.

Tableau 4 : Cycles d’amplification des séquencescgdules somatiques et des spermatozoides

Température Etape Durée Nombre de cycles
98°C Dénaturation initiale / Activation enzyme 30s
98°C Dénaturation 10s
60°C / 57°C Hybridation 30s 35 cycles
72°C Elongation 30s
72°C Extension finale 7min

Le produit de PCR fait ensuite I'objet d’'une migpat électrophorétique sur gel d’agarose a
1% dans du TBE 1X (tris borate EDTA). Un voltageld® Volts est appliqué pendant 1h15.
L’agent intercalant utilisé est le BET (Bromure tdidium). Le marqueur de taille utilisé
s’échelonne de 10 pb a 1 000 pb (SmartLadder®,deumetec, Seraing, Belgigue
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2. Bioanalyseur

Le Bioanalyseur permet d'évaluer la quantité (isiténde fluorescence) et la qualité
d'ARN totale. L'interprétation du profil du résulthu Bioanalyseur est basée sur le fait que les
spermatozoides purs sont dépourvus d'ARN ribosomaéapar conséquent la présence des
pics correspondant aux 18S ou 28S au niveau e@etféphérogramme est considérée comme
des ARN d'origine somatique.

L’analyse de la pureté par Bioanalyseur est réalisBaide du kit « RNA 6000 Nano Kit » et
le protocole utilisé est celui de Agilent.

La premiere étape consiste a préparer :

* Les échantillons a évaluer : dénaturation de 1,8gu¢thaque échantillon a 70°C pendant

2 min.

* Le marqueur de taille : dénaturation a 70°C pen@amin et dilution au demi avec I'eau

RNase-free.

* Le Gel-Dye : filtration de Gel-matrix a I'aide d’arcolonne-filtre et une centrifugation a

1 500 g pendant 10 min. Apreés filtration, 1 pl ddARdye Concentrate est ajouté dans

65 pl de Gel-matrix filtré. Ce mélange forme le Ggke.

Ce gel est ensuite diffusé au fond du puits deulzenanochip), puis 5 pl de « RNA 6 000
Nano Marker » sont déposés dans chaque puits. @aedeest un ARN avec une
concentration bien définie. Il sert a titrer lehaatillons d’ARN et sa détection représente le
point de départ de la mesure.

Le marqueur de taille est ensuite déposé dansustgpécifique et les échantillons d’ARN a
tester sont déposés dans les puits attribués. dtaréeest réalisée par le scanner puis la

migration est analysée par le logiciel.

V. Amplification et marquage

Une fois la quantité et la qualité des ARN sperqads vérifiées, les ARN spermatiques
sont amplifiés et marqués par de la cyanine 3 gaéickit One Color Low Input Quick Amp
Labeling (Agilent).

Pour cela une transcription inverse est effectué@eega I'Affinity Script (Agilent) afin de
synthétiser TADNc. Sous I'action de la T7 RNA poigrase, cet ADNc va servir de matrice a

la synthése de ’ARNc. Durant cette réaction, larige 3 est incorporée au niveau des bases
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cystéine. De plus au cours de cette étape, leke-spi» est ajouté a chaque échantillon
d’ARN. Le spike-in est un ARN messager utilisé poalibrer les mesures d'hybridation lors
de la lecture de puce a ARN.

Une fois le marquage terminé, une purification estlisée afin de récupérer les ARNc
marqués a l'aide du kit RNeasy Mini. Aprés préeaipdn dans I'éthanol 100°, I'échantillon
est placé sur une colonne afin de retenir TARNaqué par la membrane de cette colonne.
Apres plusieurs étapes de lavage, 'ARNc marquangtlifié est récupéré dans 30 pl d’eau
RNase-Free.

La quantité d’ARNCc et la concentration de la cyanlhsont ensuite mesurées a l'aide du
NanoDrop. La concentration de la cyanine 3 (pmyl/lal DO 260/280 et la concentration
d'ARN complémentaire (ng/ul) permettent de mesigerendement en ARNc et I'activité

spécifiqgue de chaque réaction selon les formulesstes :

Concentration d'ARNc X Volume d’élution (30 pl)
1000

ug d’ARNc =

et g , Concentration de la Cy3
Activité spécifique (pmol Cy3/ug d’ARNc) = Concentration &' ARNG x 1000

La quantité d'ARNc recommandée est de 0,825 pgativité spécifique recommandée est de
6 pmol Cy3 / ug d’ARNCc.

VI.  Hybridation et lecture

Cette étape consiste a hybrider les ARNc marquésaspuce qui renferme des séquences
d’oligonucléotides.

Pour cela, des quantités égales d'’ARNc marqué lave@nine 3 et purifié ont été hybridées
pendant 17 heures a 65°C sur le microarray SureB3nHuman GE 8x60K V2 (Agilent
Technologies). Une étape de lavage de la puc&alstde apres par un tampon fourni dans le
kit (Gene Expression Wash Buffer Kit). La puce gstnnée en utilisant un scanner a haute
résolution. Les données sont traitées a l'aideodiciel Feature Extraction et analysées a
l'aide du logiciel GeneSpring GX version 12.5 (&gif). Sept échantillons de sperme ont été
hybridés.

[111]






Résultats






A. Infertilité du couple et techniques d’aide médicale a la procréatic
I.  Impact des facteurs maternels et paternels sur legsultats de FIV
1. Etude descriptive

Au total 194 cycles de FIV avec insémination ont étdus dans notrétude (Figure 37).
L’age maternel variait de 19 ans a 45 ans, aveanayenne de 34,78 ans5,28 ans. L’age
paternel variait de 24 ans a 65 ans, avec une meyeda 39,65 ans + 6,27 ans. Les doni
spermatiques étaient disponibles pour 194 cyclexaroant la numération et la mobil
initiale.

Apres la fécondatiom vitro, un transfert d&@mbryon était réalisé pour 179 cycles soit a
soit a J4/5 (Figure 37). Bmoyenne, 1,95 + 0,92 embryon était transféré pale : un seul
embryon transféré pour 42 cycles, deux embryomsféaés pour 74 cycles et trois embry
transférés pour 63 cycles.

L’étude de I'impact des facteurs maternels et palersur les résultatee FIV est réalisée a

plusieurs stadesfécondation, transfert d’embrys (jour de transfert) et grossesse chimiq

194 Cycles de FIV

14 Cycles : Echec de 180 Cycles : Succes de
fécondation 7,2% fécondation 92,8%

| I

1 Cycle : Pas de transfert 179 Cycles : Avec transfert [
0,6% 99,4%

\

gfer

155 Cycles : Pas de grossesse 24 Cycles : Avec grossesse

chimique 86,6% chimique 13,4%

%
( S/vr

Figure 37 : Schéma descriptif de la procédure de FI'
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2. Echec de fécondation en FIV

Afin d’étudier I'échec de la fécondation en FIV,treo population de 194 cycles avec
injection a été divisée en deux groupes :
* « Echec de fécondation », comprenant 14 cycleséseptant aucun signe de fécondation
» « Succes de fécondation », comprenant 180 cyclastau moins un embryon avec ou

sans transfert embryonnaire.

Le taux d’échec complet de fécondation était d&s7e? le taux moyen de fécondation dans le
groupe « Succes de fécondation » était de 84,72%,724%.

Aucune différence significative n'a été identifiée comparaison des deux groupes « Echec
de fécondation » et « Succés de fécondation » coaceles paramétres : age maternel et
paternel, nombre d’ovocytes ponctionnés et matui@ss de maturation, numération et

mobilité des spermatozoides (Tableau 5).

Tableau 5 : Comparaison entre échec et succéscoadation en cas de FIV

Echec de fécondation Succeés de fécondation p
14 Cycles 180 cycles

Age maternel 33,78 £5,49 34,84 +£5,27 0,41
Ovocytes ponctionnés 457+ 3,71 4,80 + 3,01 0,52
Ovocytes matures 3,35 + 3,67 3,67 + 3,01 0,06
Taux de maturation (%) 76,07 + 48,44 88,22 + 19,41 0,13
Age paternel 38,35 + 7,28 39,75 + 6,19 0,50
Numération (M/ml) 76,07 + 48,44 80,72 + 38,64 0,52
Mobilité (a+b+c) % 36,42 +4,12 36,9 £5,93 0,50
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3. Transfert d’'embryons

Les comparaisons entre les parametres maternelspagtrnels, les parametres
embryonnaires (zygotes (2PN), embryons, embryorisodee qualité) et le taux de grossesse
chimique selon le jour de transfert sont résumées ¢ Tableau 6. Dans notre centre d’AMP
de Sousse en Tunisie, le transfert embryonnairerétdisé le plus souvent a J2/3 (73,7%).
Pour notre population, plus la femme était jeunprésentait une bonne réserve ovocytaire
(ovocytes ponctionnés) et une bonne qualité ovaey(avocytes matures), plus le transfert
était réalisé a J4/9(< 0,05). Le choix du jour de transfert ne dépenpas des parametres
paternelsg > 0,05).

En comparaison a un transfert a J2/3, les cyclex an transfert embryonnaire a J4/5
présentaient un plus grand nombre de zygotes (2(PR} + 1,47vs 6,68 + 2,30), un plus
grand nombre d’embryons (2,34 + 136,63 £ 2,28), un plus grand nombre d’embryons de
bonne qualité (1,31 + 0,9¢s 4,29 + 1,78), un plus grand nombre d’embryonssfienés
(1,99 £0,79vs 2,46 + 0,5) et un taux de maturation plus éleve98 + 21,42vs 97,27 *
6,48). Concernant le taux de grossesse chimigegitl significativement plus élevé en cas de
transfert a J4/5 (25,5%) en comparaison a celtriathsfert a J2/3 (9,1%).

Tableau 6 : Comparaison entre les différents pataesematernels, paternels et de FIV selon le jour
de transfert embryonnaire

Transfert J2/3 Transfert J4/5 p
132 cycles 47 cycles

Age maternel (ans) 35,34 £5,28 33,451 0,04
Ovocytes ponctionnés 3,8+2,39 7,59 £2,87 0,000
Ovocytes matures 3,8+1,85 7,59 £ 2,87 0,000
Age paternel (ans) 39,85 16,62 39,31+4,81 0,88
Numeération (M/ml) 80,74 + 41,59 80,27 + 29,6 0,43
Mobilité (a+b+c) (%) 36,56 + 6,24 37,76 + 4,97 D3
Zygotes 2,37 £1,47 6,68 £ 2,30 0,000
Embryons 2,34 +1,43 6,63 + 2,28 0,000
Embryons de bonne qualité 1,31+0,91 4,29 +1,78 0,000
Nombre d’embryons transférés 1,99 £0,79 2,46 £ 0,5 0,000
Taux de maturation (%) 84,92 £ 21,42 97,27 £ 6,48 0,000
Taux de fécondation (%) 82,34 + 24,89 92,38 +11,1 0,128
Taux de segmentation (%) 99,03 +6,35 99,46 + 2,55 0,705
Taux d’embryons de bonne qualité (%) 60,60 + 37,29 66,97 + 21,45 0,465
Taux de grossesse chimique (%) 91 25,5 0,000
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4. Echec de grossesse chimique

Afin d’étudier I'échec de grossesse chimique en,Fidtre population de 179 cycles avec
transfert embryonnaire a été divisée en deux gmupe
* « Echec de grossesse chimique», comprenant 158scgghnt un taux serique pHCG
négatif € 10 Ul/ml)
* « Succes de grossesse chimique », comprenant &6 @yant un taux sérique BeHCG
positif (>10 Ul/ml).
Le taux de succes de grossesse chimique pourpardation était de 13,4%.
La comparaison entre ces deux groupes montrait’gge maternel était significativement
plus élevé en cas d’échec de grossesse chimmuge0(05). De plus, le nombre d’ovocytes
ponctionnés et matures, le nombre de zygotes,rtered’ embryons, le nombre d’embryons
de bonne qualité, le nombre d’embryons transfétde taux d’embryons de bonne qualité
étaient significativement plus faibles dans ce geow Echec de grossesse chimique.
Toutefois, aucune différence significative ¥ 0,05) n'a été détectée entre les deux groupes
concernant 'age paternel, les parametres speruggtide nombre de blastocystes et les taux
de maturation, de fécondation, de segmentationmlofgons de bonne qualité et de
blastulation (Tableau 7).

Tableau 7 : Comparaison entre échec et succesaksgsse chimique en cas de FIV

Echec de grossesse chimique Succés de grossesse chimique p

155 cycles 24 cycles
Age maternel (ans) 35,16 £ 5,38 32,66 + 4,15 0,023
Ovocytes ponctionnés 4,51 +2,93 6,62 + 3,06 0,001
Ovocytes matures 3,87 £ 2,59 6,29 + 3,12 0,000
Age paternel (ans) 39,78 £ 6,14 39,29 + 6,56 0,747
Numération (M/ml) 79,58 + 40,33 87,29 + 25,66 0,156
Mobilité (a+b+c) (%) 37,04+6,1 35,83+4,381 %618
Zygotes 3,2+2,34 5,45+ 3,12 0,000
Embryons 3,17+ 2,31 5,41 + 3,09 0,000
Embryons de bonne qualité 1,86 + 1,62 3,62 +1,97 0,000
Blastocystes (Nombre de cycles) 3,65+ 2,02 (32) 4,58 £ 1,67 (12) 0,067
Nombre d’embryons transférés 2,06 £ 0,76 2,45 £+ 0,65 0,018
Taux de maturation (%) 87,25 + 20,29 93,96 + 11,32 0,19
Taux de fécondation (%) 84,6 £ 22,81 87,39 + 20,90 0,798
Taux de segmentation (%) 99,09 +5,94 99,47 + 2,55 0,823
Taux d’embryons de bonne qualité (%) 60,59 + 34,82 73,12 + 25,31 0,127
Taux de blastulation (%) (Nombre de cycles) 6@;28,94 (32) 53,54 + 23,08 (12) 0,524
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II.  Impact des facteurs maternels et paternels sur legsultats d’'ICSI

1. Etude descriptive

Au total 586 cycles d’'ICSI avec injection ont été irsctians notrétude (Figur 38). L'age
maternel variait de 20 ans a 49 ans, avec une meyds 33,79 ans + 4,99 ans. L'age pate
variait de 24 ans a 70 ans, avec une moyenne d& 3hs * 6,60 ans. L données
spermatiques étaient disponibles pour 586 cyclexarnar la numération (M/ml), pou
579cycles concernant la numération totale (M) et pBUF cycles concernant la mobil
initiale.

Apres linjection, untransfert d’'embryacs était réalisgpour 515 cycles soit J2/3 ou a J4/5
(Figure 38). En moyenne,087 + 0,812 embryons étaient transférés par : un seul
embryon transféré pour 143 cycles, deux embryamstérés pour 190 cycles, trois embry
transférés pour 176 cycles et quatre embryonsféadsspour 6 cycle:

L’étude de I'impact des facteurs maternels et paterneldesurésultats d’IC¢ est réalisée a
plusieurs stadesfécondation, transfert d’embrys (jour de transfert), qualité embryonna
et grossesse chimique.

586 Cycles d’ICSI

! I -
63 Cycles : Echec de 523 Cycles : Succes de s
fécondation 10,8% fécondation 89,2% =
L &
w
8 Cycles : Pas de transfert 515 Cycles : Avec transfert [
1,5% 98,5%
L
IS
=
g

/

431 Cycles : Pas de grossesse 84 Cycles : Avec grossesse
chimique 83,7% chimique 16,3%

Figure 38 : Schéma descriptif de la procédure d'ICS
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2. Echec de fécondation en ICSI

a. Comparaison entre échec et succes de fécondationl@%l

Afin d’étudier I'échec de fécondation en ICSI, motpopulation de 586 cycles avec

injection a été divisée en deux groupes :

* « Echec de fécondation », comprenant 63 cycleséseptant aucun signe de fécondation

* « Succes de féecondation », comprenant 523 cyclastau moins un embryon avec ou

sans transfert embryonnaire.

Le taux d’échec complet de fécondation était d8%0et le taux moyen de fécondation dans

le groupe « Succes de fécondation » était de 78,%24,73%.

La comparaison entre ces deux groupes montrait Ige maternel et linjection
d’'ovocyte avec un spermatozoide présentant uner@a@spermie étaient significativement
plus élevés en cas d’échec de fécondation. Tangidegnombre d’ovocytes ponctionnés et
matures étaient significativement plus faible daes groupe « Echec de fécondation ».
Toutefois, aucune différence significative n’a iéléntifiée entre les deux groupes concernant

'age paternel, les parametres spermatiques (nuimranobilité) et le taux de maturation

ovocytaire (Tableau 8).

Tableau 8 : Comparaison entre échec et succéscdadation en cas d’ICSl

Echec de fécondation Succes de fécondation p
63 cycles 523 cycles

Age paternel (ans) 41,03 + 7,00 39,56 + 6,55 0,118
Age maternel (ans) 35,28 £ 4,60 33,61 + 35,28 0,008
Ovocytes ponctionnés 3,06 +1,92 6,05 + 3,55 0,000
Ovocytes matures 2+1,3 4,40 + 2,64 0,000
Numération (M/ml) 39,57 + 43,26 32,76 + 36,13 0,234
Numération (M) 111,37 £ 208,99 93,45 + 122,63 0,50
Mobilité (a+b+c) (%) 21,66 + 14,01 20,47 £ 14,11 0,531
Spermatozoide injecté avec 11,11% (7) 2,48% (13) 0,003
tératozoospermie (% (Nombre de cycles))

Taux de maturation (%) 73,08 + 27,19 75,53 + 19,00 0,359
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De plus, I'analyse de corrélation entre 'dge makrles ovocytes ponctionnés et matures

avec le test de Pearson (Tableau 9) montrait la :

» Présence d'une faible corrélation négative entiged’maternel et le nombre d’ovocytes
ponctionnés (R = |0,328|).

» Présence d'une faible corrélation négative entigd’maternel et le nombre d’ovocytes
matures (R =]0,286|).

» Présence d'une forte corrélation positive entredenbre d’ovocytes ponctionnés et le

nombre d’ovocytes matures (R = 0,893).

Tableau 9 : Analyse de corrélation entre 'age magd, les ovocytes ponctionnés et matures

Ovocytes ponctionnés Ovocytes matures
Age maternel |0,328|* |0,286|*
Ovocytes ponctionnées 1 0,893*

*p<0,05

b. Déterminer le lien entre les facteurs maternels /aternels et I'échec de
fécondation

Afin d’évaluer le lien entre les parametres matkrh@aternelet I'issue de fécondation en
ICSI, nous avons réalisé une régression logistiguigariée sur 'age maternel, le nombre
d’ovocytes ponctionnés et matures, I'age patetaslparametres spermatiques et l'injection
d’'ovocyte avec un spermatozoide présentant unéor®@spermie. Une analyse selon les
tranches d’ages maternel et paternel a été egaledaisée. Les résultats sont resumés dans
le Tableau 10.

Concernent les tranches d’age maternel :

* le groupe de femmes inférieures a 30 ans compr2hd#mmes agées entre 20 et 24 ans
et 98 femmes agées entre 25 et 29 ans

* le groupe de femmes entre 30 et 34 ans compred@itelnmes

* le groupe de femmes entre 35 et 39 ans compreEpvitemmes
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* le groupe de femmes supérieures ou égales a 4barmmenait 78 femmes agées entre 40

et 44 ans et 2 femmes ageées entre 45 et 49 ans.

Concernent les tranches d’age paternel :

* le groupe des hommes inférieurs a 35 ans compra@dipommes agés entre 24 et 29 ans
et 108 hommes agés entre 30 et 34 ans

* le groupe des hommes entre 35 et 39 ans compdeftaltommes

* le groupe des hommes entre 40 et 44 ans compfé&iatiommes

* le groupe des hommes les plus agés incluait 89 lemmaigés entre 45 et 49 ans et

39 hommes agés entre 50 et 70 ans.

Selon la régression logistique univariée, I'ageamal (OR = 1,07, IC 95% [1,01; 1,13],
p=0,01), le nombre d’ovocytes ponctionnés (OR #A0Il6 95% [0,55 ; 0,74]p = 0,000), le
nombre d’ovocytes matures (OR = 0,46, IC 95% [Q,8759], p = 0,000), 'age paternel a
partir de 45 ans (OR =2,96 , IC 95% [1,19 ; 7,37} 0,01)et spermatozoide injecté avec
tératozoospermie (OR =4,90, IC 95% [1,87 ; 10,79% 0,001) étaient significativement

associés a I'’échec de fécondation en ICSI.

Néanmoins aucune différence significative n’a éentifiée concernant le risque d’échec de

fécondation entre les difféerentes tranches d’ageemal o > 0,05) (Tableau 10).
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Tableau 10 : Relation entre les paramétres matarhphternels et I'échec de fécondation en
ICSI selon la régression logistique univariée

OR Non ajusté IC 95% p
Age maternel (ans) 1,07 [1,01;1,13] 0,01
Age maternel (ans) (classe)
<30(n=119) 1
[30-35[(n = 193) 1,42 [0,60 ; 3,39] 0,42
[35-40[(n = 194) 2,14 [0,93; 4,91] 0,07
> 40(n = 80) 2,21 [0,84 ;5,77] 0,10
Ovocytes ponctionnés 0,64 [0,55; 0,74] 0,000
Ovocytes matures 0,46 [0,37; 0,59] 0,000
Age paternel (ans) 1,03 [0,99; 1,07] 0,09
Age paternel (ans) (classe)
< 35(n = 134) 1
[35-40[(n = 173) 2,37 [0,97 ; 5,78] 0,05
[40-45[(n = 151) 2,45 [0,99; 6,07] 0,05
> 45(n = 128) 2,96 [1,19; 7,37] 0,01
Numération (M/ml) 1,00 [0,99; 1,01] 0,16
Mobilité (a+b+c) (%) 1,00 [0,98 ; 1,02] 0,53
Spermatozoide injecté avec tératozoospermie
Non 1
Oui 4,90 [1,87 ; 10,79] 0,001
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c. Déterminer les facteurs prédictifs de I'échec de &®ndation

Afin de déterminer les facteurs prédictifs de I'éclide fécondation, nous avons réalisé une

régression logistigue multivariée. Les résultatat sesumés dans le Tableau 11. Seul le

nombre d’ovocytes matures et l'injection d’'ovocgeec un spermatozoide présentant une

tératozoospermie étaient des facteurs associéssad’de fécondation. Pour notre population

'age maternel et paternel, le nombre d’ovocyteactionnés et la numération (M/ml) ne

permettaient pas de prédire I'issue de la fécoadaiour notre populatiop ¢ 0,05).

Tableau 11 : Modéle complet de la régression lagist multivariée en cas d’échec de fécondation

OR ajusté IC 95% p
Age maternel (ans) 0,43 [0,90; 1,04] 0,97
Ovocytes ponctionnés 0,98 [0,76 ; 1,25] 0,88
Ovocytes matures 0,45 [0,31; 0,66] 0,000
Age paternel (ans) (classe)
<35(n=134) 1
[35-40[(n = 173) 1,75 [0,65 ; 4,74] 0,26
[40-45[(n = 151) 1,93 [0,69 ; 5,35] 0,20
> 45(n = 128) 2,15 [0,72 ; 6,43] 0,16
Numeération (M/ml) 1,00 [0,99; 1,01] 0,22
Spermatozoide injecté avec tératozoospermie
Non 1
Oui 10,67 [2,92 ; 38,96] 0,000
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Le Tableau 12 représente le modele final des fextenédictifs de I'échec de fécondation.
L’age maternel et le nombre d’ovocytes ponctionétsent des variables forcées dans ce
modeéle a cause de la présence d’'une corrélatianifisaive entre elles et avec le nombre

d’ovocytes matures.

Concernant le nombre d’ovocytes matures, le ristiiehec de fécondation était 2 fois moins
élevé a chaque fois que le nombre d’ovocytes matréeupéré augmentait (OR = 0,45, IC
95% [0,35; 0,57]p = 0,000). Tandis que l'injection d’ovocyte avec gpermatozoide ayant
une tératozoospermie présentait un risque d’écleetédondation 10 fois plus élevé que
lorsque l'injection était réalisée avec un spermaite sans tératozoospermie (OR = 10,27,
IC 95% [2,91 ; 36,20]p = 0,000).

Tableau 12 : Modéle final de la régression logisggnultivariée : facteurs prédictifs de I'échec de
fécondation en ICSI

OR ajusté IC 95% p
Age maternel (ans) 0,99 [0,94 ; 1,06] 0,98
Ovocytes ponctionnés 1,00 [0,79; 1,27] 0,97
Ovocytes matures 0,45 [0,31; 0,66] 0,000
Spermatozoide injecté avec tératozoospermie
Non 1
Oui 10,27 [2,91; 36,20] 0,000
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d. Valeur seuil d’'ovocytes matures

Afin de déterminer une valeur seuil optimale de hord’ovocytes matures a partir duquel
il y aurait plus de chance d’avoir un succes deridation, nous avons utilisé la courbe ROC
(Figure 39).
Pour notre population, le seuil était fixé a 3 otes matures par cycle : I'aire sous la courbe
(AUC) etait de 0,806 avec une spécificité de 71et%ne sensibilité de 74%.

10

sensibilite
0.6
1

04

_ Seuil optimal - 2.5
= Sp=71.4%
Se=740%
_ AUC: 0,806
10 D2 LY 0.4 02 0.0
spécificité

Figure 39 : Influence du nombre d’ovocytes matsaslissue
de fécondation avec la courbe ROC
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3. Qualité embryonnaire

Dans cette partie de I'étude, nous avons étuditet’des parameétres maternels et paternels
(age de la femme et de 'homme, nombre d’ovocymwsconnés et matures et parametres
spermatiques) sur le taux de segmentation et ledammbryons de bonne qualité a l'aide de
la régression linéaire.

Une analyse univariée a été réalisée en premierali@ de déterminer le lien entre chaque
parameétre avec le taux de segmentation et le témbidyons de bonne qualité comme
indiqué dans la partie « Matériels et méthodesne Enalyse multivariée a été réalisée en
deuxiéme lieu afin d’identifier les facteurs quit@me influence sur le taux de segmentation

et le taux d’embryons de bonne qualité.

Apres plusieurs étapes d’ajustement, seul 'ageemal # = -0,12p = 0,023) et le nombre
d’'ovocytes maturesp(= -0,29, p = 0,004) ont une influence négative sur le taux de
segmentation. Les facteurs paternels n’ont aucuofieence sur le taux de segmentation
(p>0,05).

Par ailleurs, aucun parametre étudié (paternel aiemmel) ne présente une association avec le

taux d’embryons de bonne qualifX 0,05).

4. Transfert d’'embryons

Les comparaisons entre les parametres maternplsternels, les parametres embryonnaires
(zygotes (2PN), embryons, embryons de bonne qualité taux de grossesse chimique selon
le jour de transfert sont résumées dans le Taldlgdau

Dans notre centre d’AMP en Tunisie (Sousse), lasfeat embryonnaire était réalisé le plus
souvent a J2/3 (83,5%).

Pour notre population, plus la femme était jeunprésentait une bonne réserve ovocytaire
(ovocytes ponctionnés) et une bonne qualité ovaeylavocytes matures), plus le transfert
était réalisé a J4/%(< 0,05). Concernant les parametres spermatiqaesjrhération totale
était significativement plus élevée en cas de feaha J4/5 en comparaison a celle en cas de
transfert a J2/3.
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En comparaison a un transfert a J2/3, les cyclex an transfert embryonnaire a J4/5
présentaient un plus grand nombre de zygotes (2(PKN2 + 1,36vs 5,84 + 1,82), un plus
grand nombre d’embryons (2,35 + 1\825,84 £+ 1,82), un plus grand nombre d’embryons de
bonne qualité (1,32 + 0,94s 3,69 = 1,39), un plus grand nombre d’embryonssiienés
(2,01 £ 0,83vs 2,43 £ 0,5) et un taux de fécondation plus él8&69 + 25,14/ 82,82 +
16,89). Concernant le taux de grossesse chimitjg&if significativement plus élevé en cas
de transfert a J4/5 (30,58%) en comparaison a ealgas de transfert a J2/3 (13,51%).

Tableau 13 : Comparaison entre les différents pates maternels, paternels et d’ICSI selon le jour
de transfert embryonnaire

Transfert J2/3 Transfert J4/5 P
430 cycles 85 cycles

Age maternel (ans) 33,95 £ 5,08 31,65 = 4,08 0,000
Ovocytes ponctionnés 5,36 £ 3,13 9,70 £ 3,42 0,000
Ovocytes matures 3,85+2,22 7,4+ 2,65 0,000
Age paternel (ans) 39,76 £ 6,69 38,64 £ 5,89 0,120
Numeération (M/ml) 31,82 + 35,68 38,53 + 38,55 0,141
Numération (M) 89,01 + 108,86 119,54 +177,2 0,037
Mobilité (a+b+c) (%) 20 + 14,28 23,04 £12,73 0,053
Sperme injecté avec tératozoospermie  2,56% (11) 1,17% (1) 0,70
(% (Nombre de cycles))
Zygotes 2,42 +£1,36 5,85+1,82 0,000
Embryons 2,35+1,32 584 +1,82 0,000
Nombre d’embryons transférés 2,01 +0,83 2,43+0,5 0,000
Embryons de bonne qualité 1,32 £0,94 3,69+1,39 0,000
Taux de maturation (%) 75,26 £ 19,89 77,86 £ 12,99 0,247
Taux de fécondation (%) 68,69 £ 25,14 82,82 £ 16,89 0,000
Taux de segmentation (%) 98,47 + 8,83 99,80 + 1,80 0,169
Taux d’embryons de bonne qualité (%) 58,58 +37,66 65,88 +2294 0,086
Taux de grossesse chimique (%) 13,51% 30,58% 0,000
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5. Echec de grossesse chimique

a. Comparaison des parameétres maternels/paternels, dparametres d’'ICSI
entre le groupe « Echec de grossesse chimique xe&tucces de grossesse
chimique »

Afin d’étudier I'échec de grossesse chimique enl]@6tre population de 515 cycles avec

transfert embryonnaire a été divisée en deux gsupe

» « Echec de grossesse chimique », comprenant 48dsaygant un taux sérique fiHCG
négatif € 10 Ul/ml)

* « Succes de grossesse chimique », comprenant 86 @yant un taux sérique HCG
positif (>10 Ul/ml).

Le taux de succes de grossesse chimique pourpardation était de 16,3%.

La comparaison entre ces deux groupes montrait '@ge maternel, I'age paternel, la
numeration en spermatozoides (M/ml) étaient siggifvtement plus élevés en cas d’échec de
grossesse chimique. Tandis que le nombre d’ovo@dastionnés et matures, la numération
totale en spermatozoides (M), le nombre de zygdeesiombre d'embryons, le nombre
d’embryons de bonne qualité, le nombre d’embrygassférés et le taux d’embryons de
bonne qualité étaient significativement plus fablelans ce groupe «Echec de

grossesse chimique ».

Toutefois, aucune différence significative n’a iéléntifiée entre les deux groupes concernant
la mobilité spermatique, la morphologie du spermaitde injecté, le nombre de blastocystes

et les taux de maturation, fécondation, segmematidlastulation (Tableau 14).

Par ailleurs, I'analyse de corrélation entre |'@geernel et les parametres spermatiques avec
le test de Pearson montrait la présence d’uneefaitrélation positivep(< 0,05) entre I'age

paternel et la :

* Numération (M/ml) (R = 0,16)
* Numération totale (M) (R =0,11)
* Mobilité (a+b+c) (%) (R = 0,09).
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Tableau 14 : Comparaison entre échec et succesadsgsse chimique en cas d’ICSI

Echec de grossesse chimique Succes de grossesse chimique p
431 cycles 84 cycles

Age maternel (ans) 33,85+ 5,01 32,22 + 4,80 0,005
Ovocytes ponctionnés 5,86 + 3,50 7,23 +3,63 0,002
Ovocytes matures 4,28 + 2,62 5,22 + 2,65 0,004
Age paternel (ans) 39,89 +6,84 38,04 £4,73 0,018
Numération (M/ml) 34,37 + 37,56 25,22 + 27,10 0,034
Numération (M) 72,46 + 94,03 98,14 + 127,85 0,035
Mobilité (a+b+c) (%) 20,57 £ 14,41 20,17 + 12,03 0,814
Spermatozoide injecté avec 1,19% (1) 2,78% (12) 0,704
tératozoospermie
(% (Nombre de cycles))
Embryons 2,80+1,85 3,69 £ 2,059 0,000
Zygotes 2,85+ 1,87 3,73+2,04 0,000
Embryons de bonne qualité 1,58 +1,31 2,39+1,37 0,000
Blastocystes (Nombre de cycles) 3,05 +1,51 (59) 26 3,1,45 (26) 0,532
Nombre d’embryons transférés 2,04 £0,82 2,30 +0,72 0,003
Taux de maturation (%) 75,97 + 18,88 74,15 + 19,18 0,426
Taux de fécondation (%) 70,57 + 25,06 73,29 + 21,44 0,352
Taux de segmentation (%) 98,65 + 8,32 98,92 + 6,94 0,751
Taux d’embryons de bonne qualité (%) 57,87 + 36,44 69,52 £ 29,97 0,006
Taux de blastulation (%) (Nombre de cycles) 55,2246 (59) 54,48 + 19,23 (26) 0,880
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b. Déterminer le lien entre les facteurs maternels/patnels, paramétres
d’'ICSI et I'échec de grossesse chimique

En se basant sur les précédents résultats dessasatatistiques, nous avons réalisé des
tests de régression logistique univariée sur leampetres féminins (age maternel, nombre
d’ovocytes ponctionnés et matures), sur les parasmdéhasculins (age paternel, numération
en spermatozoides (M/ml) et numération totale emnsptozoides (M)) et sur les parametres
d’'ICSI (nombre d’embryons transférés et jour dengfart), afin d’évaluer le lien entre ces
parametres et l'issue de grossesse chimique en LG analyse selon les tranches d’ages
maternels, les tranches d'ages paternels, les rdliff® groupes de numération en
spermatozoides était également réalisée. Lesaésatint résumés dans le Tableau 15.

Concernent les tranches d’age paternel :

* le groupe des hommes inférieurs a 35 ans compr28diiommes entre 24 et 29 ans et
100 hommes agés entre 30 et 34 ans.

* le groupe des hommes entre 35 et 39 ans compidsiaiommes

* le groupe des hommes entre 40 et 44 ans compg&atommes

e le groupe des hommes les plus agés incluant 73 lesnémés entre 45 et 49 ans et 35

hommes agés entre 50 et 70 ans.

Selon la régression logistique univariée, toutesJariables analysées étaient associées a

l'issue de grossesse chimique en ICSI sauf la natioértotale en spermatozoides (M).

Concernant les parametres féminins, I'dge mateét@t associé a I'échec de grossesse
(OR =1,06, IC 95% [1,01; 1,11p= 0,007). Le risque d’échec de grossesse chimique a
partir de 40 ans était 5 fois plus élevé chez eemies que chez les femmes dont I'age est
inférieur a 30 ans. Le nombre d'ovocytes ponctien(@R =0,9, IC 95% [0,85; 0,96],
p=0,001) et le nombre d’ovocytes matures (OR =,018895% [0,81 ; 0,96]p = 0,003)
étaient également associés a I'échec de grossesse.

Concernant les parameétres masculins, I'age patetaél associé a I'échec de grossesse
(OR =1,04, IC 95% [1,00; 1,08h=0,019). Le risque d’échec de grossesse chimique a
partir de 45 ans était 3 fois plus élevé chez aearhes par rapport aux hommes agés de
moins de 35 ans. Concernant la numération (M/mIR €1,00, IC 95% [0,98; 0,99],
p=0,03), elle était également associée a l'issugrdssesse. De plus, I'analyse selon les

différents groupes de numération montrait la présese différence significative de risque
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d’échec entre les hommes avec une numeération nerfndbM/ml) et les hommes avec une

numération entre [10 M/ml -15 M/ml [.

Concernant les parametres d’ICSI, le jour de temsn J2/3 (OR =2,81, IC 95% [1,64 ;
4,82], p=0,000) et le nombre d’embryons transférés (OR68,0IC 95% [0,49; 0,89],

p = 0,007) étaient associés a I'échec de grossesse.

Selon les résultats de ce dernier test et les pestedents, I'effet des facteurs maternels sur le
résultat de fécondation, la qualité embryonnairéaajrossesse chimique persistaient. C’est
pour cela que dans le test suivant nous avonsigécabtre étude sur I'effet des facteurs

paternels (age paternel et numération (M/ml)) 8ssue de la grossesse chimique. Afin de

simplifier 'analyse de l'effet de la numérationrslissue de la grossesse, nous avons
regroupé le groupe avec une numération < 5M/mleegroupe dont la numération est

comprise entre [5 M/ml — 10 M/njl (pas de différence significative de risque d’écldec

grossesse entre ces deux groypeL,05).
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Tableau 15 : Relation entre les paramétres matstrmternels et de fécondité avec l'issue de

grossesses en ICSI : régression logistique uniearié

Variables OR IC 95% p
Age maternel (ans) 1,06 [1,01; 1,11] 0,007
Age maternel (classe)
< 30(n =109) 1
[30-35[(n =174) 1,37 [0,76 ; 2,48] 0,29
[35-40[(n =165) 1,74 [0,96 ; 3,25] 0,07
> 40 (n =67) 4,68 [1,55; 14,15] 0,006
Ovocytes ponctionnés 0,90 [0,85; 0,96] 0,001
Ovocytes matures 0,88 [0,81; 0,96] 0,003
Age paternel (ans) 1,04 [1,00; 1,08] 0,019
Age paternel (classe)
< 35(n =123) 1
[35-40[(n =151) 0,86 [0,46 ; 1,61] 0,65
[40-45[(n =133) 0,80 [0,43;1,52] 0,50
> 45 (n =108) 2,97 [1,20; 7,29] 0,01
Numeération (M/ml) 1,00 [0,98; 0,99] 0,03
Numération (M/ml) (classe)
<5 M/ml(n=293) 0,80 [0,42 ; 1,53] 0,50
[5 M/ml -10 M/ml [ (n = 67) 0,70 [0,35; 1,43] 0,34
[10 M/mI-15 M/ml [ (n =49) 0,31 [0,44 ; 1,29] 0,001
> 15 M/ml (n =306) 1
Numeération (M) 1,00 [1,00; 1,00] 0,085
Numération (M) (classe)
< 39M (n =214) 0,05 [0,16 ; 0,63] 0,05
> 39M (n =294) 1
Jour de transfert
J2/3 2,81 [1,64 ; 4,82] 0,000
J4/5 1
Nombre d’embryons transférés 0,66 [0,49; 0,89] 0,007
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c. Effet de I'age paternel et de la numération en spematozoides sur l'issue de
la grossesse chimique

Afin d’évaluer la relation entre I'age paternel,damération en spermatozoides (M/ml) et
lissue de grossesse chimique en ICSI, une régmedsgistique multivariée a été realisée
avec ajustement de I'age maternel, du nombre digesgonctionnés et matures, du nombre
d’embryons transférés et du jour de transfert digais. Les résultats sont résumés dans le
Tableau 16.

L’age paternel, n'avait pas d’effet sur I'échecgilessesse chimique quelle que soit la tranche
d'age o > 0,05). Néanmoins, une association entre le groapec numération entre
[10 M/mI — 15 M/ml [et I'échec de grossesse a dtgeovée. Pour ce groupe le risque d’échec
de grossesse chimique était 3 fois moins élevé&aarort au groupe avec une numération
> 15 M/ml.

Tableau 16 : Effet de I'&ge paternel et de la nuatién en spermatozoides sur I'issue de la grossesse

chimique
Variables OR ajusté IC 95% p
Age paternel (classe)
< 35(n =123) 1
[35-40[(n =151) 0,83 [0,42;1,62] 0,58
[40-45[(n =133) 0,67 [0,33;1,37] 0,28
> 45(n =108) 2,05 [0,74 ; 5,69] 0,16
Numération (M/ml) (classe)
< 10 M/ml(n =160) 0,83 [0,47 ; 1,45] 0,52
[10 M/mI-15 M/ml [(n =49) 0,30 [0,24; 0,63] 0,001
> 15 M/ml (n =306) 1
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lll.  Effet de la qualité de 'ADN spermatique sur les réultats obtenus en AMP

1. Etude descriptive

Un total de 31 couples de FIV/ICSI avec inséminmdiigection a été inclus dans notre
étude. L’age maternel variait de 16 ans a 42 ares; ane moyenne de 33,74 ans + 5,47 ans.
L’age paternel variait de 28 ans a 85 ans, avecnuoygenne de 41,35 ans £ 11,07 ans. Les
données spermatiques étaient disponibles pour 3fple® concernant le volume, la
numération (M/ml) et la mobilité et pour 29 couplesncernant la tératozoospermie. La
fragmentation de '’ADN variait de 1,4% a 22%, awe®e moyenne de 10,83% + 5,21% (7
hommes présentaient un sperme de bonne qualitd étohmes présentaient un sperme
altéré) (Annexe 1).

Aprés I'insémination ou l'injection, le transfertethbryons était réalisé soit a J2/3 (58,6%)
soit a J4/5 (41,4%). En moyenne, 1,58 + 0,72 emiwyétait transférés par cycle : un seul
embryon transféré pour 14 couples, deux embryoasstérés pour 15 couples et trois

embryons transférés pour 2 couples.

Le taux de succes de grossesse chimique pourpayrdation était de 16,12% (5/31).

» Relation entre la qualité d’ADN, I'age paternel etles parametres spermatiques

Pour notre population, la fragmentation de ’ADNegpatique n’était pas corrélée ni avec

'age paternel ni avec les parameétres spermatigue®,05) (Tableau 17).

Tableau 17 : Corrélation entre fragmentation deldW spermatique et les différents parametres
paternels

Age paternel ~ Numération Mobilité  Tératozoospermie

Fragmentation de I'ADN -0,01 -0,01 -0,18 0,17
P 0,95 0,95 0,33 0,37
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2. Effet de la fragmentation de I’ADN sur le taux détondation

Afin d’analyser l'effet de la qualité de I’'ADN speatique sur le taux de fécondation, une
régression linéaire multivariée a été réalisée ajestement de I'age maternel, du nombre

d’ovocytes ponctionnés et matures.

La fragmentation de 'ADN n’était pas associéeauxtde fécondations(= -0,097 p = 0,61).

3. Relation entre la fragmentation de I'’'ADN et le tawde grossesse chimique

Afin d’analyser l'effet de la qualité de 'ADN speatique sur le taux de grossesse
chimique, une régression logistique multivariée t& éalisée avec ajustement de l'age
maternel, du nombre d’ovocytes ponctionnés et raafudu nombre d’embryons transférés et

du jour de transfert d’'embryons.

La fragmentation de ’ADN, n’était pas associéetaux de grossesse chimigue (OR = 0,80,
IC 95% [0,60 ; 1,07]p = 0,13).

[136]



B. Tri magnétique des spermatozoide

I.  Optimisation et validation du tri des spermatozoides Baide du kit de
recherche

1. Optimisation du protocole du tri magnétiq : Kit de recherch

a. Quantité demicrobilles

La moyenne du taux depermatozoides aveexternalisation deshpsphatidylsérirs (%)
dans les fractionannexine - et annexine V+ effonction de la quantité  microbilles est
représentée par la Figure.4pres le tri magnétique, une augmentation deutatg des deu
populations de spermatozoides a été observée. dslieproportionnelle aux quantit

croissantes en microbilles magiques couplées a I'annexine V.

Pour la fraction annexine - et avec 100 pl de microbilles, nous avons remangug
diminution significative de la moyenne du taux gersnatozoides av¢EP< (32,4% * 9,26%)
en comparaison a celssec 0 pl et 50 pl de microbilles (44,8%12,02%et 38% + 6,96%

respectivement).

Pour la fraction annexine V+, une augmentation magnificative proportionnelle at
guantités croissantes en microbilles de la moyehngaux de spermatozoides aEPS a été
observée, 76% + 6,85%vec 2( ul de microbilles, 78% * 5,38% avec pDde microbilles e
82,8% + 7,08% avec 100l de microbilles

100
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20 pl de microbilles 30 pl de microbilles 100 pl de microbilles
Fraction annexine ¥V - mFraction annexme V' +

Figure 40: Moyenne du taux ( spermatozoides avec EP®) dans la fraction annexine- et
annexine W+ en fonction de la quantité de microbille
*p<0,05
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b. Evaluation de la pureté et de la qualité de 'ADN want et apres le tri
magnétique

Les résultats du taux d’EPS et de la fragmentatienADN spermatiqueapres la
décongélation et apres tdans la fraction annexine- sont représenté@gspectivemendans
la Figure 41 et la Figure 42.

La moyenne duaux des spermatozoides avec , aprés décongélati, est de 43% =
11,33%Apres le passage dans la colornous avons observé une diminu significative de
ce taux dans l&action annexine - (31,8% * 4,08%).

La moyenne du tauxle fragmentation de I'ADN spermatiquaprés décongélation est
7,36% + 3,45%Apres le passage dans la colonnous avons observé une augments

significative de ce taux datefraction annexine V- (14,12% + 4,64%).

Aprés tri dans [i
fraction annexine -
31,8%+ 4,08%

Apres décongélatio
43%=+11,33%

4

Figure 41 : Moyenne du tawde spermatozoides avec Eaprés décongélation et aprés tri dans
fraction annexine V-
p<0,05

Apres décongélatic
7,36%:+ 3,45%

Apreés tri dans [i
fraction annexine -
14,12%* 4,64%

Figure 42 :Moyenne du taux de fragmentation de ’ADN spermatigpres décongélation et apres tri dan

fraction annexine V-
p<0,05
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c. Testscomplémentaire:

» Effet des parametres de la techniqu

L'évaluation de la fragmentation dI'ADN spermatique montre qu’en présence
'enzyme TdT, 'ADN est marqué par la technique TEIN alors qu’en absence de I'enzyr
'ADN n’est pas marqué. Ces résultats sont idefgifqueles que sart la procédure de

lavage et I'origine du sperme (trié ou nc

« Effetdu BB 1X

0 PBSversusBB :

La moyenne du taux de fragmentation de 'ADN desrs@atozoides lavédeux fois avec
du PBS 1X ou dBB 1X est représentée dela Figure 43.
Nous avons remarqué une augmentation significativpourcentage de spermatozoides
un ADN fragmenté entre les spermatozoides lavéx deis avec le PBS 1X et I
spermatozoides lavés 2 fois ale BB 1X. Ce taux est triplé, il passe 6,77% + 4,27% a
19,3% + 12,19%.
Le lavage avec le BB induit une augmentation sigaiive du taux de fragmentation

I’ADN spermatique par rapport au lavage adu PBS.

e}
Lh
]

© *
= 30 4
2825 -
E 2
23,
3 E 19.3
K £ 15 A
= Z
o= 10 - I
3
£ 5 7 6,77
E >

0

2lavages avec PBS 1X 2lavages avec BB 1X

Figure 43: Moyenne du taux de fragmerion de '’ADNspermatique apreseux lavages
avec du PBS 1X ou du BB 1X

* comparaison par rapport a 2 lavages avec PBS{X,0,0t
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o Lavage avec BBversLsincubation avec BB

La moyenne du taux de fragmentation de I'ADN satique aprés lavage avec
PBS1X ou du BB 1X et aprés incubation a\du BB 1X est représent@au la Figure 44.
Nous avons remarquée différence significative entre la moyenne dixtde fragmentatio
de 'ADN spermatique aprés lavage avec du PBS 1¥elé¢ apres lavage avec du 1X
(8,98% + 6,25%vs34,2% + 13,82%). Cette différence significative foane les résultats d
test précédent (PB&rsusBB).
De plus, mus avons remarq une augmentation significative du pourcentage
spermatozoides avec un ADN fragmenté entre lermatozoides lavés avec le BB 1X et
spermatozoides incubés 15 minutes avec le Bl (34,2% + 13,8% contre¢ 45,6% =+
16,33%).

Le BB est le facteur qui influen le résultat du taux de fragmentation apres .

——

70 ~ f

40 - ( 456

30 4 34.2

e

Lh
(=]

I'ADN (%)

10 T

8.98

Moyenne du taux de Fragmentation de

Lavage avec PBS 1X Lavageavec BB 1X Incubation avec BB 1X

Figure 44: Moyenne du taux de fragmentation de I’ADN speiquet aprés lavag
avec du PBS 1X ou du BB 1X et apres incubation dwdzB 1>

* p<0,05
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« Roéle du BB : Test BBversusTriton

La moyenne du taux de fragmentation de 'ADN dessatozoides traités au PBS 1X, au
BB 1X ou au Triton X-100 est représentée dansdariei 45.
La comparaison entre ces taux montre que le potagende spermatozoides a ADN
fragmenté aprés traitement au BB ou au tritoneest@éme f < 0,05).
La comparaison de la moyenne du taux de fragmentate I'’ADN apres traitement par
PBS 1X (8,51% =* 4,54%) montre :

0 une augmentation significative de ce taux apréteiment par BB1X (16,7% + 8,78%)
0 une augmentation significative de ce taux apréstetreent par Triton X-100
(17,73% + 7,02%).

p=0,03

Lavage +incubation
avec PBS 1X
8.51% £ 4.534%

ii.&'i age + incubation
avec BB 1X
16.7%= 8,78%

p=0,05
Lavage +incubation

avec Triton X-100
17.73% % ?432%

p=0,05

Figure 45 : Moyenne du taux de fragmentation d®NAdes spermatozoides traités au PBS 1X, au
BB 1X ou au Triton X-100
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d. Evaluation de la pureté et de la qualité de 'ADN &haque étape du tri
magnétique

La moyenne du taux de spermatozoides avec EPSraeiylanne du taux de fragmentation
de 'ADN, a chaque étape du tri, sont répertorieass le Tableau 18.
Concernant la pureté, la moyenne du taux de sperwiales avec EPS est identique apres
décongélation et apres incubation avec les midesb{41,6% + 7,02%s 42,6% + 6,87%).
Aprés le passage dans la colonne, ce taux dimimgmfisativement dans la fraction
annexine V- et passe a 24,4% + 4,03%.
Concernant la fragmentation de I'ADN, la fréquerde spermatozoides avec un ADN
fragmenté est significativement plus élevée aprasuliation avec les microbilles
(35,4% + 12,28%) qu’apres décongélation (20% + &YQAprés passage dans la colonne,
elle diminue significativement dans la fraction atige et passe a 20% + 6,44%.
Apres passage dans la colonne, le tri cellulairéa@e de microbilles conjuguées a
'annexine V permet d’éliminer une majorité de spatozoides déja en voie d’apoptose et/ou
avec un ADN fragmenté.

Tableau 18 : Moyenne du taux de spermatozoidesEREcet moyenne du taux de fragmentation de
I’ADN & chaque étape du tri

Décongélation Incubation  Fraction annexine V-
Moyenne du taux de spermatozoide 41,6 + 7,02 42,6 + 6,87 24,4 + 4,03
avec EPS £ SD (%)
Moyenne du taux de fragmentation de 20 * 6,40 35,4 +12,28* 20 + 6,44

'ADN = SD (%)

*comparaison par rapport & la décongélatioccomparaison par rapport a l'incubatiore 0,05
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e. Test sur deux colonnes

La moyenne du taux de spermatozoides avec EPSraylanne du taux de fragmentation
de 'ADN avant et aprés passage sur 2 colonnesreprésentées dans la Figure 46.
Aprés passage sur la premiére colonne les frégaateepermatozoides avec EPS et avec un
ADN fragmenté diminuent significativement. En reghe, aprés passage dans la deuxieme
colonne, ces fréquences restent inchangeées.

La deuxieme colonne n’améliore pas la sélectionnspque et est donc inutile.

60

40 ~

30 4

10 ~

Décongélation Incubation Fraction annexine V- Fraction annexine V-
l1ére colonne 2éme colonme

W hoyenne dutaux de spermatozoides avec EPS - BMoyenne dutaux de fragmentation de " ADIN

Figure 46 : Moyenne du taux de spermatozoides B2 et moyenne du taux de fragmentation de
I’ADN avant et aprés passage sur 2 colonnes

*comparaison par rapport a I'incubatiprs 0,05
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f. Kit recherche adaptéversusKit ART

La moyenne du taux de spermatozoides avec EPS et du¢afragmentatioide 'ADN
avant et apres le tri a I'aide de kit recherchdwekit ART sont représentérespectivement
dans la Figure 47 et la Figu4é&.

Concernant la puretéa Imoyenne du taux de spermatozoides avec EPSeesigite apre
décongélation etlans la fraction annexine- pour les deux kits (kit ART et kit recherct
(50,84% + 15,09%s 4216% + 7,4'% et 24,16% + 8,18%s 24,5246 + 3,5%). Cependant
dans la fraction annexine V+ cette moyenne esifgigtivement pus élevée apres un tri av
le kit ART en comparaison avec le kit recherche (87,1t 5,4% vs 71,4% + 6,18%)
(Figure 47).

*
100 )
90

80 87,16

71,4
60 [

5084 |

42,16
[
20 2416 24,52

Moyenne du taux de spermatozoides avec
externalisation de phosphatidylsérine (%)

Décongélation Fraction annexine V- Fraction annexine V+

Kit ART Kit recherche

Figure 47: Moyenne d taux de spermatozoides avec EPS en fonction dtillgé
*
p <0,05

Concernant la fragmentation diADN : la comparaison d& fréquence de spermatozoii
avec un ADN fragmentge montre aucune différence significative entreréssiltats obtent
avec le kit ART et le kit de recherc (Figure 48).
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Figure 48 : Moyenne du taux de fragmentation d®NAen fonction du kit utilisé

2. Validation du tri magnétique des spermatozoidesaide du kit de recherche
adapté

a. Patients

Six hommes ayant un taux anormal de fragmentat@iADN spermatique (par rapport
au seuil du laboratoire) sont inclus dans notrée&f{Tableau 19). Les taux de fragmentation
de ’'ADN spermatique s’échelonnent de 14,6% (PB6% (P5).

Tableau 19 : Taux de fragmentation de 'ADN (%)zBegatients

Patient Taux de fragmentation de 'ADN (%)
P1 17

P2 194

P3 15,4

P4 15,2

P5 26

P6 14,6
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b. Evaluation du taux des spermatozoides avec EPS

Les taux de spermatozoides avec EPS avant trire$ & dans la fraction annexine V- et
annexine V+ sont résumés dans le Tableau 20.
Par rapport a la décongélation, nous avons obsergédiminution significative du taux de
spermatozoides avec EPS dans la fraction annexin®/§ patients) et une augmentation
significative de ce taux dans la fraction annexifte (5/6 patients). Nous avons observe
egalement une différence significative entre legxdigactions annexine V- et annexine V+
(5/6 patients).

La moyenne du taux de spermatozoides avec EPS,s apéeongélation est de
36,13% £ 10,14%. Apres séparation par colonne,dgemne du taux de spermatozoides avec
EPS diminue significativement dans la fraction amme V- (19,4% + 1,69%) et augmente
significativement dans la fraction de l'annexine Y84,96% + 12,99%). Une différence

significative entre les deux fractions annexineeVVv + est également observée.

Tableau 20 : Taux de spermatozoides avec EPS aiel&agpe du tri par MACS chez les hommes
ayant un taux anormal de fragmentation de 'ADNrepatique

Patient Décongélation Fraction Fraction Comparaison entre fraction
(%) annexine V- (%) annexine V+ (%) annexine V- et V+
P1 29 20* 68* v
P2 41 17,8* 86,1* 1
P3 21 17 NR -
P4 47,8 21,6* 61* 1
P5 33,6 19,8* 55,2* 1
P6 444 20,2* 54,54* v
Moyenne +SD 36,13+ 10,14 19,4+ 1,69* 64,96+ 12,99* 1

*comparaison par rapport a la décongélapen0,05y comparaison entre fraction annexine V- et V+
p < 0,05, NR : Non réalisé (probleme technique)

[146]



c. Evaluation du taux de fragmentation de 'ADN spermaique

Les taux de fragmentation de 'ADN spermatique aqule étape du tri sont resumés dans
le Tableau 21.
Par rapport a la décongélation, nous avons obsgr@é@ugmentation significative du taux de
fragmentation de I'ADN apres incubation avec lesnotilles et le BB 1X (3/6 patients).
Apres séparation sur colonne, une tendance de dilmmdu taux de fragmentation de 'ADN
dans la fraction annexine V- chez la majorité degepts et une augmentation significative de
ce taux dans la fraction annexine V+ (3/6 patiest)t identifiées. Nous avons observé
également une différence significative entre legxdeactions annexine V- et annexine V +
(6/6 patients).

Concernant la moyenne de fragmentation de 'ADNrpdique, le taux de fragmentation
apres décongélation est de 24 8% 56%. Apres incubation avec les microbilles é8e1X,

il est significativement plus élevé 30,62%7,83%.

Apres le passage dans la colonne, le taux de fraigitn@n de la fraction annexine V- passe en
moyenne a 27,43%7,83% Ce taux augmente significativement dans la foacdnnexine V+
et passe a 44,1%11,31%.

Tableau 21 : Taux de fragmentation de I'’ADN speiquet & chaque étape du tri par MACS chez les
hommes ayant un taux anormal de fragmentationAleNl spermatique

Patient Décongélation Incubation Fraction Fraction Comparaison entre
(%) (%) annexine V- (%) annexine V+ (%) fraction annexine
V- et V+
P1 31 29 32 46° i
P2 17,3 22,6* 18 57,6 0
P3 25,5 35* 33 53¢ \}
P4 29 43,8* 37,8 46,4 T
P5 27,2 29,83 27,8 33,6 \
P6 18,8 23,8 16 28 T
Moyenne £+SD 24,8+ 5,56 30,67+ 7,83* 27,43+7,83 44,1+ 11,31" T

*comparaison par rapport a la décongélapien0,05,a. comparaison par rapport a I'incubation
p < 0,05,y comparaison entre fraction annexine V- etp/< 0,05.
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d. Evaluation de I'équipement chromosomique des spermazoides

Les résultats obtenus suite a I'analyse par FISHcHeomosomes X, Y, 18 et 13, 21 sont
résumeés dans les Tableaux 22, 23 et 24.

Les résultats concernant la FISH X, Y et 18 soés@ntés dans le tableau 22 :

La moyenne du taux de spermatozoides normaux dpoemgélation est de 97,08% + 0,99%,
alors qu'elle est de 97,49% + 1,14% dans la fraceonexine V-. Cette moyenne est de
95,77% * 1,36% dans la fraction annexine V+. Aucdif&rence significative n’a été notée

entre avant et apres tri par MACS. Cependant, awass observé une différence significative
entre les deux fractions annexine V- et annexine d#c une majorité de spermatozoides

normaux dans la fraction annexine V- et de spermwities désequilibrés dans la fraction
annexine V+.

Tableau 22 : Taux de spermatozoides normaux pswHemosomes X, Y et 18 a chaque étape du tri
par MACS chez les hommes ayant un taux anormahgmeéntation de I’ADN spermatique

Patient Décongélation Fraction Fraction Comparaison entre
(%) annexine V- (%) annexine V+ (%) fraction annexine V- et V+

P1 97,2 98,03 96,5 1

P2 98,7 99,01 97,2* v

P3 96,1 95,59 93,7* NS

P4 96,2 97,23 94,9 1

P5 96,6 97,14 95,3 1

P6 97,7 97,92 97 NS

Moyenne £SD 97,08 + 0,99 97,49 + 1,14 95,77 + 1,36 1\

*comparaison par rapport a la décongélaticn0,05
y comparaison entre fraction annexine V- etp/< 0,05 et NS : non significative.
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Les résultats concernant la FISH 13 et 21 soneptés dans le Tableau 23.

La moyenne du taux de spermatozoides normaux dpoemgélation est de 96,95% + 1,91%.
Aprés passage par colonne et par rapport a la détaion, il y avait une augmentation

significative de la moyenne du taux de spermat@itbrmaux dans la fraction annexine V-
(98,37% + 0,88%). En revanche, nous n’avons obsaneane différence significative dans la
fraction annexine V+ (96,07% + 1,95%). Cependamtisnavons observé une différence
significative entre les deux fractions annexine éf-annexine V+, avec une majorité de
spermatozoides normaux dans la fraction annexinet\e spermatozoides déséquilibrés

dans la fraction annexine V+.

Tableau 23 : Taux de spermatozoides normaux pswhHemosomes 13 et 21 a chaque étape du tri
par MACS chez les hommes ayant un taux anormahgmeéntation de I’ADN spermatique

Patient Décongélation Fraction Fraction Comparaison entre
(%) annexine V- (%) annexine V+ (%) fraction annexine V- et V+

P1 97,8 98,72 96,5 \

P2 97,9 98,9 98,2 NS

P3 97,7 98,72 97,3 ]

P4 95,5 97,91* 93,6 1

P5 93,8 96,81* 93,7 ]

P6 99 99,21 97,1* 1

Moyenne £ SD 96,95 + 1,91 98,37 + 0,88* 96,07 £ 1,95 )

*comparaison par rapport a la décongélaticn0,05
y comparaison entre fraction annexine V- etp/< 0,05 et NS : non significative.
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Les résultats concernant les fréquences des disahide diploidie sont présentés dans le
Tableau 24.

Les données de tous les patients ont été regropaédagpe d'anomalies chromosomiques de
nombre. A I'exception de la disomie 13 et de laomie 21, les fréquences des anomalies
chromosomiques de nombre sont significativemerg plavées dans la fraction annexine V+
en comparaison a la décongélation.

Par rapport a la décongélation, il y avait une agmgation significative de la somme des
disomies et de la somme des diploidies dans laidraannexine V+ ((1,07%s 1,57%) et
(0,58%vs 1,1%) respectivement).

De plus, nous avons observé une différence sigtiNie entre les deux fractions annexine V-
et annexine V+, avec une majorité de spermatozaidesaux dans la fraction annexine V- et
de spermatozoides déséquilibrés dans la fractioexame V+ concernant la disomie Y, la
disomie XY, la disomie 21, la diploidie (18, X, Ylp diploidie (13, 21), la somme des

disomies et la somme des diploidies.

Tableau 24 : Fréquences des différentes anomatiesmmosomiques a chaque étape du tri chez les
hommes ayant un taux anormal de fragmentationAlBNl spermatique

Anomalie Décongélation Fraction Fraction Comparaison entre
chromosomique annexine V- annexine V+ fraction annexine
V-etV+
Disomie 18 9/6216 (0,14%) 13/6144 (0,21%) 20/6317 (0,32%)* NS
Disomie X 5/6216 (0,08%) 6/6144 (0,09%) 14/6312200)* NS
Disomie Y 3/6216 (0,05%) 2/6144 (0,03%)  17/6317 (0,27%)* 1}
Disomie XY 41/6216 (0,66%) 46/6144 (0,74%) 69/681,09%)* i
Disomie 13 29/6115 (0,47%)  13/6092 (0,21%)* 17/5978 (0,28%) NS
Disomie 21 45/6115 (0,73%) 30/6092 (0,5%) 57/59%,85%) T}
Diploidie \
(18, X etY) 33/6216 (0,53%)  26/6144 (0,42%) 56/6317 (0,88%)*
Diploidie 1\
39/6115 (0,64% 36/6092 (0,6% 78/5978 (1,3%)*
(13 et 21) ( 0) (0,6%) (1,3%)
Somme des 132/12331 110/12236 194/12295 i
disomies (2,07% = 5,68%)  (0,89% +4,56%) (1,57% % 9,25%)*
S q 72/12331 62/12236 134/12295 1
omme des (0,58% + 11,79%)  (0,5% +7,43%)  (1,1% + 13%)*
diploidies

*comparaison par rapport a la décongélapen0,05

y comparaison entre fraction annexine V- etp/< 0,05 et NS : non significative.
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[I.  Apport du tri de spermatozoides chez les hommes peurs d’une anomalie

chromosomique constitutionnelle

1. Patients

Quatorze hommes porteurs d'une anomalie chromosenaignstitutionnelle ont été inclus
dans I'étude. Les caryotypes des patients sontqiésdans les Tableaux 25 et 26.
Nous avons :
* Douze hommes porteurs d’'une anomalie chromosondgugtructure (Tableau 25) :
o Quatre porteurs d’'une translocation robertsoniéRiea P4).
o Huit porteurs d’'une translocation réciproque éguode (P5 a P12).

* Deux hommes porteurs d’'une mosaique gonosomiqueedia 26).

Tableau 25 : Caryotype des hommes porteurs d’'unenafie chromosomique de structure

Patient Caryotype

P1 45,XY,rob(13;14)(q10;910)
P2 45,XY,rob(14;15)(q10;g910)
P3 45,XY,rob(13;14)(q10;910)
P4 45,XY,rob(13;14)(q10;g10)
P5 46,XY,t(4;12)(931;923)

P6 46,XY,1(9;12)(q31;p12)

P7 46,XY,t(1;15)(p22.2;q21.1)
P8 46,XY,1(11;13)(gq22.1;921.2)
P9 46,XY,t(13;19)(q12;q13.3)
P10 46,XY,t(1;22)(p11;p11.2)
P11 46,XY,t(2;9)(p24;p21)

P12 46,XY,(2;15)(p13:915)

Tableau 26 : Caryotype des hommes porteurs d’ursaigoe gonosomique

Patient Caryotype
P1 mos 45,X[20%]/47,XXY[10%)]/46,XY[70%)]
P2 mos 45,X[67%]/46,XY[33%]
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2. Parameétres spermatiques

* Hommes porteurs d'une anomalie chromosomique de stcture

Les parameétres spermatiques de base des échantildosperme avant congélation sont
réesumés dans le Tableau 27. Les concentrationgpelenatozoides sont comprises entre
1,1 M/ml (P4) et 151 M/ml (P2). Le pourcentage dabitité totale varie de 20% (P4) a 60%
(P9).

Tableau 27 : Paramétres spermatiques chez les hemoreeurs d’'une anomalie chromosomique de

structure

Patient Volume (ml) Concentration (M/ml) Mobilita{b+c) (%)
P1 3,2 50 55
P2 2,1 151 45
P3 3,2 19,6 35
P4 1,9 1,1 20
P5 3,2 117 41
P6 53 50 55
P7 2,8 108 40
P8 4,2 42 35
P9 2,5 49 60
P10 8,1 14,4 35
P11 3,5 15 35
P12 0,75 10,5 35

* Hommes porteurs d’'une mosaique gonosomique

Les parameétres spermatiques de base des échantildosperme avant congélation sont
résumés dans le Tableau 28. La concentration dengpezoides est de 225 M/ml pour P1 et
de 53 M/ml pour P2. Le pourcentage de mobilitéléotst de 50% pour P1 et de 45% pour
P2.

Tableau 28 : Paramétres spermatiques chez les hemporeeurs d’'une mosaique gonosomique

Patient Volume (ml) Concentration (M/ml) Mobilita{b+c) (%)
P1 3,5 225 50
P2 6,3 53 45
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3. Evaluation de la concentration totale des spermatiules

* Hommes porteurs d'une anomalie chromosomique de stcture

La concentration totale des spermatozoides a chétape de I'étude est représentée dans
le Tableau 29.
Apres décongeélation des paillettes de sperme,Haestration totale en spermatozoides varie
de 1,13 M (P4) a 36,9 M (P10) avec une moyennelgg6IM+ 9,37 M.
Apres incubation avec les microbilles et le BBctacentration totale est significativement
diminuée et passe a une moyenne de 107N M.
De méme, le nombre de spermatozoides est sigivkBoaént diminué apres le tri dans les
fractions annexine V- + annexine V+ (8,15 #8,14 M) par rapport au nombre de

spermatozoides aprés incubation (10,Z M1 M).

Tableau 29 : Concentration en spermatozoides awh&tppe du tri par MACS chez les porteurs
d’'une anomalie chromosomique de structure

Patient Décongélation Incubation Fraction Fraction
(M) (M) annexine V- (M)  annexine V+ (M)
P1 6,55 5,55 1,16 2,73
P2 17,92 17 5,05 4,95
P3 4,62 4,27 1,29 1,9
P4 1,13 0,98 0,06 0,31
P5 12 11,3 6,68 3,43
P6 9,81 9,10 1,16 3,99
P7 12,9 12,2 5,26 1,98
P8 11,21 10,2 2,4 5,36
P9 17,47 16,57 4,99 10
P10 36,9 36 21,9 8,5
P11 4 3,6 1 2,1
P12 1,92 1,72 0,82 0,90
Moyenne +SD 11,36+ 9,37  10,7+9,1* 4,31+ 5,7 3,84+ 2,82

Fractions annexine V- + annexine V+ = 8,15 M + 814

*comparaison par rapport a la décongélapen0,05
v comparaison par rapport a lI'incubatior 0,05
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« Hommes porteurs d’'une mosaique gonosomique

Apres décongélation des paillettes de sperme, lgem@ de concentration totale en
spermatozoides est de 19,95 M. Elle est légeremtiemihuée apres l'incubation avec les

microbilles 18,85 M et apreés le tri (annexine Vaahexine V+) 18,75 M (Figure 49).

45
40

35
30
25
20
15
10
S T
3,25

Décongélation (M) Incubation (M) Fraction annexine Fraction
V- (M) annexine V+ (M)

Moyenne de concentration totale en
spermatozoides chez les porteurs d'une
mosaique gonosomique

o

Figure 49 : Moyenne de concentration en spermatte=oé chaque étape du tri par MACS chez les
porteurs d’une mosaique gonosomique

4. Evaluation du taux de spermatozoides avec EPS

* Hommes porteurs d'une anomalie chromosomique de stcture

Les taux de spermatozoides avec EPS avant trirés &ip dans la fraction annexine V- et
annexine V+ sont résumés dans le Tableau 30.
Pour tous les patients, le taux de spermatozoides BPS est significativement plus faible
dans la fraction annexine V- (28,06% +8,11%) etusplélevé dans la fraction
annexine V+ (78,94% + 9,27%) par rapport a la dgétation (58,35% = 8,86%).
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Tableau 30 : Taux de spermatozoides avec EPS aieh&gpe du tri par MACS chez les porteurs
d’'une anomalie chromosomique de structure

Patient Décongélation Fraction Fraction
(%) annexine V- (%) annexine V+ (%)
P1 57,4 19,6* 84,2*
P2 56,0 32,6* 83,6*
P3 54,6 33,2* 71,4*
P4 50,2 14,2* 82,7*
P5 38,0 14,2* 85,6*
P6 72,8 36* 88*
P7 67,2 35,4* 83,4*
P8 58,0 30,6* 69,8*
P9 63,2 28,4* 84,8*
P10 64,8 37,6* 86,2*
P11 61,2 29,2* 68,8*
P12 56,8 25,8* 58,8*

Moyenne £ SD 58,35 + 8,86 28,06 + 8,11* 78,94 £ 9,27*

*diminution significative du taux de spermatozoidesc EPS dans la fraction
annexine V- et annexine V+ par rapport a la déclatigé (p < 0,05)

 Hommes porteurs d’'une mosaique gonosomique

Les taux de spermatozoides avec EPS avant trres$ &ppdans la fraction d'annexine V- et

annexine V+ sont résumés dans le Tableau 31.

Pour les deux patients, le taux de spermatozoidss BPS est significativement plus faible
dans la fraction annexine V- (25,9% * 11,17%) eispélevé dans la fraction annexine V+
(78,6% + 7,07%) par rapport a la décongélation1®0+ 3,81%).

Tableau 31 : Taux de spermatozoides avec EPS aelagpe du tri par MACS chez les porteurs
d’'une anomalie chromosomique gonosomique

Patient Décongélation Fraction Fraction

(%) annexine V- (%) annexine V+ (%)
P1 48 18* 83,6*
P2 53,4 33,8* 73,6*
Moyenne+ SD 50,7 £3,81 25,9+ 11,17* 78,6 £ 7,07*

*diminution significative du taux de spermatozoidesc EPS dans la fraction
annexine V- et annexine V+ par rapport a la déclatigé (p < 0,05)
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5. Evaluation du taux de fragmentation de ’'ADN sperrique

* Hommes porteurs d'une anomalie chromosomique de stcture

Les taux de fragmentation d'’ADN a chaque étape'dede pour chaque patient sont
résumés dans le Tableau 32.
Pour les 12 hommes porteurs d'une anomalie chramigee de structure, le taux de
fragmentation d'ADN apres décongélation varie en2és (P2) et 43,2% (P4).
Par rapport a la décongélation, nous avons obsgr@é@ugmentation significative du taux de
fragmentation de 'ADN aprés incubation avec lesrobilles et le BB 1X (6/12 patients).
Apres séparation sur colonne, le taux de fragmientate 'ADN diminue significativement
dans la fraction annexine V- (11/12 patients).iAvirse, il augmente significativement dans
la fraction annexine V+ (7/12 patients). Nous avaiservé également une différence
significative entre les deux fractions annexineeVannexine V + (11/12 patients).

Tableau 32 : Taux de fragmentation de I'ADN a cleaétape du tri par MACS chez les porteurs d’une
anomalie chromosomique de structure

Patient Décongélation Incubation Fraction Fraction Comparaison entre fraction
(%) (%) annexine V- (%) annexine V+ (%) annexine V- et V+

P1 15 23* 9,2 28 v

P2 7,2 21,8* 74 31,2 v

P3 18,8 20,6 14 34,8 v

P4 43,2 43 2874 48,2 T

P5 16,2 23,4* 16,2 36,2 v

P6 18,4 37* 18,6 254 v

P7 20,6 23,8 20 23,4 NS

P8 18,2 22,8 9/4 34 v

P9 15 21,2* 10 24 v

P10 14,8 25,4* 13 37,6 v

P11 14 17,2 9,4 32,8 W

P12 17,6 21,8 10%6 33,8 v
Moyenne +SD 18,25+8,56 25,08 +7,36* 13,85+6,07 32,42 + 6,88 W

*comparaison par rapport a la décongélapen0,05,a. comparaison par rapport a I'incubation
p <0,05,y comparaison entre fraction annexine V- etp/< 0,05 et NS : non significative.

Concernant la moyenne de la fragmentation de I'Adfpdrmatique, le taux de fragmentation

apres déecongélation est de 18,25% + 8,56%. Apnmésubation avec les microbilles, il est

significativement plus élevé 25,08% + 7,36%.
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Apres tri, le taux de fragmentation dans la fracmnexine V- diminue significativement et
passe en moyenne a 13,85% * 6,07%. Ce taux augragmiécativement dans la fraction
annexine V+ et passe a 32,42% + 6,88%.

« Hommes porteurs d’'une mosaique gonosomique

Les taux de fragmentation d’ADN & chaque étape'@ade pour chaque patient sont
résumeés dans le Tableau 33.
Concernant P1, apres décongélation, le taux den&atation d’ADN est de 6,2%. Apres
incubation avec les microbilles et le BB, il paasg 8%. Aprées tri par MACS et par rapport a
lincubation, aucune différence significative duuxade fragmentation d’ADN n’a été
identifiée dans la fraction annexine V- (11,6%hdia qu’une augmentation significative de
ce taux dans la fraction annexine V+ a été obse(88e8%). Nous avons remarqué une

différence significative entre les deux fractions@xine V- et annexine V +.

Concernant P2, apres décongélation, le taux denfratation est de 14,2%. Apres incubation
avec les microbilles et le BB, ce taux augmentaiBggtivement et passe a 20,4%. Apres tri
par MACS, nous n’avons pas observé de différengeifgiative du taux de fragmentation
d’ADN dans la fraction annexine V- (16,8%) et ddasfraction annexine V+ (17%) par
rapport a l'incubation.

Tableau 33 : Taux de fragmentation de 'ADN a clegtape du tri par MACS chez les porteurs
d’'une mosaigue gonosomique

Patient Décongélation Incubation Fraction Fraction Comparaison entre
(%) (%) annexine V- (%) annexine V+ (%) fraction annexine V- et V+

P1 6,2 8,8 11,6 30,8 T

P2 14,2 20,4* 16,8 17 NS

Moyenne +SD  10,2+4 14,6 £5,8* 142+2,6 23,9+6,9 T

*comparaison par rapport a la décongélafion0,05,a. comparaison par rapport a I'incubation
p < 0,05,y comparaison entre fraction annexine V- etp/< 0,05 et NS : non significative.
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6. Evaluation de I'équipement chromosomique des spetozaides

* Hommes porteurs d'une anomalie chromosomique de stcture

Les résultats obtenus suite a l'analyse par FISitirésumés dans le Tableau 34.

Le taux de spermatozoides normaux ou équilibrésjuits par le mode de ségrégation
alterne, apres décongélation varie de 41,47% (F8B,37% (P2) pour les patients porteurs
d’'une translocation robertsonienne et de 36,39%l)Ri 48,36% (P6) pour les patients
porteurs une translocation réciproque équilibrée.

Par rapport a la décongélation, apres passage ganne, il y avait une augmentation

significative du taux de spermatozoides normaweéquilibrés dans la fraction annexine V-

pour tous les patients. A l'inverse, nous avongolEsune diminution significative de ce taux

dans la fraction annexine V+ pour P1, P4, P5, B/PR, P10 et P11.

Pour tous les patients, nous avons observé uré@atiife significative entre les deux fractions
annexine V- et annexine V+ avec une majorité densgmzoides normaux ou equilibrés dans

la premiére et une majorité de spermatozoides dé#§s dans la seconde.

Intéressons-nous maintenant plus spécifiquement @apulations de spermatozoides
déséquilibrés. Pour les patients porteurs d’unestogation robertsonienne, le mode de
ségrégation majoritaire donnant des spermatozai@ssquilibrés est le mode adjacent. Aprés
décongélation, le taux de spermatozoides désédsliroduits par ce mode de ségrégation
varie de 14,4% (P2) a 29,69% (P4).

Pour les patients porteurs d’une translocationprégue équilibrée, le mode de ségrégation
majoritaire donnant des spermatozoides déséquldstle mode adjacent | pour P5, P7, P8,
P10 et P11, ou le mode 3:1 pour P6, P9 et P12.

Aprés MACS, la majorité des proportions de spergaittes déséquilibrés issus de chacun de
ces différents modes de ségrégation diminue sagtifiement dans la fraction annexine V-, et

augmente significativement dans la fraction annexit.
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Tableau 34 : Données des ségrégations méiotiquesIB&l chez les porteurs d’une anomalie chromosamide structure

Mode de ségrégation Décongélation  Fraction annexine V- Fraction annexine V+ Comparaison entre fraction annexine V- et V+
méiotique (%) (%)
Alterne (%) 79,99 88,03* 75* i
Adjacent (%) 18,82 11,14* 21,77* \
P1 3:0 (%) 0,47 0,43 1,87* i
Diploide (%) 0,47 0,2* 1,1* 1}
Autres (%) 0,24 0,2 0,26 NS
Nombre de spermatozoides analysés 2534 2531 2728
Alterne (%) 83,37 90,2* 82,43 \
Adjacent (%) 14,4 8,5* 14,23* NS
P2 3:0 (%) 0,2 0,1 0,15 NS
Diploide (%) 1,29 1,05 2,1* '
Autres (%) 0,74 0,15* 11 1
Nombre de spermatozoides analysés 2021 2002 2003
Alterne (%) 78,06 88,64* 80,93* \}
Adjacent (%) 19,55 10,72* 16,72* \
P3 3:0 (%) 0,4 0,4 0,83 NS
Diploide (%) 1,74 0,1* 1,03 \
Autres (%) 0,25 0,15 0,49 NS
Nombre de spermatozoides analysés 2010 2024 2045
Alterne (%) 41,47 71,96* 35,56* ]
Adjacent (%) 29,69 10,18* 31,1 \
P4 3:0 (%) 21,56 15,36* 25,89* i
Diploide (%) 1,85 1,21 1,67 NS
Autres (%) 5,44 1,29* 5,76* ]
Nombre de spermatozoides analysés 2004 1159 2151
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Alterne (%) 44,27 62,77* 31,63* T
Adjacent | (%) 36,43 27,58* 51,99 1
P5 Adjacent Il (%) 8,64 4,77* 7,19 i
3:1 (%) 7,5 3,66* 6,81* 1}
Diploide ou 4:0 (%) 0,91 0,59 2,16* T
Autres (%) 2,25 0,63* 0,21* T
Nombre de spermatozoides analysés 2627 2705 2864
Alterne (%) 48,36 66,16* 50,77 \
Adjacent | (%) 0,15 0,04 0,16 NS
Adjacent Il (%) 0,18 0,19 0,2 NS
P6 3:1 (%) 50,83 33,38* 48,64* \
Diploide ou 4:0 (%) 0,07 0,19 0,24 NS
Autres (%) 0,41 0,04* o* NS
Nombre de spermatozoides analysés 2707 2651 2531
Alterne (%) 37,75 54,76* 27,63* 1
Adjacent | (%) 32,49 30,13 36,21 \
Adjacent Il (%) 16,12 10,06* 22,15* T
P7 3:1 (%) 12,75 4,76* 12,64* 1}
Diploide ou 4:0 (%) 0,79 0,19 * 1,08 1\
Autres (%) 0,1 0,1 0,29 NS
Nombre de spermatozoides analysés 2016 2078 2041
Alterne (%) 43,13 60,54* 33,07* 1}
P8 Adjacent | (%) 35,63 31,84* 43,6* 1\
Adjacent Il (%) 7,35 3,47 6,95 1}
3:1 (%) 12,04 3,47* 14,44~ \
Diploide ou 4:0 (%) 1,45 0,53* 1,52 1
Autres (%) 0,4 0,14 0,41 NS
Nombre de spermatozoides analysés 2001 2073 2431
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Alterne (%) 37,24 59,84* 30,17* \
Adjacent | (%) 1,12 0,1* 0,35* NS
Adjacent Il (%) 5,2 2,42*% 9,76* 1
P9 3:1 (%) 54,01 35,77* 54,61 1
Diploide ou 4:0 (%) 2,14 1,58* 3,37* 1\
Autres (%) 0,29 0,3 1,73* T
Nombre de spermatozoides analysés 2057 2027 2254
Alterne (%) 44,07 58,02* 39,21* ]
Adjacent | (%) 20,1 18,42 17,31* NS
Adjacent Il (%) 19,66 16,93* 24,67* 1
P10 3:1 (%) 14,9 6,19* 17,18* \
Diploide ou 4:0 (%) 0,49 0,35 1,19* 1
Autres (%) 0,78 0,1* 0,44 s
Nombre de spermatozoides analysés 2040 2020 2270
Alterne (%) 36,39 53,78* 31,65* \
Adjacent | (%) 31,51 26,41* 32,28 1
Adjacent Il (%) 21,01 15,44* 24,33* 1
P11 3:1 (%) 9,86 4,04* 10,86 1
Diploide ou 4:0 (%) 0,5 0,05* 0,39 i
Autres (%) 0,75 0,28* 0,48 NS
Nombre de spermatozoides analysés 2009 2105 2063
Alterne (%) 42,85 58,82* 40,95 1
Adjacent | (%) 0,00 0,00 0,15 -
Adjacent Il (%) 12,6 6,99* 15,96* 1
P12 3:1 (%) 42,85 33,55+ 41,20 y
Diploide ou 4:0 (%) 1,11 0,37* 1,35 1
Autres (%) 0,58 0,28 0,4 NS
Nombre de spermatozoides analysés 2063 2176 2005

*comparaison par rapport a la décongélapen0,05,y comparaison entre fraction annexine V- etp/<0,05 et NS
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« Hommes porteurs d’'une mosaigque gonosomique

Les résultats obtenus suite a I'analyse par FISHcHeomosomes X, Y, 18 et 13, 21 sont

représentés dans les Tableaux 35, 36 et 37.

FISH a trois couleurs des chromosomes X, Y et Hbl@au 35) :

La moyenne du taux de spermatozoides normaux dpoemgélation est de 98,95% + 0,07%.
Aprées passage par colonne et par rapport a la dgélion, nous n’avons observé aucune
différence significative du taux de spermatozoidesmaux dans la fraction annexine V-
(98,89% + 0,19%). En revanche, nous avons obsarg&liminution significative du taux de

spermatozoides normaux dans la fraction annexing9&2% + 0,28%). Cependant, nous
n‘avons pas trouvé de différence significative enlies deux fractions annexine V- et

annexine V +.

Tableau 35 : Taux de spermatozoides normaux pswhemosomes X, Y et 18 a chaque étape du tri
par MACS chez les hommes porteurs d’'une mosaiquesgmique

Patient Décongélation Fraction Fraction Comparaison entre
(%) annexine V- (%) annexine V+ (%) fraction annexine V- et V+

P1 99 99,03 98,4 NS

P2 98,9 98,76 o8* i

Moyenne +SD 98,95 + 0,07 98,89 + 0,19 98,2 £ 0,28* NS

*comparaison par rapport a la décongélapion0,05,yy comparaison entre fraction annexine V- et V+
p < 0,05 et NS : non significative.

FISH a deux couleurs des chromosomes 13 et 21ddald6) :

La moyenne du taux de spermatozoides normaux a@@mgelation est de7,8% + 0,8%
Dans la fraction annexine V- elle est de 97,61%24% alors que dans la fraction
annexine V+, elle est de 97,45% + 1,06%. Aucunf&difice significative n’a été notée avant

et apres le tri par MACS et entre les deux fractiannexine V- et annexine V+.

Tableau 36 : Taux de spermatozoides normaux pewhHemosomes 13 et 21 a chaque étape du tri
par MACS chez les hommes porteurs mosaique gorpsemi

Patient Décongélation Fraction Fraction Comparaison entre
(%) annexine V- (%) annexine V+ (%) fraction annexine V- et V+

P1 97,2 97,46 96,7 NS

P2 98,4 97,76 98,2 v

Moyenne £ SD 97,8 +0,8 97,61 £ 0,21 97,45 + 1,06 NS

*comparaison par rapport a la décongélapion0,05,yy comparaison entre fraction annexine V- et V+
p < 0,05 et NS : non significative.
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Fréquences de disomies et de diploidie (Tableau 37)

Les fréquences de disomies et diploidie des detierpa ont été regroupées. Nous avons
observé une diminution significative de disomie XY de disomie 13 dans la fraction
annexine V- et une augmentation significative deutie 18, de disomie 21, de diploidie (18,
X, Y) et de la somme des disomies dans la fracammexine V+ par rapport a la
décongélation.

Nous avons observé également une augmentatioficagivie de disomie 21 dans la fraction
annexine V- et une diminution significative de digse 13 dans la fraction annexine V+ par
rapport a la décongélation.

De plus, nous avons observé une différence sigtiNie entre les deux fractions annexine V-
et annexine V+, avec une majorité de spermatozoimemaux dans la premiére et de
spermatozoides déséquilibrés dans la seconde camtda disomie 18, la disomie Y, la

diploidie (18, X, Y) et la somme des disomies.

Tableau 37 : Fréquences des disomies et de diplo@lichaque étape du tri par MACS chez les
hommes porteurs d’'une mosaique gonosomique

Anomalie Décongélation Fraction Fraction Comparaison entre

chromosomique annexine V- annexine V+ fraction annexine
V-etV+

Disomie 18 3/4027 (0,07%) 4/4079 (0,09%) 12/4089 (0,29%)* i

Disomie X 2/4027 (0,05%) 2/4079 (0,05%) 4/4089 {0) 1 NS

Disomie Y 1/4027 (0,02%) 0/4079 (0) 3/4089 (0,07%) i

Disomie XY 7/4027 (0,17%) 1/4079 (0,02%)* 5/40890.@0) NS

Disomie 13 20/4045 (0,5%)  5/4064 (0,12%)*  9/4025 (0,22%)* NS

Disomie 21 4/4045 (0,1%) 20/4064 (0,5%)*  31/402570%6)* NS

Diploidie \

(18, X etY) 8/4027 (0,19%) 7/4079 (0,17%) 23/4089 (0,56%)*

Diploidie 33/4045 (0,81%)  31/4064 (0,76%)  30/4025 (0,74%) NS

(13 et 21)

Somme des ]

disomies 37/8072 (0,45%) 32/8143 (0,39%) 64/8114 (0,78%)*

Somme des NS

diploidies 41/8072 (0,5%) 38/8143 (0,46%) 53/8(1,65%)

*comparaison par rapport a la décongélapion0,05,yy comparaison entre fraction annexine V- et V+

p < 0,05 et NS : non significative.
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C. Expression différentielle des genes des spermatodes : mise au point de
technique d’étude du transcriptome

I.  Purification des spermatozoides
1. Swim-up

Le swim-up permet de récupérer une population éensatozoides sans contamination par
des cellules somatiques. Toutefois, le taux moyemédupération des spermatozoides était
tres faible (9,6%) car cette technique sélectidriraigameétes les plus mobiles.

2. Lyse des cellules somatiques

Le taux moyen de récupération des spermatozoides fse des cellules somatiques était
de 49,1% pour le sperme frais et 78% pour le speangelé. Néanmoins, la solution de lyse

ne permettait pas d’éliminer la totalité des celutomatiques.

3. Gradient de densité

Le taux moyen de récupération des spermatozoidegradient de densité était de 73,4%
pour le sperme frais et 89% pour le sperme condéé@nmoins, le gradient de densité ne

permettait pas d’éliminer la totalité des celldesnatiques.

4. Association entre le gradient de densité et la Iges cellules somatiques

Le taux moyen de récupération des spermatozoidas aul'association des deux
techniques de purification était de 65,2% pour persie frais et 73,2% pour le sperme
congelé. La combinaison des deux méthodes de qatidn permettait d'éliminer 99,2% des
cellules somatiques pour le sperme frais et 97,4% akllules somatiques pour le sperme
congelé. La purification n'exclut pas completemkest cellules somatiques a cause de la
guantité initiale importante de cellules rondessdnsperme. En effet, les échantillons de
sperme présentant initialement plus de 3 millioascdllules somatiques n’ont pas pu étre
totalement purifiés. Par contre, lorsque les édlhams (frais ou congelés) présentaient moins
de 3 millions de cellules somatiques, une élimoraen totalité des cellules somatiques est

observée.
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II.  Extraction d’ARN spermatique

Nous avons testé les deux kits (kit RNeasy plusi Efirkit NucleoSpin RNA XS) sur des
spermatozoides purifiés a partir d'éjaculats fedisryopréservés de dix hommes. Les deux
kits ont été testés sur les mémes échantillonstehdement de récupération d’ARN était
similaire dans les éjaculats frais et cryopréseaséex le kit NucleoSpin RNA XS (47,8 ng
versus43,2 ng/18 spermatozoides respectivement), et beaucoup pBué @u'avec le kit

RNeasy plus Mini (23,4 ngersus4,32 ng/16 spermatozoides respectivement).

[ll.  Evaluation de la pureté

1. RT-PCR

Nous avons Vérifié I'absence d’ARN somatique paPRR pour CD45, E-Cadhérine et C-
KIT. La Figure 50 montre les résultats obtenus pdes échantillons traités par une
combinaison de gradient de densité et de lyse dalee somatiques. Aucune cellule

somatique n'a été identifiee lors de I'examen rsewpique pour ces échantillons.

L'absence d'’ARN somatique a été confirmée pouddes premiers échantillons. De plus, ils
présentaient une bande a 149 pb correspondargratiamine 2. Pour le troisieme échantillon
une contamination par 'ARN des leucocytes (unedban 847 pb correspondant a CD45) a
été observée.

Protamine 2 E-cadherine

Figure 50 : Exemples de RT-PCR pour PRM2, CD45, CetKIT obtenus dans plusieurs
échantillons
L'échantillon T est un contréle positif (échantillotal de sperme) et I'échantillor® est un
contrble négatif
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2. Bioanalyseur

Nous avons testé la mie del’ARN du sperme avec IBioanalyseur 2100 AgilenLa
persistance de I'ARNr 18S 28S était toujours indiquée pour les échantilloessgerme
traités par lyse de cellules somatiques ou parigmadle densité (Figur51 a). En fait,
I'examen microscopique identifiait encore desules dans ces échantifis. La ligure 51 b et
51 ¢ montre les résultats obtenus par le Bioanalypeur des échantillons traités avec |
combinai®n entre le gradient de den: et la solution de lyse. Bien qu'aucune cel
somatique n'ait été identifiée apres un examenascopique, un échantillon a encore mol

une contamination par I'ARNr (Figu51 b), mais pas l'autre échantillffrigure51 c).

(a) Echantillon obtenu aprése seule montrant la persistance de 'ARNr 1888t b) Echantillon obten
aprescombinaison entre le gradient et la solution de Iynontrant la persistance de I'ARNr 1&) Echantillon

(a)
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Figure 51: Exemples de profils obtenus avec le Bioanaly2a0(

obtenu aprésombinaison entre le gradient et la solutiorlyse montrant I'absence de I'AF.
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La pureté de I'ARN de sperme a éte testée enautiliss deux approches, Bioanalyseur et
RT-PCR, sur 11 échantillons. Une concordance parfai été trouvée entre les deux
techniques. Les échantillons présentant des pddRNY' 18S et / ou 28S étaient positifs pour

un ou plusieurs marqueurs de cellules somatiques.

Cette forte corrélation des résultats de ces detthades concernant I'évaluation de la pureté
des ARN spermatiques suggére que l'utilisationedsgule méthode, soit la RT-PCR soit le
Bioanalyseur 2100, est suffisante pour une évalnafiable de la pureté des ARN

spermatiques.

IV.  Hybridation et lecture

La présence de 27 784 transcrits a été détectéami Pas 1 000 transcrits de
spermatozoides les plus présents (Sendler, Johetsah 2013), nous avons identifié 900
transcrits. Ces geénes sont impliqués dans plusipiogsessus biologiques, notamment la
spermatogenese, la régulation de la transcripkgoaroissance cellulaire et la différenciation,
la mobilité et la capacitation des spermatozoides,fécondation et I'embryogenése
(Tableau 38).
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Tableau 38 : Génes identifiés dans les spermatezatimpliqués a différents stades de la
spermatogenese, de la fécondation et du développemdryonnaire

Gene Nom du géne

Pré-méiotique

DAZ1 Deleted in azoospermia 1 [NM_004081]

DAZ2 Deleted in azoospermia 2 [NM_001005786]

DAZL Deleted in azoospermia-like [NM_001351]

IDE Insulin-degrading enzyme [NM_004969]

RFX2 Regulatory factor X, 2 (influences HLA class Il egpsion) [NM_000635]
NFYA Nuclear transcription factor Y, alpha [NM_002505]

SALL4 Spalt-like transcription factor 4 [NM_020436]

SPO11 Meiotic protein covalently bound to DSB [NM_012444]

HSPA2 Heat shock 70kDa protein 2 [NM_021979]

SPATAS3 Spermatogenesis associated 33 [Source:HGNC SynimoPRB8463]
STRAS8 Stimulated by retinoic acid 8 [NM_182489]

Post-méiotique

PRM1 Protamine 1 [NM_002761]

PRM2 Protamine 2 [NM_001286359]

TNP1 Transition protein 1 [NM_003284]

TNP2 Transition protein 2 [NM_005425]

SPANXA1 Homo sapiens sperm protein associated with theenscX-linked, family
member A1 [NM_013453]

BRWD1 Bromodomain and WD repeat domain containing 1 (BRWD
[NM_033656]

SPATA31A3 Homo sapiens SPATA31 subfamily A, member 3 [NM_CERTP4]

SPATA31D1 Homo sapiens SPATA31 subfamily D, member 1 [NM_@IKY 0]
SPATA31D4 Homo sapiens SPATA31 subfamily D, member 4 [NM_QEEIO7]
SPATA32 Homo sapiens spermatogenesis associated 32 [NM43523

TAFT7L TAF7-like RNA polymerase I, TATA box binding prate(TBP)-
associated factor, 50kDa [NM_024885]

ZPBP Zona pellucida binding protein [Source:HGNC Symhot:15662]

KIF3A PREDICTED: Kinesin family member 3A [XM_006714526]

ODF1 Outer dense fiber of sperm tails 1 [NM_024410]

BRD2 Bromodomain containing 2 [NM_005104]

Fonction des spermatozoides

AKAP4 A kinase (PRKA) anchor protein 4 [NM_003886]

CABYR Calcium binding tyrosine-(Y)-phosphorylation regeld [NM_012189]

IQCF1 IQ motif containing F1 [BC034228]

CLGN Calmegin [NM_004362]

CALR3 Calreticulin 3 [NM_145046]

LDHC Lactate dehydrogenase C [NM_002301]

Différents stades de la fécondation et du dévelopment embryonnaire
AKAP4 A kinase (PRKA) anchor protein 4 [NM_003886]

WNT5A Wingless-type MMTYV integration site family, memi®k [NM_003392]

Fonction

Formation et différenciation des
cellules germinales

Co-régulatduirécepteur
d’'androgéne
Facteur de transcription

Pféliation de spermatogonies
Implication dans la méiose

Remodelage de la chromatine

Association avec le noyau
spermatique
Différenciation de spermatides

Impliqué dans la formation de
l'acrosome

Régulation de la spermiogenése

Impliqué dans l'interaction
spermatozoide-ovocyte
Structuration du flagelle des
spermatozoides
Régulateur de transcription

Régigla de la mobilité des
spermatozoides
Impliqué dans la capacitation des
spermatozoides
Régulation de la capacité
fécondante des spermatozoides
Impliqué dans la mobilité et la
capacitation des spermatozoides

Post-fécondation
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CLU
FOXG1
WNT4

HSBP1L1
INTS1
IGF2
STAT4
TDGF1
NANOG
SOX2
POU5F1

Clusterin [NM_001831]

Forkhead box G1 [NM_005249]

Wingless-type MMTYV integration site family, membgfSource:HGNC
Symbol;Acc:12783]

Heat shock factor binding protein 1-like 1 [NM_0@6180]
Integrator complex subunit 1 [NM_001080453]

Insulin-like growth factor 2 (somatomedin A) [NM_0&12]
Signal transducer and activator of transcriptidik_003151]
Teratocarcinoma-derived growth factor 1 [NM_003212]
Nanog homeobox [NM_024865]

SRY (sex determining region Y)-box 2 [NM_003106]

POU class 5 homeobox 1 [NM_002701]

Impliqué dans la croissance
embryonnaire
Facteur de transcription
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Discussion






A. Infertilité du couple et techniques d’aide médicalex la procréation

I.  Impact des facteurs maternels et paternels sur lggsultats de FIV et
d’ICSI

Notre objectif en AMP est de permettre aux couplesréaliser leur projet parental en
prenant en compte, comme pour tout traitement raédiaspect risque bénéfice. En effet, le
but est de mettre en ceuvre les techniques les rirgdes pour les couples et la société tout
en assurant des chances de grossesse satisfaigaeteta plus grande innocuité pour les

enfants a naitre. Dans cette partie, nous avorté widentifier les impacts des facteurs
maternels et paternels sur les résultats de FtMESI.

1. Echec de fécondation

Dans notre étude, le taux d’échec de fécondatiaih & 7,2% et 10,8% respectivement en
FIV et en ICSI. Selon la littérature, les taux diiéc de fécondation en FIV varient de 5% a
20% et en ICSI de 1% a 8% (Barlow, Englert et 8@, Liu and Baker 2000, Bhattacharya,
Hamilton et al. 2001, Mahutte and Arici 2003, Heyukx, Van der Elst et al. 2005, Taylor,
Collins et al. 2007, Combelles, Morozumi et al. @0Combelles 2012, Peultier, Freour et al.
2015). L’hétérogénéité de ces taux est liee autérdifices de populations recrutées et aux
indications, ainsi qu’aux différences de criterémalusion et d’exclusion. Nous pouvons
constater que nos chiffres sont concordants auecae la littérature.

En fait, la fécondation est un processus qui seoul@r en plusieurs étapes
successives comprenant la réaction acrosomiquéixdon des spermatozoides a la zone
pellucide, la fusion des gametes, I'activation tmdcyte, la reprise de la méiose et la
formation des pronuclei. Une perturbation de I'aleeces étapes provoque un échec total de
fécondation (Asch, Simerly et al. 1995, Gabriels@etersen et al. 1996). D’apres la
littérature, les étiologies possibles d'échec canptle fécondation sont complexes
(Combelles, Morozumi et al. 2010). Elles pourraiétre associées a de nombreux facteurs
notamment la quantité et la qualité ovocytaireest parametres spermatiques (Combelles,
Morozumi et al. 2010).

Concernant la FIV, dans notre étude la compara&tdre le groupe échec complet et

succes de fécondation ne nous permet pas de raatteidence de différences significatives

[173]



entre ces deux populations concernant les parasnétindiés. Ces résultats pourraient étre dus
au faible nombre de cycles étudiés (14 cycles edifiD cycles).

D’aprés la littérature, I'échec de fécondation éX Est principalement associé aux facteurs
masculins (Liu and Baker 2000, Mahutte and AricD20 A l'aide d’'une coloration par
immunofluorescence, Rawe et al, ont identifié ghezcenviron 55,5% des cas, I'échec de
fécondation en FIV est associé a I'absence de p#ingét du spermatozoide dans la zone
pellucide (Rawe, Olmedo et al. 2000). La liaisos dpermatozoides a la zone pellucide et
leur pénétration ont également été évaluées paetlal sur des ovocytes non fécondés chez
des couples ayant au moins 3 ovocytes traités paflku and Baker 2000). Ills ont montré
gu’une interaction défectueuse entre le spermaiezet la zone pellucide était la principale
cause des faibles taux de fécondation en FIV (hal Baker 2000). Ce défaut était présent en
frequence élevée chez les hommes présentant ugezadispermie (< 20 M/ml) et une
tératozoospermie sévere (morphologie norma%®6) (Liu, Garrett et al. 2004). Néanmoins,
plus récemment d'autres auteurs ont remis en quebéffet de la morphologie spermatique
sur I'échec de fécondation en FIV (Keegan, Bartoal.2007).

Certains auteurs ont étudié rétrospectivement idel’ale la régression logistique, le
pouvoir prédictif de différents paramétres cliniguet biologiques féminins et masculins sur
I'échec complet de fécondation en FIV. La compamaisntre les résultats de ces études est
limitée du fait notamment des criteres d’inclusiexclusion et de la présence ou de
'absence d’ajustement dans le modele de la régress
Peultier et al ont comparé le bilan d’infertilité les paramétres de cycles de FIV, entre 53
cycles avec échec de fécondation et 434 cycles swvees de fécondation. lls ont noté des
valeurs inférieures du nombre de follicules antrgp< 0,05), d'ovocytes inséminés
(p<0,001) et de spermatozoides mobijes (0,001) dans le groupe d’échec par rapport au
groupe de succes de fécondation. En revanche, eists e régression logistique ne
permettaient pas de prédire I'issue de la fécoadatn FIV (Peultier, Freour et al. 2015). Par
ailleurs, Zhu et al ont étudié la relation entétidlogie de l'infertilité des couples et le risque
d'échec de fécondation chez 2 542 cycles de FI¢.deples ont été répartis en 4 groupes
(groupe A: Infertilité primaire avec des paramgtrgpermatiques normaux, groupe B:
Infertilité secondaire avec oligoasthénozoospergneype C: Infertilité primaire avec
oligoasthénozoospermie et groupe D : Infertilitéoselaire avec des parametres spermatiques
normaux). Ces auteurs ont montré que I'échec dmntéation est significativement plus élevé
en présence d'une oligoasthénozoospermie et d'ofegtilité primaire (Zhu, Jiang et al.

2015). Ces derniéres sont associées a l'échec amdation avec, respectivement, un
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OR 12,215 (IC 95% [5,903 ; 25,26]< 0,001) et un OR 10,898 (IC 95% [4,651 ; 25,538]
p < 0,001) (Zhu, Jiang et al. 2015).

Dans le méme contexte et afin de déterminer legedes prédictifs d’échec complet de
fécondation en FIV en cas d’absence de facteurdedtilité masculine identifiés selon les
normes de 'OMS, Krog et al ont réalisé une étugteospective cas-témoins incluant 304
couples avec échec complet de fécondation et 30#étes avec fécondation aprés FIV. lIs
ont trouvé qu’un plus faible pourcentage de spevmmities mobiles progressifs est un des
facteurs prédictifs de I'échec de fécondation (Qkstar 1,4 CI95% [1,2; 1,6]). Pour
expliquer ce reésultat, ils ont suggéré qu'un facteasculin non identifié pourrait étre
responsable de I'échec de la fécondation (Krogyr Rt al. 2015). Par exemple, le profil
génétique pourrait étre un des facteurs d’infégtimasculine. L'étude protéomique montrait
gu’ily avait une différence du profil d’expressigrotéique des spermes normaux non
fécondants en FIV en comparaison a celui des sgermoenmaux et fécondants (Frapsauce,
Pionneau et al. 2009).

D’autre part, Krog et al ont montré que le risqueckdec complet de fécondation est associé
€galement au nombre d'ovocytes disponibles pdiéctandation, au tabagisme chez la femme
et a la stérilité due aux facteurs non tubaire®@KPrior et al. 2015).

Bien que les échecs complets de fécondation de gausment féminine soient rares en FIV,
certains auteurs ont rapporté que le risque d’édeef@condation pourrait étre seulement le
résultat d’'une réponse ovarienne sous-optimaledeeier étant analysé grace au nombre de
follicules et au nombre d’ovocytes ponctionnés eitures (Kinzer, Barrett et al. 2008).
D’autres auteurs ont suggéré l'implication d’ancemmlde l'appareil microtubulaire de
division et du fuseau méiotique ovocytaires dans éehecs de fécondation en FIV

(Combelles, Morozumi et al. 2010).

L’ICSI, est un traitement de choix lors d'infertdlimasculine sévére ou en cas d’échec de
FIV. Lorsque le spermatozoide est injecté directdnte l'intérieur du cytoplasme d’un
ovocyte, toutes les étapes nécessaires a l'appsqdmenatique, la traversée des différentes
couches ovulaires et I'interaction avec I'ovocybatscourt-circuitées.

La comparaison entre le groupe « Echec de fécandatiet « Succes de fécondation » en
ICSI montre qu’il y a une différence significatiemtre les deux groupes concernant I'age
maternel, le nombre d’ovocytes ponctionnés et mneatet la morphologie du spermatozoide
injecté. Dans la littérature, certains auteurs mapgporté que les résultats d’ICSI sont

indépendants des parametres spermatiques (FisklamAet al. 2000, French, Sabanegh et al.
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2010, Peultier, Freour et al. 2015). Néanmoins,sdaoire étude, nous avons trouvé une
association entre la morphologie du spermatozaijgeté et le risque d’échec de fécondation
(OR =10,27, IC 95% [2,91 ; 36,3},= 0,000). Nos résultats sont similaires a ceuxitpar
Goksan et al (Goksan Pabuccu, Sinem Caglar eDa6)2lls ont montré que la morphologie
des spermatozoides était associée au hombre dtesd@condéesp(= 0,336, 95% IC 95%
[0,019 ; 0,654]p = 0,039) (Goksan Pabuccu, Sinem Caglar et al. 2@ién que le principe
de I'ICSI repose sur la sélection d’'un spermatozad fonction de sa morphologie et de sa
viabilité, en cas de tératozoospermie a 100%, déobiste dans notre centre d’AMP injecte
tout de méme ces spermatozoides morphologiquemeimaux dans l'ovocyte de la
partenaire. La tératozoospermie est un marqueun diéfaut produit au cours de la
spermatogenése et pourrait étre associée a deatiahé de 'ADN et a un taux élevé
d’aneuploidie au niveau du spermatozoide (Benzackawvelle et al. 2001, Carrell, Wilcox et
al. 2001, Morel, Douet-Guilbert et al. 2004, Gokdabuccu, Sinem Caglar et al. 2016).
D’autre part, lors de la fécondation, le spermaidealoit transmettre un facteur d'activation
des ovocytes qui pourrait étre le PLC-zéta. Ceetacprovoque des oscillations calciques
dans le cytoplasme ovocytaire par mobilisation daocks de calcium du réticulum
endoplasmiqugColombero, Moomjy et al. 1999, Heytens, Parringe&inal. 2009, Kashir,
Heindryckx et al. 2010, Neri, Lee et al. 2014). Panséquent, il est fort probable que les
spermatozoides morphologiquement anormaux puissent une perturbation au niveau du
facteur d’activation ovocytaire.

Le nombre d’ovocytes matures est également unuagiedictif d’échec de fécondation
(OR =0,45, IC 95% [0,35; 0,57} =0,000) dans notre population. Nos résultats sont
concordants avec ceux de la littérature (Flahétayne et al. 1998, Esfandiari, Javed et al.
2005, Goksan Pabuccu, Sinem Caglar et al. 2016gsAgomparaison, pour un méme couple,
des résultats des cycles avec un antécédent d'é@ehigcondation en ICSI et ceux des cycles
ultérieurs, Kahyaoglu et al ont montré que le nantfovocytes matures étaient trois fois
plus élevé dans les cycles avec transfert d’emlsrguie dans ceux avec échec de fécondation
(Kahyaoglu, Demir et al. 2014). Cette méme tendaacété identifiée pour le nombre
d’ovocytes ponctionnés (Kahyaoglu, Demir et al. #0Certains auteurs ont considéré qu’un
nombre inférieur a six ovocytes ponctionnés estagteur de risque d’échec de fécondation
(Melie, Adeniyi et al. 2003, Sarikaya, Eryilmaz @t 2011). Dans notre étude, nous avons
considéré qu’'un nombre inférieur a trois ovocytegures est un facteur de risque d’échec de
fécondation. Nos résultats corroborent ceux deuljgg d’Esfandiari (Esfandiari, Javed et al.
2005).
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Dans notre étude, et selon notre modele final geession logistique, 'age maternel n’est pas
associé a I'’échec de fécondation, mais a un effetasqualité ovocytaire (selon le test de
corrélation). Certains auteurs ont rapporté unt eféel’dge maternel sur la qualité ovocytaire
en particulier sur la maturité cytoplasmique. CHetese manifeste principalement par
I'altération de la qualité du pool de métabolitesl@yenes (en particulier des acides aminés),
par l'altération des modes d'expression des génparda régulation de la polyadénylation
des ARNm (Hamatani, Falco et al. 2004, Menezo 20BBherty et al ont étudié les causes
d'échec de fécondation en ICSI chez 1 005 ovoaydadécondés a I'aide d’une coloration au
Hoechst 33342 (Flaherty, Payne et al. 1998). &ftepe a mis en évidence la présence d’un
noyau spermatique partiellement ou complétemenbrafnseé dans les ovocytes non
fécondés apres ICSI, permettant de conclure qabd@de I'activation des ovocytes était la
principale cause de I'’échec de la fécondation &1 [Elaherty, Payne et al. 1998). Combelles
et al ont rapporté le cas d'un couple infertilemaipas réussi a concevoir apres plusieurs FIV
et ICSI (Combelles, Morozumi et al. 2010). lls anbntré qu'un défaut au niveau du
cytoplasme impliquant une altération du fuseau tiggie ovocytaire pourrait étre la cause
principale de l'infertilité du couple (Combelles,okbzumi et al. 2010). Par ailleurs, Gasca et
al ont montré que les anomalies d’expression ggmetau niveau des ovocytes de haut grade
étaient associées a I'échec de fécondation en (G&ca, Reyftmann et al. 2008). En fait, ils
ont analysé I'abondance de I'ARNm pour 30 000 gpaesnicroarray dans des ovocytes des
femmes ayant des échecs de fécondation en IC@hetdks ovocytes des femmes fertiles. lls
ont identifié une altération du profil d’expressiagénétique des différents processus
biologiques notamment la méiose, la croissancelegk et les genes contrélant I'apoptose en
cas d’ovocytes non fécondés (Gasca, Reyftmann 20@8).

2. Qualité embryonnaire

Apres la fécondation, le zygote subit une sérigiglssions cellulaires. Jusqu’au stade 4-8
cellules, le développement embryonnaire dépendcipalement d'une réserve d'’ARNmM
maternel accumulée pendant la croissance et laratiaiu des ovocytes (Telford, Watson et
al. 1990). La transcription significative du géreembryonnaire n'a lieu qu'apres ce stade
(Simon, Liu et al. 2014).

Dans cette partie, nous avons tenté de détermemrfdcteurs ayant un effet sur le
développement embryonnaire. Cette étude n'essémljue pour les cycles d’'ICSI du fait des

limites des tests statistiques.
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Seul 'age maternel et le nombre d’ovocytes matipes -0,12 etp =-0,29 ; p < 0,05,
respectivement) ont un effet négatif sur le tausegmentation. Nos résultats sont en accord
a ceux de la littérature (te Velde and Pearson 2082m, Abdalla et al. 2008, Korkmaz,
Tekin et al. 2015). Ces effets pourraient étre igygls en partie par la diminution de la
réserve ovarienne liée a I'age maternel et pagrfi@mtation des anomalies chromosomiques
au niveau des ovocytes (Munne, Alikani et al. 192f) sont probablement associées au
vieillissement du cytoplasme et a l'augmentationiadix d'aneuploidie au cours de la méiose
(te Velde and Pearson 2002, Martin 2008). Par uadle pour notre population, aucun
parameétre maternel ou paternel n’a été associé lavgualité embryonnaire. Nos résultats
sont en désaccord avec I'étude de Wu et al (Wugkaral. 2016). Cette équipe a montré que
dans une population de 2 627 cycles d’'ICSl,gd’apaternel a une influence négative
(B =-0,02 ;p=0,045) sur le nombre d’embryons de bonne qualiges ajustement avec

'age maternel (Wu, Kang et al. 2016).

Malheureusement nous n'avons pas pu étudiffiet’ele certains paramétres sur le
développement embryonnaire tel que I'effet de I'fgeernel et les parameétres spermatiques
sur le taux de formation de blastocystes. En effetsieurs auteurs ont rapporté I'effet de
I'age paternel sur ce stade de développement embay@. lIs ont montré que I'age paternel
avancé peut avoir un impact négatif sur le tauxfatenation de blastocystes (Frattarelli,
Miller et al. 2008, Luna, Finkler et al. 2009, Dsdn, Adedia et al. 2018). De plus, afin
d’étudier I'effet de la concentration, de la mdbikt de I'age paternel avanceé sur les résultats
de I'ICSI, Bartolacci et al ont déterminé que lacentration < 1 M/ml pourrait avoir un effet
négatif sur le taux de formation de blastocysteart@@acci, Pagliardini et al. 2018). Ces
auteurs ont suggéré qu’'une qualité médiocre ddofimation génétique associee a des
anomalies du spermogramme/spermocytogramme ou d&gioms génétiques accumulées
dans les cellules germinales liées a I'age avarckhdmme pourraient expliquer I'effet des
parametres paternels sur le taux de formation dstddystes (Luna, Finkler et al. 2009,
Ferreira, Braga et al. 2010, Bartolacci, Paglidreiral. 2018, Dickson, Adedia et al. 2018).
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3. Transfert d’'embryons

Le jour du transfert d’embryons est une stratégécgique de chaque centre d’AMP. Dans
notre centre en Tunisie (Sousse), le transfert gommaire était réalisé a J2/3 dans la majorité
des cycles de FIV ou d’ICSI. La comparaison selrjour de transfert J2/3 versus J4/5
montre que les meilleurs taux de grossesse étaianhus suite a un transfert a J4/5 quelle
gue soit la technique d’AMP utilisée (FIV ou ICSNéanmoins, nos résultats ne nous
permettent pas de conclure si la prolongation deureuembryonnaire est plus efficace a
cause de la présence de différents biais. D’unig ipgira une différence significative entre les
populations ciblées pour chaque jour du transfent particulier lorsque le transfert est réalisé
a J4/5, les femmes étaient plus jeunes et présehtane bonne réserve ovarienne et une
bonne qualité ovocytaire par rapport aux femmegd totransfert a eu lieu a J2/3. D’autre

part, a J4/5, il y avait une tendance a transfdtes d’embryons qu’a J2/3.

Dans la littérature, certaines études ont rappawe la prolongation de culture
embryonnaire jusqu’a J4/5 entraine une augmentdtictaux de grossesses chimiques et une
augmentation du taux de naissances vivantes (TarjsTet al. 2002, Schwarzler, Zech et al.
2004, Papanikolaou, D'Haeseleer et al. 2005, Plaplaou, Camus et al. 2006, Pantos,
Makrakis et al. 2008). D’autres travaux ne trouvantune différence entre les jours du
transfert (Coskun, Hollanders et al. 2000, Hatiraad Kanat Pektas 2017, Levi-Setti, Cirillo
et al. 2018). Le choix du transfert a J4/5 repodeégalement sur I'augmentation de la
probabilité d’obtenir des embryons avancés ayarg gé chance de s'implanter (Hatirnaz and
Kanat Pektas 2017). Staessen et al ont montré eueisue d’aneuploidie était
significativement plus faible chez les embryonsjaluwr 5 que chez les embryons du jour 3
(Staessen, Platteau et al. 2004). Néanmoins, langation de culture embryonnaire jusqu’a
J4/5 pourrait étre associée a des inconvénientmmoént a un taux élevé d'annulation de
cycle et a un risque accru de naissances gémsli@ehr, Fisch et al. 2000, Tarlatzis, Qublan
et al. 2002, Holschbach, Weigert et al. 2017).

[179]



4. Echec de grossesse chimique

La grossesse chimique correspond au phénomeéne ldiitafion embryonnaire dans
'endometre. La comparaison entre les groupes e&de grossesse chimique » et « Succes
de grossesse chimique » montre que quelle queladigchnique d’AMP utilisée, I'age
maternel et le nombre d’ovocytes ponctionnés etureatsont impliqués dans I'échec de
grossesse chimique. L'effet de I'dge maternel '&8Ue de la grossesse chimique est rapporté
par de nombreuses études (Menken, Trussell e®86, ISzamatowicz and Grochowski 1998,
Ziebe, Loft et al. 2001). Nos résultats pourraigme expliqués en partie par I'effet de I'age
maternel sur le vieillissement ovocytaire et laegiovité de I'endometre. Il a été rapporté que
les femmes &agées présenteraient un risque plug &é&woir des fibromes et/ou de
'endométriose que les femmes jeunes (Ron-El, Ratial. 2000). Dans notre population
d’ICSI, l'association entre I'age maternel et I'échde grossesse chimique apparait a partir de
41 ans. De plus, la comparaison entre groupe «dEdhgrossesse chimique » et « Succes de
grossesse chimique » montre également que les paemmpaternels sont impliqués dans

I'échec de grossesse en ICSI.

Dans notre étude et dans le but de détermineralgsurs prédictifs paternels de lissue de
grossesse chimique en ICSI, nous avons montré 'gge paternel n'avait pas d’effet sur
l'issue de grossesse chimique en ICSI, apres deteajents avec les parametres maternels et
du cycle d’ICSI. Nos résultats sont similaires acedaines études (Frattarelli, Miller et al.
2008, Tsai, Lan et al. 2013). Néanmoins, d'autrasalux ont rapporté un effet de I'age
paternel sur l'issue de grossesse chimique. Lu@h @it montré que I'age paternel > 60 ans
présente un effet négatif sur le taux de grossebsrique pour les cycles avec un don
d’'ovocytes (Luna, Finkler et al. 2009). Ferreiraatont montré que chez les hommes
oligozoospermiques, I'age paternel a une influeragative sur le taux de grossesse chimique
(B =-0,7009p < 0,05) (Ferreira, Braga et al. 2010). Par aiedans notre étude, nous avons
trouvé que la numération entre 10 M/ml et 15 M/mélsente un risque d’échec de grossesse 3
fois plus faible que dans le groupe avec une numoéra 15 M/ml. Ces résultats nous
permettent de suggérer que la réalisation d’'unnspgramme seul n’est pas suffisante pour

prédire les causes sous-jacentes de linfertiliésenline.
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[I. Effet de la qualité de I'ADN spermatique sur les reultats obtenus en AMP

La fragmentation de '’ADN spermatique représente des causes majeures de linfertilité
masculine. Plusieurs travaux ont montré que ledemst infertiles ont un taux de
fragmentation de ’ADN spermatique supérieur a icees hommes fertiles (Zini, Bielecki et
al. 2001, Sergerie, Laforest et al. 2005, SharnadaBegh et al. 2010). De plus, certains
auteurs ont montré gu'’il y avait une associatiotreeha fragmentation de I'ADN et les
parametres spermatiques anormaux (Gandini, Lombatdal. 2000, Zini, Bielecki et al.
2001), contrairement a certains autres (Saleh,waaet al. 2002, Oleszczuk, Augustinsson
et al. 2013). Dans notre étude nous n'avons pas/dérde corrélation entre les paramétres
spermatique et le taux de fragmentation de I'ADBt onséquent, I'évaluation de la qualité
de I'ADN spermatique pourrait étre cliniguementlautilans le cadre d'un bilan d’infertilité
(Lewis, Agbaje et al. 2008).

Différentes techniques sont utilisées afin d’évallietégrité de I'information génétique des
spermatozoides. La techniqgue TUNEL est I'une denaithodes. Des études antérieures ont
montré que la fragmentation de 'ADN pourrait avdies effets négatifs sur le taux de
fécondation en FIV et/ou en ICSI (Lopes, Sun etl&98, Marchetti, Obert et al. 2002,
Benchaib, Braun et al. 2003, Bakos, Thompson €2CGf)8, Simon, Liu et al. 2014). A l'aide
de la technique TUNEL, Lopes et al ont identifieginez des hommes présentant un taux de
fragmentation d’ADN supérieur a 25%, le taux deof@ation aprés ICSI est inférieur a 20%
(Lopes, Sun et al. 1998). Simon et al ont monte lguaux de fragmentation de ’'ADN a un
effet négatif sur le taux de fécondation apres [ERez des hommes ayant un taux de
fragmentation d’ADN supérieur a 10%, alors qu’iyré pas de corrélation entre ces deux
parameétres en cas d’ICSI (Simon, Liu et al. 20Ef).revanche, dans notre étude aucune
différence significative n’'a été identifiee du pooe vue du taux de fécondation en AMP
entre les hommes ayant une qualité d’ADN normalalt@rée ainsi qu’aucune association n'a
été trouvée entre la fragmentation de 'ADN etdext de fécondation en AMP. Nos résultats
sont similaires avec certaines études (FrydmasafRtiet al. 2008, Daris, Goropevsek et al.
2010, Esbert, Pacheco et al. 2011).

Malheureusement dans notre travail, nous n'avons pa étudier l'effet de la
fragmentation de 'ADN sur la qualité embryonngitaux de segmentation, taux d’embryons,
taux d’embryons de bonne qualité et taux de foronatie blastocystes) du fait des limites des

études statistiques. Cependant, de nombreusessé&adsont intéressées a ce sujet. En fait,
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une association entre la qualité de 'ADN spermaigt le taux de formation de blastocystes
a été identifiée par certaines études (Virro, Lar€0ook et al. 2004, Alvarez Sedo, Bilinski et
al. 2017). Ces observations suggérent que la pErtéa compétence des spermatozoides
fragmentés se manifeste relativement tard dans dweldppement de I'embryon
préimplantatoire. Ces résultats pourraient étréfi@s par le fait que le génome propre de
'embryon, impliquant 'ADN paternel, ne s'activarqpres le stade 4-8 cellules. Cependant,
certains auteurs ont décrit qu'un effet paterneit @¢re détecté a des stades précoces de
développement embryonnaire (Tesarik, Mendoza e2Qf)2). L'effet paternel précoce a été
suggéré comme étant lié a un dysfonctionnemenedtrasome ou a une carence en facteurs
activant les ovocytes. Ces fonctions pourraiera éffectées par le processus pathologique
qui conduit a la fragmentation de I'ADN (Tesarikeiioza et al. 2002, Tesarik, Greco et al.
2004).

Dans notre étude, aucune association n'a été faentntre la fragmentation de 'ADN et
I'échec de grossesse chimique. Néanmoins, ce aésdit a prendre avec précaution, au vu de
la limite de I'effectif de notre population. En eff a I'aide de la techniqgue SCSA, Speyer et al
ont montré que la fragmentation de 'ADN supériear&9% pourrait augmenter le risque
d’échec d’'implantation aprés ICSI (Speyer, Pizeegl. 2010).

Dans la littérature, I'association entre la fragtadion de I'ADN et I'échec de la grossesse
clinique est rapportée par certains auteurs. Batiral ont montré que la fragmentation de
I’ADN a partir de 10% a un effet négatif sur lexale grossesse clinique (Borini, Tarozzi et
al. 2006). Avendando et al ont montré que lorsgueodurcentage de spermatozoides a ADN
fragmenté était supérieur a 17,6%, la probabilitdténir une grossesse était 3,5 fois moins
élevée en cas d'ICSI (Avendano, Franchi et al. 20de méta-analyse des résultats des
études de l'effet de la fragmentation de 'ADN dissue en FIV montre que le taux de
grossesse est plus faible chez les patients peggamt taux de fragmentation élevé avec un
OR combiné de 1,57 (IC 95%: [1,18, 2,07]) (Cho &whrwal 2018). D’autres auteurs ont
rapporté que la fragmentation de I'ADN spermatiquaurrait étre la cause de perte de
grossesse (Borini, Tarozzi et al. 2006).

Fernandez Gonzalez et al ont étudié les conségsi@nloag terme sur le développement et le
comportement de souris nées apres ICSI avec umaperoide a ADN fragmenté. Ces
auteurs ont identifié que chez les souris issueseade spermatozoides, des effets tardifs
peuvent apparaitre tels qu’une croissance anormabe,vieillissement prématuré, un

comportement anormal ou encore des tumeurs meseatbyses (Fernandez-Gonzalez,
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Moreira et al. 2008). Il apparait donc prudent @epas utiliser ces spermatozoides pour
'ICSI (Delbes, Herrero et al. 2013, Sakkas 2013).

B. Tri magnétique

I.  Optimisation du protocole de tri magnétique : Kit de recherche

La présence d'un taux accru de margueurs apopéastigans les spermatozoides éjaculés
d’hommes infertiles a été rapportée par plusiewtewrs (Sakkas, Moffatt et al. 2002,
Brugnon, Janny et al. 2010, Shukla, Mahdi et al22®ichri, Amor et al. 2018). Ces données
suggerent une relation possible entre les marquaeirBapoptose et l'infertilité masculine
(Brugnon, Van Assche et al. 2006). Ces marqueurs @incipalement une EPS, une baisse
du potentiel de membrane mitochondriale, une atinades caspases et une fragmentation
de I'ADN. La technique MACS est une technique geirpet de séparer les spermatozoides
en fonction de marqueurs apoptotiques localiségesurmembrane plasmique. Afin d’adapter
le protocole du tri magnétique du kit de rechengber sélectionner les spermatozoides ayant

externalisé leurs PS, plusieurs stratégies et testété effectués.

1. Quantité de microbilles

Ce premier test avait pour but de déterminer lalleuge quantité de microbilles pour
effectuer le marquage magnétique. Nous avons obserg augmentation de la pureté dans
les deux fractions (annexine V- et annexine V+)aegmentant la quantité de microbilles.
Avec 100 ul de microbilles la pureté a été évalués,6% dans la fraction annexine V- et a
82,8% dans la fraction annexine V+. Avec 20 ul derobilles, la pureté a été retrouvée
respectivement a seulement 55,2% et 76% dansdesoins annexine V- et annexine V+.
Ceci suggere la présence d'un effet de saturates rdicrobilles magnétiques. Dans la
littérature, certaines études ont choisi d'utilid&utres quantités de microbilles (Lee, Liu et
al. 2010, Romany, Garrido et al. 2014, Berteli,Br¥ai et al. 2017). Romany et al ont utilisé
10 ul de microbilles pour trier leurs échantilldomany, Garrido et al. 2014). Berteli et al
ont sélectionné leurs échantillons aprés une étl@pmarquage avec 20 pl de microbilles.
Toutefois, dans ces études, le taux de pureté dhague fraction n'a pas été précisé
(Romany, Garrido et al. 2014, Berteli, Da Broi e2817).
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2. Tests complémentaires

Le principe du tri magnétique par MACS consist@gaser les spermatozoides en fonction
des marqueurs apoptotiques. Par conséquent, sggeage dans la colonne, le pourcentage de
marqueurs apoptotiques (taux de spermatozoides BR& et taux de fragmentation de
'ADN spermatique) devrait diminuer. Cependant, :i@vons constaté une augmentation
significative du taux de fragmentation de '’ADN aprtri sur des échantillons de spermes
décongelés et lavés avec du PBS 1X. Pour celaedessdomplémentaires ont été développés
pour expliquer ce résultat incohérent.

Le marquage magnétique consiste a mettre en coedpermatozoides ayant externalisé
leurs PS avec des microbilles magnétiques conjsgad@annexine V en présence de BB 1X.
L'annexine présente une propriété de liaisofif Cdépendant aux membranes contenant des
phospholipides chargés négativement comme la P& (K988, Swairjo and Seaton 1994).
Par conséquent, il est fort probable que le BB @&iX riche en C& et permette d’obtenir des
conditions favorables pour le marquage. Les teBS \ersusBB et lavage avec BBersus
incubation avec BB nous permettent de mettre ete@ce I'effet du BB 1X sur la qualité de
I’ADN spermatique. En effet ce tampon influencedsultat du taux de fragmentation apres le
tri. De plus, le temps d'incubation des spermatde®idans du BB augmente le taux de
fragmentation de ’ADN spermatique.

Le role du BB a été identifié grace au test BBsustriton. Le triton est un détergent, il est
utilisé par plusieurs auteurs dans le but de peritiger la membrane des spermatozoides
avant de réaliser la technique TUNEL (Brahem, Mettdal. 2011, Esbert, Pacheco et al.
2011). Les résultats de ce test nous permetteatigigérer que le BB pourrait avoir le méme
réle que le triton. Il permettrait une meilleurecessibilité et une meilleure intégration de la
TdT et des dUTP marqués au niveau de ’ADN lorsadechnique TUNEL. Cette hypothese
a été validée suite a I'évaluation de la puretdecha fragmentation de 'ADN a chaque étape
du tri magnétique sur des échantillons décongelémsvés avec du BB 1X. En effet, le taux
d’EPS reste inchangé entre la décongélation etubation avec les microbilles et le BB,
alors que le taux de fragmentation de ’'ADN augree@omme I'EPS est connue comme un
événement précoce survenant dans les cellulesapiome contrairement a la fragmentation
de I'ADN qui est un événement tardif, cela indiquee le BB ne fragmente pas 'ADN des
spermatozoides mais permet une meilleure actiof’esheyme TdT utilisée lors de la
technique TUNEL. Le BB réveélerait donc plus faciemh la fragmentation de I'ADN

spermatique. Aprés passage par colonne, le trilagk a I'aide de microbilles conjuguées a
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'annexine V permet d’éliminer une majorité de spatozoides déja en voie d’apoptose et/ou
avec un ADN fragmenté.

Dans la littérature, certains auteurs ont tentémélamrer I'accessibilité de la transférase
terminale aux cassures des brins d’ADN lors du meagg a l'aide de la technique TUNEL.
Ces auteurs ont traité leurs échantillons par kaiathréitol avant I'étape de fixation
(Mitchell, De luliis et al. 2011). Le dithiothréitest un agent réducteur de petite masse
moléculaire qui permet de relacher la structureritatinienne des spermatozoides en coupant
les ponts disulfures entre les molécules de protesnadjacentes (Codrington, Hales et al.
2007, Mitchell, De luliis et al. 2011).

3. Kit recherche adapté versus Kit ART

La comparaison entre les résultats obtenus a l'dédedeux kits : kit recherche adapté et
kit ART montre qu’il N’y a pas de différence sigodtive entre les résultats obtenus apres le
tri dans la fraction annexine V-. Ceci suggere lgyarotocole optimisé du kit de recherche est
bien adapté pour le tri des spermatozoides. La aoaigpn entre les deux kits a été réalisée
sur des échantillons non appariés. Il serait isgast de refaire la méme procédure mais sur
les mémes échantillons afin de confirmer nos ratsult

Concernant la fraction annexine V+, une différens@nificative du taux de
spermatozoides avec EPS a été identifiee. Ce aépatt éventuellement s’expliquer par un
conditionnement différent des deux Kits.

[I.  Apport du tri magnétique chez les patients

Dans cette partie, nous avons étudié I'apport idmagnétiqgue par MACS chez 6 hommes
ayant un taux anormal de fragmentation de 'ADNchez 14 hommes porteurs d’une
anomalie chromosomique constitutionnelle. Pour abkatgpmme, nous avons évalué le taux
de spermatozoides avec EPS, le taux de la fragtimmtie I'ADN spermatique et le contenu
chromosomique des spermatozoides. De plus, I'éafuade concentration totale des
spermatozoides a été réalisée chez les hommesuggodaine anomalie chromosomique

constitutionnelle.

[185]



1. Evaluation de la concentration totale des spermatinies

Cakar et al ont noté une diminution significative k& concentration et du nombre de
spermatozoides de mobilité progressive apres swmleggar MACS chez 10 patients
normozoospermiques et chez 10 patients oligozoosgees (Cakar, Cetinkaya et al. 2016).
Degheidy et al ont montré une diminution significatde la concentration de spermatozoides
(en M) apres passage sur colonne chez 36 patieésergant une varicocele (Degheidy,
Abdelfattah et al. 2015). Nos résultats confirmegite tendance chez les hommes porteurs

d’'une anomalie chromosomique constitutionnelle.

2. Evaluation du taux de spermatozoides avec EPS

Dans la littérature, afin d’évaluer la capacitésééection des spermatozoides apoptotiques
par la technigue MACS, plusieurs parametres onéeafués tels que I'externalisation de PS,
le potentiel de membrane mitochondriale, la présete CD95 (Fas) et I'activation des
caspases (Grunewald, Paasch et al. 2001, SaidwAlat al. 2006, de Vantéry Arrighi,
Lucas et al. 2009, Lee, Liu et al. 2010, Vendredrrer et al. 2014). Ces études ont rapporté
gue la technigue MACS est une excellente méthode gtiminer les spermatozoides
apoptotiques.

Dans notre étude, I'évaluation du taux de spernoétles avec EPS nous a permis

d’analyser le taux de pureté de nos échantillonssagelection par MACS.

Chez les hommes ayant un taux anormal de fragni@mta¢ I’ADN, nous avons trouvé une
moyenne de 19,4% de spermatozoides avec EPS dainacien d'annexine Vversus
64,96% dans la fraction d'annexine V+ avec uneéudifice significative par rapport aux
échantillons de départ. Il en est de méme chezhteames porteurs d’une anomalie
chromosomique de structure. En effet, nous avoosvé& une moyenne de 28,06% de
spermatozoides avec EPS dans la fraction d'annékineersus78,94% dans la fraction
d'annexine V+ avec une différence significative fgport aux échantillons de départ. De la
méme maniére, chez les hommes porteurs d’une mEsgimnosomigue, nous avons trouvé
une moyenne de 25,9% de spermatozoides avec ERSad&maction d'annexine V- versus
78,6% dans la fraction d'annexine V+ avec une wiffée significative par rapport aux
échantillons de départ. Nos résultats sont simega@éi ceux décrits dans la littérature (de
Vantéry Arrighi, Lucas et al. 2009, Lee, Liu et 2010, Vendrell, Ferrer et al. 2014). Paasch

et al ont trié les spermatozoides de donneurs gL 3/1a I'aide d’'une cytométrie en flux en
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utilisant 'annexine V conjuguée a FITC (Paaschyr@mwald et al. 2003). Ils ont trouvé une
moyenne de 5,2% + 1,0% de spermatozoides marguésladraction d'annexine Wersus
72,2% + 2,7% de spermatozoides marqués dans taoframnexine V + (Paasch, Grunewald
et al. 2003). La présence de spermatozoides mapgmd®nnexine V-FITC dans la fraction
d’annexine V-, pourrait étre due a une liaison spécifique ou une quantité insuffisante de
microbilles magnétiques. En effet, Glander et Sehaint montré que la structure primaire de
la membrane spermatique pouvait perturber la ctpald 'annexine V a se lier a la PS
(Glander and Schaller 2000).

3. Evaluation du taux de fragmentation de 'ADN sperrmque

Des nombreuses études ont tenté de sélectionngpdematozoides a ADN non fragmenté
chez différents types de populations notamment ldeekhommes infertiles (Nadalini, Tarozzi
et al. 2014, Berteli, Da Broi et al. 2017), normogpermiques (Said, Agarwal et al. 2006,
Herrero, Delbes et al. 2012, Tavalaee, Deemeh 204&P, Cakar, Cetinkaya et al. 2016, Chi,
Kwak et al. 2016), asthénozoospermiques et/ou nligspermiques et/ou
tératozoospermiques (Herrero, Delbes et al. 20bBXaltee, Deemeh et al. 2012, Delbes,
Herrero et al. 2013, Zahedi, Tavalaee et al. 2Q@EKkar, Cetinkaya et al. 2016, Zhang, Xuan
et al. 2018), en cas de fragmentation de 'ADN é&eyRawe, Alvarez et al. 2009, Rawe,
Boudri et al. 2010, Herrero, Delbes et al. 2013rtiC&kowronek et al. 2014), en cas de
varicocele (Degheidy, Abdelfattah et al. 2015),cas d’échec d’'implantation idiopathique
(Vendrell, Ferrer et al. 2014) et en cas d’échedéedendation apres FIV (Lee, Liu et al.
2010).

La majorité de ces études a rapporté une dimingiigmificative du taux de spermatozoides a
ADN fragmenté apres sélection par MACS dans lativacannexine V-. Néanmoins, le
pourcentage de diminution du taux de fragmentadieWADN varie d’une équipe a l'autre.
Tavalaee et al ont montré qu’une sélection parignadlie densité permet de diminuer 28,4%
du taux de fragmentation de I’ADN et une sélecfian MACS permet de diminuer 26,9% du
taux de fragmentation de 'ADN (Tavalaee, Deemetl.€2012). Plus récemment, Bertili et al
ont montré qu’une sélection par gradient de demmaténet de diminuer 58,33% du taux de
fragmentation de I’ADN tandis qu’une sélection p&ACS permet de diminuer 66,7% du
taux de fragmentation de '’ADN (Berteli, Da Broiadt 2017).

Dans la littérature, peu d’étude ont évalué I'efficé de la technique MACS seule. En effet la

majorité des auteurs a testé l'efficacité de MAQGSassociation avec le swim-up et/ou le
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gradient de densité. Zhang et al ont identifié ahez hommes ayant une asthénozoospermie a
100%, une diminution significative de 71,23% duxtale fragmentation de 'ADN aprés une
sélection par un gradient de densité suivi par MAGBScomparaison a une sélection aprés un
gradient de densité seul, qui permettait une dittonude 45,08% du taux de fragmentation
d’ADN (Zhang, Xuan et al. 2018).

Certains auteurs proposent de réaliser le gradedensité avant MACS (Said, Agarwal et
al. 2006, Chi, Kwak et al. 2016, Zhang, Xuan e@ll8). D’autres recommandent de réaliser
MACS avant le gradient de densité (Tavalaee, Deeetedl. 2012, Berteli, Da Broi et al.
2017). Tavalaee et al ont enregistré une diminusanificative de 48,6% du taux de
fragmentation de ’ADN apres sélection des speraguities par MACS suivi d’'un gradient de
densité (Tavalaee, Deemeh et al. 2012). Herreab @t trouvé une diminution significative
de 50% du taux de fragmentation de '’ADN apresciige par gradient de densité suivi par
MACS (Herrero, Delbes et al. 2012). Berteli et at montré que l'efficacité de MACS suivi
d'un gradient de densité était supérieure a cellegdhdient de densité suivi par MACS
(Berteli, Da Broi et al. 2017). Les auteurs ontlexg ce choix par le fait que MACS avant le
gradient permet d’éliminer les spermatozoides qut €£ngagés dans la voie de I'apoptose
plutbt que ceux qui ont externalisé leurs PS sauitur capacitation pendant le traitement par
le gradient de densité (Tavalaee, Deemeh et aR, Zdrteli, Da Broi et al. 2017). Bucar et al
ont rapporté qu'une association de la technique BAQGivi d’'un gradient de densité puis de
swim-up permettait une diminution de 83,3% du talex fragmentation d’ADN (Bucar,

Goncalves et al. 2015).

Dans notre étude afin d'identifier uniguement Ippats liés a la technigue MACS, nous

avons sélectionné les échantillons de nos patsentiement a I'aide de MACS.

Concernant les hommes ayant un taux anormal denéatation de I'’ADN, nous avons
remarqué une augmentation significative du tauragmentation aprées incubation avec les
microbilles et BB 1X (30,67% 7,83%) en comparaison a celui de départ (248/66%).
Comme nous l'avons vu précédemment, ces résutiatgdsis a I'effet du BB 1X. Néanmoins,
apres passage par colonne une tendance de dinmirduidaux de fragmentation a été notée
dans la fraction annexine V- et une augmentatignificative de ce taux dans la fraction
annexine V+. En effet, la fragmentation de 'ADNnhdde spermatozoide mature peut ne pas
étre directement liée a un processus apoptotiquéaik aucun lien direct entre les marqueurs

apoptotiques et la fragmentation de 'ADN analys&#eTUNEL n'a été mis en évidence dans
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les spermatozoides éjaculés d’hommes ayant desne@es spermatiques normaux et
anormaux (Sakkas, Moffatt et al. 2002). De plusndfel et al ont étudié la relation entre la
fragmentation de I’ADN, I'externalisation de PSletpotentiel de membrane mitochondriale
dans des échantillons triés par MACS (Vendrellréteet al. 2014). lls n'ont pas trouvé de
corrélation entre la diminution du taux de fragna¢gion de I'ADN et la diminution du taux
des autres marqueurs apoptotiques étudiés (VenBezler et al. 2014). Ceci suggére que la
présence de marqueurs apoptotigues dans les speaitis €jaculés peut étre liée a des
anomalies de remodelage de la chromatine au cegrgelniers stades de la spermatogenése
(Sakkas, Moffatt et al. 2002).

Concernant les hommes porteurs d’'une anomalie asomique de structure, I'effet du
BB 1X sur le taux de fragmentation de '’ADN sperigaé a été également retrouvé apres
incubation des spermatozoides avec les microlelids BB 1X. Apres passage par colonne,
une diminution significative de plus de 44,77% duxt de fragmentation de 'ADN dans la
fraction annexine V- et une augmentation signifigatde ce taux dans la fraction
annexine V+ ont été enregistrées. Nos résultatstrerdnque la fragmentation de 'ADN
spermatique chez les hommes porteurs d'une anorohhi@mosomique de structure est
associée en grande partie a un processus apogtofiquotre connaissance, notre étude est la
premiére a étudier I'apport de technique MACS psélectionner les spermatozoides non
fragmentés chez des hommes porteurs d’une anoamabenosomique de structure.

La présence de spermatozoides a ADN fragmenté lddnaction annexine V- pourrait étre
due a une séquence de processus apoptotique diiféde celle connue dans les cellules
somatiques. En fait, dans de précédentes étudas,avons montré que les spermatozoides
chromosomiquement deéséquilibrés sont plus fragmentie les spermatozoides
chromosomiquement normaux ou équilibrés chez lesintes porteurs d’'une anomalie
chromosomique et nous avons émis I'hypothése quapaptose abortive pourrait expliquer
cette association (Perrin, Basinko et al. 2011rieNguyen et al. 2013). Néanmoins le
déroulement du processus apoptotiqgue dans les afmoides n’est pas encore élucidé. Une
séquence hypothétique a été développée récemmeXiepdrell et al (Figure 52) (Vendrell,
Ferrer et al. 2014). En effet, ces auteurs ont éhhmgpothése qu’au cours de la
spermatogenése, une altération de la ségrégatiaatigo@ déclencherait un processus
apoptotigue conduisant a la fragmentation de I’ADNéanmoins les étapes précoces de

'apoptose n’'impliqueraient pas I'EPS. Par consétjud existerait des spermatozoides
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fragmentés sans EPS. Ainsi ces spermatozoidesaiergepas retenus dans la colonne et se

retrouveraient dans la faction annexine V- (VerdFarrer et al. 2014).

Meiose normala Défaut méiotige Stade 1 Stada 2
FISH i) FISH (=) FISH (+) i FISH (4}
AW & AT * / % 't"\_ ARy
oS el’s oFs ] Pl e |
DFl (- OF1 -} D -+ i\ !‘".; POt |

o hlitochondris normals

Potentizl da 13 membransmitochondrial
Phosphatidvlzenns

Wlicrobilles magnétiques conjusnées 3 1 annexine V

A b

Figure 52 : Schéma hypothétique du déroulementageptose au cours de la spermatogenése
(Vendrell, Ferrer et al. 2014)

(A) Méiose normale. (B) Défaut méiotique : une ségition chromosomique anormale devrait déclenchsr d
événements apoptotiques initiaux. (C) Stade 1prilecipal phénoméne de déstabilisation est la peation du
Aym; ces dommages précoces pourraient se produirsméne temps que la fragmentation de I'ADN et
I'externalisation des PS ; les spermatozoides emdm@s au stade 1 ne devraient pas étre retenis @aonne

et se retrouveraient dans la fraction éluée aprA€#/(fraction annexine V-). (D) Stade 2 : spermaides en
stade avancé ; ces spermatozoides présentent ufe eEPdevraient étre retenus dans la colonne
(fraction annexine V+). (E) MACS : rétention de gpatozoides en fonction des étapes suggérées.
Aym = potentiel de membrane mitochondriale ; DFI =dide de fragmentation de I'ADN ;
EPS = phosphatidylsérines externalisée ; FISH zitighon fluorescente in situ ; MACS = tri cellulaia I'aide

des microbilles magnétiques.

Concernant les hommes porteurs d’'une mosaique gongse, apres le tri, nous n'avons
pas trouvé d’amélioration de la qualité de 'ADNespatique dans la fraction annexine V-.
L'origine multifactorielle de la fragmentation d&ADN pourrait expliquer en partie nos
résultats. De plus, ces résultats sont a prendre jprécaution car ils ne concernent que deux
patients. A notre connaissance, il n'existe passdanlittérature d’étude ayant déterminé
I'apport de MACS chez ces hommes porteurs d’uneaiigoge gonosomique. Par conséquent,
il serait intéressant de réaliser I'analyse suutl&s échantillons de sperme de ces hommes.
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4. Evaluation de I'équipement chromosomique des spetozaides

Les anomalies chromosomiques dans les spermatgzeid également des parametres
qui affectent la fertilité masculine (Tempest andiffda 2004). Elles concernent
principalement les hommes présentant des caryotgpesmaux. Cependant, certains sous-
groupes d’hommes infertiles avec un caryotype nbpeavent également étre capables de
produire des spermatozoides avec un équipementoBmmique anormal (Sanchez-Castro,
Jimenez-Macedo et al. 2009, Templado, Uroz et @L.32 Dans une étude rétrospective,
Sarrate et al ont constaté chez 319 patients ilefgriune augmentation de 2 a 3 fois des
disomies des chromosomes sexuels et des disomjesrnal qu'une augmentation de 3 fois
des aneuploidies par rapport au groupe témoind®@arvidal et al. 2010). Ces anomalies
chromosomiques dans les spermatozoides chez lené®imfertiles sont considérées comme
une des causes d'échec de grossesse, d'implanagtiés ICSI, de fausses couches et de
fréquence élevée d'aneuploidie chez les embryonsdl®, Vicari et al. 2003, Platteau,
Staessen et al. 2004, Nicopoullos, Gilling-SmithleR008).

Depuis 2002, 12 études ont analysé le contenu dsomique avant et apres sélection
spermatique chez des hommes fertiles et/ou irdertflTableau 39). En fait, les résultats
rapportés varient selon les équipes, la technigresélection utilisée, les chromosomes
analysés et le nombre de spermatozoides étudis. &iudes ont tenté de déterminer I'apport
des techniques classiques de séparation des spenitks (swim-up ou gradient de densité)
(Ong, Xun et al. 2002, Brahem, Letaief et al. 206Bn, Jee et al. 2017). Une diminution
significative du taux de disomie et de diploidi&ta identifiée par deux équipes apres la
sélection par swim-up ou par gradient de densitegg(Xun et al. 2002, Brahem, Letaief et al.
2013). En revanche, a I'aide de ces deux méthddeset al n'ont pas trouvé de diminution
(Kim, Jee et al. 2017). La sélection a I'aide ddideson a I'acide hyaluronique a également
été testée par certains auteurs (Jakab, Sakkds2&0&, Mongkolchaipak and Vutyavanich
2013). lls ont noté une diminution du taux de dieoet de diploidie apres liaison a I'acide
hyaluronique (Jakab, Sakkas et al. 2005, Mongkgbetkaand Vutyavanich 2013). Certains
auteurs ont montré que la sélection a l'aide de M&Opermet de diminuer le taux
d’aneuploidie dans les spermatozoides sélectiof@éasolla, Fortini et al. 2008, Perdrix,
Travers et al. 2011, Mongkolchaipak and Vutyavaniil3) par opposition a d'autres
(Boitrelle, Ferfouri et al. 2011, Levron, Aviram-{@dng et al. 2013). Seiringer et al ont

montré également que la sélection des spermataz@idaide de Zech-selector permet de
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diminuer le taux d’aneuploidie (Seiringer, Mauetral. 2013). A notre connaissance, seules
deux équipes ont tenté de sélectionner les speroides d’hommes infertiles 46,XY par
MACS (Vendrell, Ferrer et al. 2014, Esbert, GodaleR017). Le tri magnétique par MACS a
été utilisé en association avec le gradient deitiefgradient de densité suivi par MACS)
pour les deux équipes. Vendrell et al ont montré diminution des taux de nullisomie et de
disomie 18 et une diminution du taux d'aneuploidiale (Vendrell, Ferrer et al. 2014).
Esbert et al ont comparé le taux d'aneuploidie teEnfactions annexines V- et V+ et ils ont
conclu que les spermatozoides aneuploides sonétirgnce retenus dans la colonne MACS
(Esbert, Godo et al. 2017).

Dans notre étude, concernant les hommes ayanuxrdeafragmentation de ’ADN anormal,
nous avons identifié une augmentation significatiugaux de disomie Y, de disomie XY, de
disomie 21, de diploidie (18, X, Y), de diploidie3( 21), de la somme des disomies et de la
somme de diploides dans la fraction annexine V+rg@port a la fraction annexine V-. De
plus, nous avons trouvé également une augmentaigmficative des fréquences des
différentes anomalies chromosomiques de nombre dangraction annexine V+ en
comparaison a la décongélation a I'exception akdamie 13 et de la disomie 21.

Ces tendances sont aussi identifiées chez les hsmparteurs d’'une mosaique gonosomique.
En effet, nous avons observé une diminution sigaifve de disomie XY et de disomie 13
dans la fraction annexine V- et une augmentatignifscative de disomie 18, de disomie 21,
de diploidie (18, X, Y) et de la somme des disondiss la fraction annexine V+ par rapport
a la décongélation.

Ces résultats encourageants ont été identifiés dgtaéde de 5 chromosomes seulement (X,

Y, 18, 13, 21), 'analyse des autres chromosomest setéressante.
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Tableau 39 : FISH sur spermatozoides sélectionhéz des hommes infertiles

Publication Patients Sélection FISH Fragmentation (TUNEL)
Nombre Sperme Chromosome Nombre spermatozoides analysé: Résultat
Ong 2002 20 D SuU 13,18,21,X,Y Ejaculat : 2500 Disomie : 0,13% Dipoidie : 0,09%
NR
Apres sélection : 2500 Disomie : 0,1% (S) Dipoidie : 0,06% (S)
Jakab 2005 31 OouN AH X,Y,17 Ejaculat : 4770 Disomie : 0,79% Dipoidie : 0,51%
NR
Aprés sélection : 495 a 2079 Disomie : 0,21% (S) Dipoidie : 0,09% (S
Garolla 2008 10 (@) MSOME  X,Y,18 Ejaculat : 1000 14,5% 58% (analyse de 400 spz)
MSOME Morphologie spz normale : 0% (S) 9,3% (S)
10
5,1% (S) 40,1% (S)
MSOME Morphologie avec au moins
une large vacuole : 10
Perdrix 2011 20 T MSOME  X,Y,18 Ejaculat : 1000 Disomie : 0,84% Dipoidie : 0,47% compléte : 8,6% partielle 11,5% (analyse 500 spz)
MSOME spermatozoides avec une  Disomie : 5,16% (S) Dipoidie : 2,63% (S, compléte 1,7% (S) partielle 14,5% (NS)
large vacuole > 13% de la surface de
téte : 25 a 50
3,1% (analyse 500 spz apres GD)
Boitrelle 2011 15 D MSOME  X,Y,18 MSOME « top spermatozoide » : 30 Disomie : 1,1%
46,XY 0,7% (S par rapport 3,1%) (NS par rapport a 1,3%)
MSOME spermatozoide avec vacuole Disomie : 2,2% (NS)
> 25% de la surface de la téte : 30 1,3% (NS par rapport 0,7%) (NS par rapport a 3,1%)
Brahem 2013 45 TouN GD X,Y,18 Disomie Diploidie
46,XY Ejaculat (au minimum 500 spz) 12,76% 3,7%
NR
50% (au minimum 500 spz) 10,32% (S) 3,2% (S)
70% (au minimum 500 spz) 7,36% (S) 1,9% (S)
90% (au minimum 500 spz) 4,43% (S) 1,23% (S)
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Levron 2013

Mongkolchaipak
2013

Seiringer 2013

Vendrel 2014

Esbert 2017

Kim 2017

50

53

46,XY

16
46,XY

18

OAT
46,XY

46,XY

N ou T ou
D

N ou A ou
OAouO
ouT

MSOME

Bordure

de goutte
ICSI

MSOME
AH

ZS

GD +
MACS

GD +
MACS

SuU
GD

X,Y,18

13,18,21, XY

X,Y,18

X,Y,18

13,18,21,X,Y

XY

Ejaculat : 648

MSOME « top spermatozoide » : 165

Bordure de goutte ICSI : 174
Aprés GD 90%/40% : 200
AH : 200

MSOME : 30

Ejaculat : 250
Apres sélection : 250
14151 en moyenne / patient

Ejaculat

GD

MACS

Annexine V- : 1017

Annexine V+ : 1020

Ejaculat : au minimum 300 spz
SU : au minimum 300 spz

GD : au minimum 300 spz

Disomie : 7,62%

Disomie : 8,75% (NS)

Disomie : 4,25% (S)
Disomie : 7%

Disomie : 0,8% (S par rapport 7%) (NS
par rapport a 0,7%)

Disomie : 0,7% (S par rapport 7%) (NS
par rapport a 0,8%)

Disomie + nullisomie + diploidie : 2,3%

Disomie + nullisomie + diploidie : 2,3%

Aneuploidie : 7,10% Diploidie : 1,91%
Aneuploidie : 5,13% (S par rapport 7,10¢
Diploidie : 1,79% (S par rapport 1,91%)

Aneuploidie : 4,22% (S par rapport 5,13¢
Diploidie : 1,19% (S par rapport 1,91%)

Aneuploidie : 0,59% Diploidie : 0,5%
(S par rapport a Annexine V-)

Aneuploidie : 0,75% Diploidie : 1,19%
(S par rapport a Annexine V+)
Spermatozoides normaux
99,3%
98,5%

99%

NR

26,8%

2,6% (S par rapport 26,8%) (NS par rapport a 1,7%

1,7% (NS par rapport 2,6%) (S par rapport a 26,8%)

13,3% (analyse 500 spz par halosperm assay)

0,1% (S) (analyse 300 spz par halosperm assay)

75,77% (S par rapport a 2,84%)

2,84% (S par rapport a 75,77%)

NR

analyse 300 spz par halosperm assay
27%

9,7% (S par rapport 27%) (S par rapport a 27,8%)

27,8% (S par rapport 9,7%) (NS par rapport a 27%)

N : normozoospermie, O : oligozoospermie, T : t&rabspermie, A : asthénozoospermie, D : anomahessatiques diverses
AH : liaison a I'acide hyaluronique, MSOME : motd#perm organelle morphology examination, GD : gratlde densité, ZS : Zech-selector, MACS : Magreatttvated cell sorting
NS : non significatif, S : significatif, Spz : spestozoide, NR : Non réalisé
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Les porteurs d'une anomalie chromosomique de ateidorment un groupe particulier
d'hommes infertiles qui produisent un taux élevé sjwrmatozoides présentant un
déséquilibre chromosomique dans leur éjaculat (iiegéan Assche et al. 2000). Pour les
hommes porteurs d’'une translocation robertsonielen@mode alterne est le seul qui conduit a
la production de spermatozoides chromosomiquenaemniaux ou equilibrés. Les patients P1,
P2 et P3 ont produit respectivement 79,99%, 83,87%8,06% de gametes issus du mode
alterne. Pour le patient P4, nous avons trouvésguéement 41,47% de ses gameétes étaient
issus du mode alterne. Nos résultats sont cohéagatsceux de la littérature (Scriven, Flinter
et al. 2001, Anton, Blanco et al. 2004, Roux, Tgipey et al. 2005).

Les hommes porteurs d’une translocation réciprogmelibrée produisent entre 18,6% et
80,7% de spermatozoides normaux ou équilibrés (VMDbauet-Guilbert et al. 2004, Anton,
Vidal et al. 2007, Wiland, Hobel et al. 2008, PeriCaer et al. 2009), ce qui corrobore nos
résultats. La technique FISH est frequemment @élipour l'analyse de la ségrégation
méiotique dans les spermatozoides d’hommes porttuing translocation (Estop, Cieply et
al. 1997, Escudero, Lee et al. 2000) afin d'estime&ombre de spermatozoides déséquilibrés
chez chaque patient, fournissant ainsi des infaomsitsur les risques pour la reproduction.
En effet, dans les couples ou 'lhomme est porteuredtranslocation, il y a un risque éleveé de
fausses couches répétées et de naissances d'emé@stant des anomalies chromosomiques
(Stern, Pertile et al. 1999, Munné, Sandalinas. &080). Il semble donc important d'éliminer
les spermatozoides déséquilibrés afin de rédugeisgues.

A notre connaissance, seules cing publicationstudié I'apport de techniques de sélection
des spermatozoides normaux ou équilibrés chezatésups des anomalies chromosomiques
de structures (Tableau 40). Deux études ont évalybtentiel de la technique (MSOME)
pour la sélection des spermatozoides normaux ollikga. Cassuto et al ont évalué le taux
de spermatozoides déséquilibrés dans I'éjaculalt ébtapres la technique MSOME chez 9
porteurs de translocation (6 hommes porteurs ditareslocation réciproque et 3 hommes
porteurs d'une translocation robertsonienne) (Gasslazout et al. 2011). Une autre étude a
été menée chez 6 hommes porteurs d'une translocatcproque (Chelli, Ferfouri et al.
2013). Les deux études ont conclu que la techridBO®ME ne permettait pas de sélectionner
les spermatozoides normaux ou eéquilibrés chez tmantes présentant une anomalie
chromosomique constitutionnelle. Cependant, Vozdevaal ont évalué les effets des
techniques de swim-up et de liaison a I'acide hyaligue sur la sélection de spermatozoides
déséquilibrés chez 9 hommes porteurs de transbocedciproque équilibrée. lls ont identifié

une diminution significative des spermatozoidesdésibrés apres ces méthodes (Vozdova,
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Kasikova et al. 2012). En 2014, une étude a rappame diminution de 63,6% a 52,3% de
spermatozoides déséquilibrés aprés un traitemespdune par simple gradient de densité
chez un porteur d’'une translocation réciproque ldnjée, avec la naissance par insémination
intra-utérine d’'un enfant présentant la translacapaternelle (Rouen, Hyon et al. 2014). Une
autre étude plus récente a évalué le potentielétertton de spermatozoides normaux ou
équilibrés par un HOS-test chez 15 hommes portgairgsanslocation (10 hommes porteurs
d'une translocation réciproque équilibrée et 5 hamnporteurs d'une translocation
robertsonienne). Dans cette étude, une diminutiotportante de la proportion de
spermatozoides déséquilibrés aprés sélection abservée (Rouen, Carlier et al. 2017).
Néanmoins, cette technique est compliquée et sterpnétation est difficile et parfois
subjective. Notre étude est la premiére du gerineaduer le taux de spermatozoides normaux
ou équilibrés et de spermatozoides déséquilibréesapACS dans les deux fractions
d'annexine V- et d'annexine V+ chez les patienttsepos d'une anomalie chromosomique de
structure. Par rapport a I'éjaculat, nous avonseMds une augmentation significative des
spermatozoides normaux ou équilibrés dans la @mctinnexine V- et une diminution
significative dans la fraction annexine V+. De pluk existe toujours une différence

significative lorsque nous comparons les deux ifpast

Nous avons également analysé I'impact de cettentgeb MACS sur les différents modes de
ségrégation induisant la formation de spermatozoitiséquilibrés. Pour les porteurs de
translocation robertsonienne, les modes de ségvagqiroduisant des spermatozoides
déséquilibrés sont le mode adjacent et le mode GH®z les porteurs de translocation
réciprogue, les spermatozoides déséquilibrés efduénéralement du mode adjacent | puis
du mode adjacent Il puis du mode 3:1 et enfin duend:0 (Morel, Douet-Guilbert et al.
2004). Nos résultats sont cohérents avec ces densaef pour P6, P9 et P12, ou le mode de
ségrégation prédominant produisant des spermatzaiéséquilibrés était le mode 3:1. Ce
phénomene a déja été rapporté dans d’autres éfivttmel, Douet-Guilbert et al. 2004,
Brugnon, Van Assche et al. 2006).

Concernant les différents modes de ségrégation tigeéo produisant des spermatozoides
déséquilibrés, nous avons toujours constaté uriérelifce significative entre les fractions
annexine V- et annexine V+, toujours en faveur ‘d@anexine V- avec une diminution
significative des spermatozoides déséquilibrés'ylba donc pas de sélection préférentielle en

fonction du type de déséquilibre chromosomique.
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Tableau 40 : FISH sur spermatozoides sélectiormeEs aes hommes porteurs d’'une anomalie chromoserdigstructure

Publication Patients Sélection FISH Fragmentation (TUNEL)
Nombre Nombre spermatozoides Gametes normaux / équilibrés (%) Significativité Nombre spermatozoides Résultat
Cassuto 2011 6 trans rec MSOME Ejaculat trans rec : 250 37,1% a 52,6%
MSOME trans rec
Classe 1:30a50 23,4% a59,6% NS
Classe 2 :30a50 35,5% a 64% NS
Classe 3:30a50 38,3% a 51,7% NS
Ejaculat trans rob : 250 70% a 88,6%
MSOME trans rec
Classe 1:30a50 80,4% a 84,9% NS
Classe 2 :30a50 82,6% a 87,3% NS
Classe 3:30a50 73,7% a 82,4% NS
Sperm Chromatin Structure Assay
Vozdova 2012 9 trans rec SuU Ejaculat trans rec : 1000 44,6%
3 trans rob AH
SuU : 1000 45,5% NS Ejaculat : 5000 11,9%
9N,10A 2T AH : 1000 49,1% S (par rapport a éjaculat) SU : 5000 3,1% (S)
AH : non étudié
Ejaculat trans rob : 3000 82,5% NS
SuU : 3000 83,5% NS
Etude de « I'effet interchromosomique » 7/8/13/18%2Y
10000 spermatozoides
Diminution signification aprés SU par rapport gd&ulat
disomie 18, disomie XY et diploidie
Chelli 2013 6 trans rec MSOME Ejaculat : 1000 57,2%
Sélection ICSI MSOME : 82 53,7% NS
1N,8D Sélection « ICSI » : 126 56,3% NS
Etude de « I'effet interchromosomique » X/Y/18
Ejaculat : 936 disomie 1,9%
MSOME : 90 disomie 1% NS
Sélection « ICSI » : 113 disomie 3,4% NS
Rouen 2014 1 trans rec GD Ejaculat 36,4%
GD 47, 7%
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Rouen 2017 10 trans rec HOS-test Ejaculat : 500
5 trans rob
HOS-test

12N,20A1

OAT A:50
B:20
B+: 20
C:20
DI/E : 25
F:30
G:70

23% a 84,2%

24% a 78%
56% a 99,1%
69% a 100%
24% a 90%
10% a 88%
23% a 82%
12,2% a 75%

NS
NS
S (par rapport a I'éjaculat)
NS
NS
NS
NS

trans rec : translocation réciproque équilibréangrrob : translocation robertsonienne, N : norrasgermie, O : oligozoospermie, T : tératozoosperfieasthénozoospermie, D : anomalies

spermatiques diverses

AH : liaison a 'acide hyaluronique, MSOME : motéperm organelle morphology examination, SU : swpnGD : gradient de densité, HOST-test : hypo-denswelling test,

MACS : Magnetic activated cell sorting, NS : nogrsficatif, S : significatif
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lll.  Application de MACS en AMP

Les avantages de la technigue MACS sont sa singlei sa haute spécificité pour
sélectionner une population bien déterminée densgerzoides. De plus, Grunewald et al
indiguent que cette technique ne présente paset’@félétére ou magnétique sur les
spermatozoides suite a leur passage dans la cotteneéparation (Grunewald, Reinhardt et
al. 2009). Les microbilles n'affecteraient pas iabilité cellulaire et sont biodégradables
(Miltenyi, Muller et al. 1990). Plusieurs auteursitorapporté que la sélection de
spermatozoides par MACS améliore le taux de fédmmde taux de segmentation, le taux
d’embryons de bonne qualité, le taux dimplantatieinle taux de grossesse aprés ICSI
(Dirican, Ozgun et al. 2008, Sheikhi, Jalali et28113, Ziarati, Tavalaee et al. 2018). Depuis
2010, de nombreux enfants en bonne santé ont agais@pres utilisation de MACS comme
technique de sélection de sperme avec ICSI (RaaediBet al. 2010, Herrero, Delbes et al.
2013). De plus, en 2017, Romany et al ont menésgai €ontrélé randomisé sur 237 couples
avec enfants nés vivants congus par l'associagoNACS et ICSI. lls ont conclu qu'il n'y
avait pas de difféerence notable entre les événamebstétricaux et périnataux lors de
l'utilisation de MACS (Romany, Garrido et al. 201Xganmoins, se pose encore la question
des effets a long terme sur la santé et le développt de ces enfants. Par ailleurs, des

recherches supplémentaires sont nécessaires pfigrdénnocuité de cette technique.
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C. Expression différentielle des genes des spermatodes : mise au point de
technique d’étude du transcriptome

L’étude du transcriptome des spermatozoides hunégasilés par microarray est plus
délicate que celle des cellules somatiques, cedadudes caractéristiques spécifiques du
sperme humain. Les spermatozoides sont des celluggdoides hyper-différenciées
transcriptionnnellement inactives (Grunewald, Phast al. 2005) présentant une faible
guantité d’ARN (Miller, Ostermeier et al. 2005). Pkus, le sperme humain ne contient pas
seulement des spermatozoides mais également dacefkiles somatiques telles que les
leucocytes, les cellules épithéliales et les oeflujerminales qui possedent une quantité
d'’ARN 200 fois plus grande que celles des sperrmédez (Jodar, Selvaraju et al. 2013).
Ainsi, une étape de purification et un protocoleextfaction d’ARN optimal sont
indispensables (Tableau 41).

I.  Purification

Afin d'avoir une purification efficace de spermaiides a partir du sperme, plusieurs
méthodes ont été décrites dans la littérature.aldes études utilisent le gradient de densité
tel que le Percoll ou le PureSperm (Dadoune, Pawlalkl. 2005, Cappallo-Obermann,
Schulze et al. 2011, Bonache, Mata et al. 2012, tidan, De La Grange et al. 2012,
Goodrich, Anton et al. 2013, Mao, Goodrich et 8112). Ces gradients assurent la séparation
des cellules en fonction de leur densité. Les spwmmoides, plus denses que les cellules
somatiques, se retrouvent dans le culot. D'auttesleg utilisent la lyse des cellules
somatiques. La solution de lyse est composée dé AG¢ SDS et de 0,5% de Triton X-100
(Ostermeier, Goodrich et al. 2005a, Ostermeier,d8ob et al. 2005b, Goodrich, Johnson et
al. 2007, Platts, Dix et al. 2007, Lalancette, tBlat al. 2009, Linschooten, Van Schooten et
al. 2009, Mao, Goodrich et al. 2013, Metzler-Guilken, Victorero et al. 2015) ou de 0,05%
SDS et de 0,25% de Triton X-100 (Bianchi, Stermeal €2018). Quelle est donc la technique
qui permet de récupérer un maximum de spermatogqidefiés ? Mao et al (2013) ont
montré que [lutilisation du gradient PureSperm pernde récupérer 63,2% des
spermatozoides alors que la lyse des cellules squeatpermet d’en récupérer 89,4%.

Nous avons testé ces deux méthodes sur 10 speramsding échantillons ont été purifiés
par gradient et cing échantillons ont été purifiés lyse. Le taux moyen de récupération des
spermatozoides était respectivement de 73,4% &%#19,es deux techniques ont également
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éteé appliquées séquentiellement sur cinq éjactdaits Le taux moyen de récupération des
spermatozoides était de 65,2%. Nous avons égaletast#t les deux méthodes sur 10
échantillons congelés. Le taux moyen de récupératies spermatozoides était
respectivement de 89% et 78% apres gradient etsdpse. Les deux techniques ont
egalement été appliquées séquentiellement sur d@iléjs congelés. Le taux moyen de

récupération des spermatozoides était de 73,2%.

Dans la littérature, la technique de préparatiosgerme par swim-up a €également été testée
(Garcia-Herrero, Garrido et al. 2010a). Cette me¢hgoermet de sélectionner les
spermatozoides les plus mobiles suite a une nagrascendante dans un milieu de culture
capacitant et d’éliminer les bactéries, le plasrémisal, les cellules somatiques et les
spermatozoides anormaux et/ou peu mobiles. Paggoest, les spermatozoides récupérés
aprés swim-up ne sont pas représentatifs de |'é@tbaninitial. En effet, selon notre
expérience, le taux moyen de récupération des spperwides apres swim-up était tres faible
(9,6%).

Par alilleurs, plusieurs études ont tenté de comlséguentiellement deux méthodes de
purification (Ostermeier, Dix et al. 2002, Jodaalko et al. 2012, Montjean, De La Grange et
al. 2012, Bansal, Gupta et al. 2015). Néanmoinses dautes ces études le taux moyen de

récupération des spermatozoides n’a pas éte indiqué

II.  Extraction de 'ARN spermatique

Dans la littérature, deux meéthodes ont été utdis@mur extraire les ARN des

spermatozoides purifiés.

La premiére consiste a extraire grace a la formatle phases et précipitation (TRizol,
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform (GITCYstermeier, Dix et al. 2002, Dadoune,
Pawlak et al. 2005, Garcia-Herrero, Garrido et28l10a, Garcia-Herrero, Meseguer et al.
2010b, Garcia-Herrero, Garrido et al. 2011, MomtjeBe La Grange et al. 2012) ; et la
seconde grace a des colonnes de purification mi&ff{Kit Qiagen; kit Marcherey-Nagel ou
kit mirVana miRNA isolation) (Ostermeier, Goodrieth al. 2005a, Ostermeier, Goodrich et
al. 2005b, Goodrich, Johnson et al. 2007, Lalaacé&tatts et al. 2009, Bonache, Mata et al.
2012, Jodar, Kalko et al. 2012, Metzler-Guillemalfictorero et al. 2015, Bianchi, Stermer et
al. 2018). La combinaison entre ces deux méthodégatement été utilisée (Linschooten,
Van Schooten et al. 2009).
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Récemment, Barragan et al (2015) ont comparé dedklniques d'extraction de I'ARN
spermatigue RNeasy Mini kit, kit Qiagerersus thiocyanate de guanidinium - phénol-
chloroforme. lls n'ont trouvé aucune preuve que wcethodes d'extraction affectent la
stabilité, la quantité et la qualité de I'ARN (Bagan, Martinez et al. 2015).

Dans notre étude, nous avons testé deux kits detidn (kit RNeasy plus Mini et kit
NucleoSpin RNA XS) sur des spermatozoides pur#i@sirtir d'éjaculats frais et congelés de
dix hommes. Les deux kits ont été testés sur lesi@néechantillons. Le rendement de
récupération d'ARN était beaucoup plus élevé agddtINucleoSpin RNA XS qu’avec le kit
RNeasy plus Mini aussi bien pour les éjaculatssfred7,8 ng/1® spermatozoidews
23,4ng/18 spermatozoides respectivement) que pour les éjaculcongelés

(43,2 ng/16 spermatozoidess 4,32 ng/16 spermatozoides respectivement).
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Tableau 41 Revue de la littérature des étapes utilisées pamréparation d'’ARN spermatique dans le cadre éeitle transcriptomiqt

Reéférence

Ostermeier ef al. 2002

2003a

Ostermeier ef al. 2005k

Wanger al. 2004

Dadoune et al. 2003

Plattsef al. 2007

Lalancette et al. 2009

Linschooten et al. 2009

Gamido efal. 2009

Garcia-Hemrero et al. 2010a
Garcia-Hermrero et al. 2010b
Garcia-Herrero ef al. 2011

Bonachesfal 2012

Population
etudiée

0 gjaculats dhommes
fertiles®

Hommes fertiles

Hommes
asthénozoo-
spenmiques®**
Donneurs sains

NONMOZO0SpeITiques
EE T

Hommes
tératozoospenmiques
polymorphes

Donneurs fertiles

Hommes fumeurs vs
hommes non
fumeurs

Hommes infertiles

NONMOZo0spermiques
EEE L 2

Hommes infertiles
Echec IIU

Echec ICSI
Donneurs
NONNOZo0SpeIiques
effectuant ITU

Purification
Swim-up Gradient

Percoll
40:80 (2x)

Pure-
Sperm
90:45

Percoll
00:63

Extraction de I’ARN spermatigue

Lyse TRizol Qiagen Marcherey- mirVana
GITC Nagel miRNA
isolation
Tnton X- GITC
100
SDS et
Triton X- X
100
TRizol
SDS et 7 ?
Tnton X-
100
SDS et
Triton X- o
100
SDS et TRizol
Tnton X- x
100
TRizol
TRizol
TRizol
TRizol
x
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Evaluation de la pureté

Microscope Bioanalyseur PCR RT-PCR
X b *PRM-2
*PRIM-2

X “PRM.-2

x

x

x
*PRM-1
*PEIM-1 *CD45/CD34/CD4

*E-cadhérine
+C-kit
*3EMG1/SEMG2Z
*MEME
*FIP

x x

ot *CD45

* *
*PRM-2
*E-cadhenne
*PTFRC

*SYCP3 et MSH4



Bonacheetal 2012

Jodaretal 2012

Montjeanefal 2012

Metzler-Guillemain ef al.

2015

Bansaleral 2013

Goodnchet al. 2007

Goodnchet al. 2013

Maoeral 2013

Georgiadis er ol 2013

Bianchieial 2018

Donneurs
NONMozoospenmiques
effectuant IIU

Hommes
asthénozoo-
spenmiques

Hommes
oligozoospenmiques

Hommes fumeurs vs
hommes non
fumeurs
Hommes fertiles,
infertilité
idiopathique,
asthénozoo-
spenmiques

4 échantillons

4 échantillons

23 échantillons
1% échantillons
12 échantillons

343 hommes
infertiles dgés de
18 455 ans

Percoll
90:65

Percoll
50%

Percoll
00-45

Percoll
28:44

Pure-
Spermm
50%
Pure-
Spemm
30%

Percoll
50:90

SDS et
Trton X-
100

SDS et
Tnton X-
100

SDS et
Triton X-
100

SDS et
Tnton X-
100

SDS et
Tnton X-
100

0.05%
SDS et
0.25%
Tnton X-
100

i

TRizol
-

TRizol

Article techniques

®
-
®

TRizol ®

vE-
cadhérine

*PRM-2

*PRM-1

*PRM-2
*E-cadhérine
*PTPRC

*SYCP3 et MSH4
*PRMM-1

CD45
*mtDLOOF

*PRM-2

*PRM-2
CD45
*E-cadhénne
+Ckit

*PRM-2

*PRM-1

*PEM-1
*SEMGL/SEMGZ/
MEMB/FIP
+CD34/CD43
*E-cadhenne
*KIT

*PRM-2
*CD43
*CDHI

*poolde 19 testicules, **analyse d'électrophorése, **#*<1 lymphocyte dans un champ a fort grossissement (*40), *¥**concentration de lymphoecytes et de cellules genminales immmatures < 1%,
**#*£%concentration de leucocytes < 1%10% /ml. GITC : guanidinium thiocyanate-phendl-chloreform
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[ll.  Evaluation de la pureté de I'ARN spermatique

La vérification d'absence de contamination estsipeinsable. Elle peut se faire a l'aide
d’'un microscope optique et/ou par biologie moléicalgOstermeier, Dix et al. 2002, Wang,
Zhou et al. 2004, Dadoune, Pawlak et al. 2005, @dedJohnson et al. 2007, Linschooten,
Van Schooten et al. 2009, Garcia-Herrero, Garridal.€2011, Jodar, Kalko et al. 2012, Mao,
Goodrich et al. 2013, Bansal, Gupta et al. 2015).

Certaines études ont évalué la quantité d'’ARNidel'du Nanodrop (Nanodrop technologies,
Wilmington, USA) et sa qualité a l'aide d'un Biolsaur Agilent (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), tandis que d'autres n'atéist que le Bioanalyseur pour les deux
mesures (Platts, Dix et al. 2007, Linschooten, \&mmooten et al. 2009, Garcia-Herrero,
Garrido et al. 2011, Jodar, Kalko et al. 2012, N&am, De La Grange et al. 2012, Goodrich,
Anton et al. 2013, Bansal, Gupta et al. 2015, Metduillemain, Victorero et al. 2015,
Bianchi, Stermer et al. 2018). Contrairement auxesutypes de cellules, les spermatozoides
sont dépourvus d’ARN ribosomique et par conséqueatcontiennent pas les sous-unités
ribosomiques 18S et 28S (Goodrich, Anton et al.320Ainsi, la valeur de RIN (RNA
Integrity Number) basée sur la présence des sotssulBS et 28S ne peut pas étre calculé.
Malgré cela le Bioanalyseur reste trés utile paarifier la pureté de 'ARN du sperme.

Nous avons testé la pureté de I'ARN spermatiquaidel du Bioanalyseur Agilent 2100. La
persistance de I'ARNr 18S et / ou 28S a toujouésidentifiée pour les échantillons de
spermes traités uniquement par lyse ou par gradient

Certaines études ont vérifié lI'absence d'ADN gégamipar PCR en utilisant les amorces
PRM1 ou PRM2 (Ostermeier, Goodrich et al. 2005apd&ch, Johnson et al. 2007,
Lalancette, Platts et al. 2009, Goodrich, Anton akt 2013). Apres avoir confirmé
I'élimination de 'ADN génomique, la qualité de RA a parfois été évaluée par RT-PCR en
utilisant les amorces PRM1 ou PRM2 (Goodrich, Johret al. 2007, Lalancette, Platts et al.
2009).

Pour le gene PRM1 ou PRM2, la RT-PCR était fréquentnutilisée pour vérifier que les
échantillons d'ARN n'étaient pas dégradés (OstemnBix et al. 2002, Ostermeier, Goodrich
et al. 2005b, Goodrich, Johnson et al. 2007, LatacPIlatts et al. 2009, Bonache, Mata et al.
2012, Montjean, De La Grange et al. 2012, Good#atipn et al. 2013, Mao, Goodrich et al.
2013, Metzler-Guillemain, Victorero et al. 2015aBchi, Stermer et al. 2018). De plus, pour
des marqueurs spécifiques, la RT-PCR a égaleméméalisée pour vérifier 'absence d'ARN
provenant de cellules somatiques. Les marqueugdusscouramment utilisés étaient le CD45
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pour les leucocytes, le CDH1 pour les cellules héiles et C-KIT pour les cellules
germinales testiculaires (Lalancette, Platts et2809, Bonache, Mata et al. 2012, Jodar,
Kalko et al. 2012, Mao, Goodrich et al. 2013, Metzbuillemain, Victorero et al. 2015,
Bianchi, Stermer et al. 2018).

Dans notre étude, la pureté de 'ARN spermatigéte destée en utilisant les deux approches,
le Bioanalyzeur et la RT-PCR, sur 11 échantillddse concordance parfaite a été trouvée
entre les deux techniques. Pour les études futlidsluation de la pureté des ARN
spermatiques se fera surtout avec le Bioanalysk0® 2ar cette méthode est plus rapide et

surtout moins consommatrice d’ARN que la RT-PCR.

IV. Validation de base des données de microarray

Aprés mise au point de la technique du transcriptatans notre laboratoire, nous avons
réussi a obtenir un profil transcriptomique intétpble de 7 échantillons de sperme
d’hommes normozoospermiques. Dans ces échantilhans avons détecté 27 784 transcrits.
Nous avons identifié 900 transcrits des 1000 tnaiss les plus exprimés dans les
spermatozoides selon Sendler et al. (Sendler, dohetsal. 2013). Nous avons identifié des

transcrits des genes impliqués dans plusieurs gsasebiologiques, notamment dans :

» La spermatogeneése telle que les transcrits dessgéR&1, PRM2, TNP1 et TNP2 qui
sont impliqués dans le remodelage de la chromapeematique.

» La croissance et la différenciation cellulaire @slique les transcrits des genes SPO11,
HSPA2, SPATA33 et STRA8 impliqués dans le processamtique. En effet, il a été
rapporté que la perturbation des genes SPO11, H8R&2 la souris, peut induire I'arrét
de la méiose au stade prophase | (Dix, Allen el@®7, Smirnova, Romanienko et al.
2006). Les transcrits des génes DAZL et DAZ 1 sbi@t impliqués dans la formation et la
différenciation des cellules germinales. Les tratscdes génes BRWD1 et TAF7L sont
impliqués respectivement dans la différenciatios dpermatides et la régulation de la
spermiogenese.

* La mobilité, la capacitation des spermatozoidela éécondation avec les transcrits des
genes AKAP4, CABYR, IQCF1, CLGN, CALR3 et LDHC.

 L’embryogenése avec les transcrits des genes TDGRINOG, SOX2, POUS5SF1,
STATA4. Les protéines issues de ces géenes sonadesifs de transcription qui régulent la
division et la prolifération cellulaire. Les tramgs des génes FOXG1, WNT5A et WNT4
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sont impliqués dans le développement embryonndira.été rapporté que la protéine
FOXGL1 joue un role dans la structuration précocéesebryon, la protéine WNT5A est
impliquée dans la différenciation cellulaire asgeca la morphogenese embryonnaire et la
protéine WNT4 est impliquée dans la signalisatioea l& progestérone lors de
l'implantation embryonnaire et la décidualisatimavetz 2005, Dadoune 2009, Franco,
Dai et al. 2011).

En conclusion, nous avons mis au point au labaetm protocole fiable et reproductible afin
d’étudier le transcriptome des spermatozoides.ré®gole est détaillé dans la Figure 53.

< 3 M de cellules somatiques

Sperme frais l Sperme congelé

Gradient de densité
o0%/47,5%

Lyse (SCLB)
0,1% SDS + 0,5% Triton X-100

NucleoSpin RNA XS
(Macherey-Nagel)

Amplification et marquage d’ARN
)
Pucea ARN

Figure 53 : Schéma du protocole de I'étude du teaiptome dans les spermatozoides
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Conclusion et perspectives






Les travaux menés au cours de ces gquatre annédseske nous ont permis dans une
premiére partie de déterminer les paramétres duieimcent les résultats de FIV et d'ICSI a
plusieurs stades : fécondation, transfert d’embsygour de transfert) et grossesse chimique.
Cette étude a concerné 194 cycles de FIV et 58@<xytICSI. Pour notre population, I'age
maternel, le nombre d’ovocytes ponctionnés et reatgont les principaux facteurs dont il
faut tenir compte. Nos résultats sont cohérents aeex de la littérature. Chez I'homme, ni
I'Age ni les parameétres spermatiques (numérationoilité) tels qu'ils sont décrits dans la
pratiqgue quotidienne, ne sont significativementoeEs a I'échec des techniques d’AMP.
Cependant, la morphologie du spermatozoide injaatée influence sur la fécondation en
ICSI.

Concernant la qualité embryonnaire, seul le staglesahmentation est influencé par I'age
maternel et le nombre d’ovocytes matures. Concefegour de transfert, quelle que soit la
technique d’AMP utilisée, les meilleurs taux desp@sse ont été obtenus suite a un transfert a
J4/5. Il serait intéressant d’ajuster nos stratédeechoix du jour de transfert. La prolongation
de la culture embryonnaire jusqu'a J5 pourrait @tre approche plus judicieuse pour une
identification plus précise des embryons de mailegualité présentant une grande
probabilité de réussite pour limplantation. Néammp les couples devant recevoir un
transfert a J5 devraient étre informés du risqa@mtilation du cycle.

Cette étude rétrospective nous a permis d’avoirpnopres valeurs dans notre centre d’AMP
et d’établir notre propre seuil. Certaines donnméms renseignées de facon systématique dans
le dossier du couple n’ont pu étre étudiées tajles I'indice de masse corporelle (IMC) de
’homme. De plus, des auteurs ont mis en évideretfet de I'MC de I'homme sur
linfertilité (Campbell, Lane et al. 2015). Wu et ent montré que I'lMC élevé avait une
influence sur le taux de fécondation (Wu, Lu et2815). Anifandis et al ont montré que
méme en l'absence de corrélation entre 'IMC demsiines et les parameétres spermatiques,
'IMC élevé avait un effet négatif sur la qualitthleryonnaire (Anifandis, Dafopoulos et al.
2013). Il serait intéressant d’étudier ce paramgditernel dans notre population.

L’influence des parametres paternels et maternglfasgrossesse clinique, le taux de fausses
couches et le taux de malformations sera étudigities parametres comme les indications

de l'infertilité du couple, le bilan hormonal etrieode de vie seront inclus.

L'impact de la qualité de I'ADN spermatique sur késultats obtenus en AMP a été étudié

sur 31 couples. Cet effectif ne nous permet pagedtifier une association entre ces deux
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parametres et ne nous permet pas également deurtieeconclusion finale. Une analyse sur

une population plus grande sera réalisée.

Dans une deuxieme partie de la thése nous avodg daufragmentation de I’ADN et le
contenu chromosomique avant et apres le tri caéldula I'aide de microbilles magnétiques
chez les hommes ayant un taux de fragmentationAd#NI anormal et chez les hommes
porteurs d’'une anomalie chromosomique constitugtan Les résultats du tri de
spermatozoides a I'aide de microbilles sont engmamats. Le tri aboutit & une sélection de
spermatozoides de meilleure qualité du point dedeugaux d’aneuploidie chez les hommes
présentant un taux anormal de fragmentation de NAgpermatique et chez les hommes
porteurs d’'une mosaique gonosomique. Cette mémde étera effectuée chez d'autres
hommes porteurs d’'une mosaique gonosomique afialdier cet effet.

Concernant les hommes porteurs d’'une anomalie asomique de structure, nous avons
identifié une diminution significative des spernmmtimes apoptotiques, des spermatozoides
avec une fragmentation de I'’ADN et des spermat@oihromosomiquement déséquilibres.
Du point de vue fondamental, les résultats obtedass cette étude confirment notre
hypothése d’apoptose abortive puisque les sperwiai®z chromosomiquement déséquilibrés
sont retenus dans la colonne (population annexiig ®orrespondant aux spermatozoides
ayant externalisé les phosphatidylsérines, phénemenécoce de [I'apoptose. Les
spermatozoides ayant un déséquilibre chromosonsigiemajoritairement ceux dont I’ADN
est fragmenté.

Dans notre étude, le processus apoptotigue estuéval 'aide de deux marqueurs
('externalisation des phosphatidylsérines et lagfnentation de I’ADN). Cependant, ce
processus demande l'intervention de plusieurs voesignalisation. Plusieurs auteurs ont
rapporté la présence de facteurs impliqués dangoles de signalisation de I'apoptose dans
les spermatozoides tels que les récepteurs Famsea8, caspase 8, caspase 9, AKT1 (AKT
serine/threonine kinase 1), AKT2 (AKT serine/threen kinase 2), AIFM1 (apoptosis
inducing factor mitochondria associated 1) (Saidagfeh et al. 2004, Taylor, Weng et al.
2004, Rasoulpour, DiPalma et al. 2006, Wundriclasela et al. 2006, Shaha, Tripathi et al.
2010). L’étude du niveau d’expression génétique difiérentes voies de signalisation de
'apoptose sera réalisée sur les spermatozoidda ftaction annexine V- et de la fraction
annexine V+ afin de mieux comprendre le déroulenuiniprocessus apoptotiqgue chez les

hommes porteurs d’'une anomalie chromosomique detste.
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Par ailleurs, du point de vue clinique, le tri aidire aboutissant a une sélection de
spermatozoides de meilleure qualité (moins d’anmmathromosomiques et ADN non
fragmenté) pourrait s’avérer une technique de eéfég pour l'assistance médicale a la
procréation chez ces hommes porteurs d’'une anornchliemosomique constitutionnelle.
Néanmoins, a ce jour NOUsS ne connaissons pas desaisques éventuels que peuvent causer
le champ magnétique dans lequel passent les smpawidés. Y-aurait-il un risque
pathologique pour le futur enfant ?

En effet dans la littérature plusieurs auteurs rapiporté l'efficacité du tri magnétique a
réduire le taux des marqueurs apoptotiques (Saghrwal et al. 2006), le taux de
spermatozoides a morphologie anormale (Zahedi, |dewaet al. 2013), le taux de
fragmentation (Lee, Liu et al. 2010, Berteli, DaoBet al. 2017) et le taux d’aneuploidie
(Vendrell, Ferrer et al. 2014, Esbert, Godo eR@lL7). Néanmoins, aucune étude n’a tenté de
déterminer I'effet du champ magnétique sur I'épigéue des spermatozoides sélectionnés.
Il sera intéressant d’étudier ce parametre.

Dans une troisiéme partie de la these noussadeécrit la mise au point de I'étude du
transcriptome dans les spermatozoides au sein lzhrakmire de Cytogénétique, Inserm
U1078. En fait, I'étude du transcriptome présemtéstgrandes étapes avant I'’hybridation
d’ARN sur la puce et I'analyse des données. La namétape consiste en une purification
des spermatozoides a partir du sperme éjaculé tiannhé'éliminer totalement les cellules
somatiques en gardant le plus possible de sperpidex Cette étape nécessite la
combinaison de centrifugation en gradient de déretitde lyse de cellules somatiques. La
seconde étape consiste en une extraction efficada fhible quantité d’ARN spermatique a
I'aide du kit NucleoSpin RNA xs (Marcherey-Nagdnfin la troisieme étape correspond a
'évaluation de la qualité et de la quantité d’ARMtrait par une méthode de biologie
moléculaire utilisant le Bioanalyseur. La méthodido que nous avons développée est
particulierement adaptée aux analyses transcrigioesi des spermatozoides. Nous avons
avec cette méthode pu obtenir des profils gén&igigesperme frais et congelé d’hommes
normozoospermiques. Dans un prochain projet, tattenique sera utilisée pour comparer les
profils d'ARNmM entre sperme frais et congelé sus geélevements appariés afin de
déterminer l'effet de la cryoconservation sur I'eegsion différentielle des génes des
spermatozoides.

De plus, I'étude de I'expression différentielle dgmnes des spermatozoides par microarray

chez les couples ayant des échecs ou des sucdel/det/ou d’ICSI serait intéressante a
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réaliser. Une comparaison entre les différentsilgrafanscriptomiques des groupes pourrait
étre effectuée :

» Echec de fécondation en Fi succés de fécondation en FIV

» Echec d'implantation en FIVssucceés d’'implantation en FIV

* Echec de fécondation en IC& succeés de fécondation en ICSI

* Echec d'implantation en ICSksucces d’implantation en ICSI.

Ainsi, ces comparaisons nous permettraient de méter des profils prédictifs pour les
méthodes d’AMP. Elles pourraient donc nous aidgpaver une explication des échecs des
techniques d’AMP.

[214]



Annexes






Annexe 1 : Résultats des taux de fragmentation d&ADN spermatique chez 31
patients en FIV/ICSI

Patient Taux de fragmentation de 'ADN (%)
P1 13,6
P2 4,16
P3 18,2
P4 16
P5 15,4
P6 11,6
P7 10,2
P8 9,8
P9 16,2
P10 12
P11 19,6
P12 14,4
P13 6,4
P14 16
P15 8,8
P16 10,2
P17 11
P18 22
P19 3,6
P20 13,2
P21 9,8
P22 8,35
P23 2,8
P24 7,5
P25 54
P26 2,4
P27 9,2
P28 15,6
P29 12,8
P30 1,4
P31 8,35
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Annexe 2 : Solutions

» Techniques BACs
o Milieu Luria Bertini (LB) / chloramphénicol :

8 g de LB + 400 ml kD distillée + 80Qul de chloramphénicol a 10 mg/ml
o Milieu LB/ Agar 1% / chloramphénicol :

8 gde LB +5 g dAgar + 400 mlJ@ distillée + 80Qul de chloramphénicol a 10 mg/mli
o GTE 10X:

45,05 g de glucose + 125 ml de Tris-Hcl 250 mM pH=800 m| ’EDTA 100 mM pH=8 +
H,0 distillée (qsp 500 ml)

o GTE 1X:
4 ml de GTE 10X + une pincée de lysozyme©OHlistillée (gsp 40 ml)

o SDS 1% /NaOHO0,2N:
1 ml de SDS 10% + 20 de NaOH 10 N + KD distillée (qsp 10 ml)

0 Acétate de potassium 3 M/ Acide acétique :

12,3 g acétate de K + 29,5 ml acide acétique + RBI2® (Ajuster le pH a 4,8 en ajoutant
alternativement du NaOH 10 N et de J®ijusqu’a I'obtention d’un volume de 100 ml).

o EDTAO5M:
93,05 g d’EDTA + 400 ml kD distillée + ajustement du pH a 8 +Mdistillée (qsp 500 ml)

o Tris-HCI1 M:
78,8 g de Tris-HCI + 500 ml 4@ distillée

o TE 10X:

10 ml de Tris-HCI 1 M pH=7,5+ 2 ml ’EDTA 0,5 M pi8 + H,O distillée (gsp 100 ml)
o TE1X:

5 ml de TE 10X + KO distillée (gsp 50 ml)

o0 Chlorure de lithium (LiCIl) 5M :

26,49 g de LiCIl + 6,25 ml de Tris-HCI 1 M pH=7,5+#0 distillée (qsp 125 ml)

0 Acétate dammonium 7,5 M :
144,53 g d’acétate d’ammonium + 250 miHdistillée
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» Technique FISH
o Alcool 70°;
300 ml d’alcool 100° + 144 ml 4D distillée

0 Alcool 90°:

400 ml d'alcool 100° + 52 ml O distillée
0 2XSSC:

100 ml de 20X SSC + 900 mk8 distillée
0 4XSSC:

200 ml de 20X SSC + 800 mhB distillée
0 2X SSC/0,4%NP40 :

400l de NP40 + 99,6 ml de 2X SSC

0 2X SSC/0,1% NP40 :
100pl de NP40 + 99,9 ml de 2X SSC

o 0,4X SSC/0,3% NP40 :
300l de NP40 + 99,7 ml de 4X SSC
o PBS1X:
100 ml de PBS 10X + 900 ml,B distillée

o NaOH 10 N:
200 g de NaOH + 500 mlJ@ distillee

0 NaOH1N:
10 ml NaOH 10M + 90 ml kD distillée
0 Fluorochrome :

Solution mére : fluorochrome sous forme lyophilis€g0 ul HO distillée
Solution de travail : 10 pl de solution mere + 4@'gau distillée

» Technique TUNEL
o Elongation :
31,5ul de Reaction Buffer + 13,5l de TdT enzyme
o0 Arrét de I'élongation :
1,8 ml Stop/wash Buffer + 58,2 mL@ distillée
o Révélation de I'élongation :
22,5 ul de Bloking Solution + 20,5 pl Anti-Digoxig@-Rhodamine
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» Technique tri magnétique
o BB 1X:
500 pl BB 20X + 9,5 ul bD distillée

» Technique du transcriptome sur spermatozoides
o Gradient47,5% :

525 pl Isolate Sperm Separation Medium 90% + 22RBMI + 250 pl Tyrode’s Salt
Solution
0 Solution de lyse :

100 pl SDS 10% + 50 pl Triton X-100 + 9,85 miQHdistillée

* Kit Qiagen
600 pul de RLT Plus + 60 pul de DTT 0,1M

* Kit Macherey-Nagel

100 pl de Buffer RAL + 2 ul de TCEP
1 pl de Carrier RNA Stock Solution + 99 ul de BufRAl
3 ul de rDNase + 27 ul de Reaction Buffer for rDEAS
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Annexe 3 : Photogles résultats des analyses microscopiqut

i Spermatozoides sans EPS

Spermatozoides sans EPS

Spermatozoide avec EPS

Photo 1 :Spermatozoides apres marquavec de I'annexine VHTC

(A) Spermatozoide avec ADN fragmenté
(B) Spermatozoides sans ADN fragmenté

Photo 2. Spermatozoides apres la technique TUNEL
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Photo 3 : Caryotype d’'un patient porteur d’'une stacation robertsonienne,
45,XY,rob(13;14)(q10;910)

Adjacent

Alterne

Adjacent

Photo 4 : FISH sur spermatozoides de I'éjaculal thi patient (P3) porteur d’une translocation
robertsonienne, avec un pool de BACs localisés3gR3d.3 (Green), en 14932.33 (Orange) et la sonde
CEP 8 (Aqua)

[224]



Alterne ——>

/ - Adjacent 11

Photo 5 : FISHsur spermatozoides de I'éjaculat total du pa(P11)porteur d’'une translocatic
réciproque équilibrée, avem poo de BACs localisés en 2p25.3 (Greesn),2937.3 (Orang
et en 9934.12-gq34.13 (Aqua)

Photo 6 : FISH 13,2%ur spermatozois de I'éjaculat total du patient (Pdjésentant un taux anorn
de fragmentation de I'AD, avec un pool de BACs localisés en 13q3&f®&en) et en
21922.11 (Orange)
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Photo 7 : FISH X,Y,18ur spermatozoid de I'éjaculat total du patient (Pfjésentant un tat
anormal de fragmentaticde I’ADN, avec les sondes CEP X (Gree@GEF Y (Orange) et
CEP 18 (Aqua)
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1 | INTRODUCTION

Summary

In the last 10 years, several approaches, including microarrays, have been applied to
investigate sperm transcript levels. However, success using microarmray profiling is
highty dependent of the quality of the RMNA obtained. Therefore, the development of
methods that deliver highly purified and intact RMA iz of utmo st importance. The thres
steps used to achieve this goal. purification of spermiatozoa; RMA extraction and eval-
uation of RMA guality. are reviewed. Following that review and prefiminary experi-
ments, we processed sperm samples from seven normozocospermic men with a
combination of gradiant centrifugation and somatic cell bysis. RMA was extracted using
the MuclecSpin RMA X5 kit (Macherey-Magel] and itz purity checked using the
BioAnalyzer. Hybridisstion was done on Agilent SurePrint G3 Homan GE B = S0K V2
microarrays. We identified 00 transcripts among the 100D high abundance sperm
transcripts reported in the literature. These genes are known to be involved in several
biplogical processes, notably spermatogenesis. transcription regulation, cell growth
and differentiation, sperm motlity and capacitation, fertilisation, and embryogenssis.
Therefore, our methodology is highly suitable for sperm transcriptomic analyses and
can be used, notably. to compare mRMNA profiles between fertile and infertile males.

KEYWORDS
micraarray, RNA isolation, RNA guality, sperm purification, sperm RNA

({Garcia-Herrero et al, 20108; Gamido et al, 2009, teratozoospemis
(Platts et &l 2007), oligozoospermia (Mongjean et al, 2012) astheno-

Az Ostermeier, Dix, Miller, Khatri, and Kmawetz {2002} have shown
that the transcriptionally inert mature spermatozog contained a com-
plex population of RMAs, several growps tried to elucidate the nature
of these RMAs and how they could affect ferdlity (Cstermeier etal,
2002). In the last 10 years, several approaches, including microarmays,
have been applied to investigate sperm transoript levels

These studies k2d to 2 better understanding of sperm mRMA com-
plexity and sllowed the dentification of gens expression profile in
warious populations of males. induding men with idiopathic infertlity

TBoth authorz share firct authorshin and equahty comtriboted to the shady.

zoaspermia [Jodar, Kalko, Castllo, Ballesca, & Oliva, 2012, Wang et &l
2004, oryptorchidism (Nguyen, Delansy, & Kolon, 2009) or exposed
o genotoxic molecules (Linschooten et al, 2005 Metzler-Guillemain
et al, 201 5). Other studiss tried to identfy sperm gens expression sig-
nature in couples experiencing pregnancy or not foflowing different
aszizted reproductive technologies (Bonache, Mata, Remos, Baszas,
& Larriba, 2012; Garcia-Herrero et al, 20106, 2011; Garrido, Gardia-
Herrero, & Messguer, 2013).

However, success using microamay profiling iz highty dependent
of the quality of the RNA obtsines. Therefore, the development of
methods that deliver highly purified and intact BMA is of utmost

Andrologia. 2007212787,
bt/ doiorg 1001111 fand 127567

wileyonbnelrary comGourmal’and

© 1017 Bladkowel Verlzg GmbH | 10f8
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importance. Three steps o achieve this goal can be identfied: purifi-
cation of spermatozoa. RMA extraction and evaluation of RNA guality.

In thiz article, we review the various methods reported in the lit-
erature to achisve this goal and present the methadology we adopted
at the Laborzstory of Reproductive Biology of the CHRL Brest. Finally,
we repart the transcriptomic results obtsined on sperm samples from
SEVEN NorMOozDospermic men to validate the methodology used in
Brest.

2 | PURIFICATION OF SPERMATOZOA
Besides spermatozoa. the ejaculate also containg somatic cells, inched-
ing germn cells, leucocytes and epithelial cellz. Furthermore, & sperma-
tozoon contains far less mANA than 2 somatic cell (10-30 fg versus
10 pg; Jodar, Selvaraju, Sendler, Diamond, & Krawetz, 2013; Krawetz,
2005; Miller, Ostermeier, & Krawetz, 2003} Therefore, somatic cell
removal is essential to resofve the unigue pool of sperm transcripts
and awoid somatic contamination. Several methods are used to re-
mowve somatic cefls from the ejaculate (Table 1),

Some stedies used gradient centrifugation using Percoll or clini-
cal grade reagents like PureSperm that separstes cells as & function
of their density (Bonache etal, 2012; Dadoune, Pawlak, Alfons, &
Siffrol, 20035; Goodrich, Anton, & Krawez 2013; Mao etal. 2013
Montjesn et al, 2012). This technigue removes immotle spermato-
zoa and somatic cells from the population. Az spermatozoa are denser
than somatic cells. they migrate to the bottom of the tube and form
3 pellet.

Osher studies ysed somatic cells from the ejaculaste with the
Sornatic Cell Lysis Buffer (5CLE) made of 0.1% sodium dodecyl sulphate
{05 and 055 Triton X-100 (Goodrich, Johnson, & Krawetz, 2007;
Lalancette etal, 200%: Llinschooten etal 200%; Mao etal, 2013
Mezlar-Guillemain et sl 2015 Ostermeier, Goodrich, Diamond, Dix,
& Kraweetz, 20035z Ostermeier, Goodrich, Moldenhaver, Diamond, &
Krawetz, 20000; Platts et al., 2007]. Thi: approach effectively removes
nansperm RMAs. Orthers combined both methods: discontinuous Percoll
gradients followed by somatic cells hysis (Bansal, Gupta, Sankhwer, &
Rajender, 2015; Jodar et a1, 2012; Ostermeier et al, 2002

One question to be addressed is whether these two methods yield
the same amount of spermatozoa and quality of sperm RNA. Mao
etal (2013 processed four sperm samples with PureSperm or SCLE.
The gverage recovery rate was $3.2% and B% 4% respectvely [Mao
etal, 2013).

We tested both methods on fresh ejaculates from ten males. Five
zamples were subjected to gradient centrifugation (20/47.5 gradient
and centrifugation at 1,000 g} and five samples to three nownds of lysis
with SCLE. The mean recovery rate was 73.4% and 47.1% respectvely.
Baoth methods were also sequentally applied on five fresh ejaculates:
the mean recovery rete was 43.27%. We also tested both methods on
cryopreserved ejaculates from ten males. The mean recovery rate was
%% and 78% for gradient centrifugation and bysis respectively. Both
methods were also sequentially applied on 12 cryopreserved ejacu-
lgtes; the mean recovery rate was 73.2%.

The "swim-up” technique was also used to purify spermatozos,
either izolated {Garcia-Hemeno et al, 2010a) or in combination with
Percoll gradisnt {Montjean et al, 2012}, This method, used to prepare
spermatozoon for intrauterine incemination, selects the more mobie
spermatozoa after am ascendant migration in @ capacitating culture
medium. Garcia-Hemeno et al. (20108) found differences in the gene
expression profile of infertile males compared w fertile controls when
the analysis was performed on fresh spermatozoon, but not following
the “swim-up’ technigue, suggesting a s=lection towards 3 category
of spermatozoa. Thersfore, the spermatozoa retained following the
“swirmn-up’ t=chnigue may not be representative of the whoie sample.
Furthermore, in our experience, the averags recovery rate of sperma-
tozoa is wery low [7.6%).

These techniguees are wsed to efiminate somatic cells from the
samples to be processed by microsrmays, bt the efficacy in recovering
spermatozos is also veny imporznt, mainly in ofigocoospermic males.
However, few studies gave the recovery rate.

3 | RNAEXTRACTION

Two methods are used to extract RMA from purified spermatozoa
(Table 1). One method i= based on phase separation and precipita-
tion [TRizol—guanidinium thiocysnate-phenol-chioroform  extrac-
tion; Bansal et al, 2015; Dadoune at al., 2003; Garda-Hemero et al.,
2010z, b, 2011; Gamido etal. 2009 Montjean etal, 2012} and
the other on spin column-based purification (RNeasy from Qiagen
or MucieoSpin RMNA from Machersy-Magel; Bonache etal. 2012;
Goodrich et al, 2007, 2013, Jodar et &l, 2017, Lalancette et al, 200%;
Mao etal, 2013; Metzler-Guillemain et al, 2015 Ostermeier st al.,
20053, b} One study combined both methods (TRIzel and BMNeasy;
Uinschooten et al, 200%). Mone of these studies tried to determine
whether 2 method or a kit was more effective in recovering RMNA from
Spermatozoa

Barragan et &l [2013) determined 2 et of referance genss mes-
senger RMNA in human spermatozoa wsing two different sperm RNA
extraction methods (RN easy mini kit, Qiagen versus guanidinium thio-
cyenate- phenod-chioroform extraction). They found no evidence that
isolation method affects RMA stability, quantity and quality.

Ve tested both kits (RMNeasy plus Mini kit and NicleoSpin RNA XS
kit} on spermatozoa purified from frech and cryopreserved ejaculate:
from ten males, Both kits were assayed on the same samples. The yiekd
af RMA recovery was similar in fresh and cryopreserved ejaculates
using the MucleoSpin BNA XS kit (47 .8 ng versus 43.2 ng/ 10° sperma-
tozoa, respectivelyl, but much higher than with the RMNeasy plus Mini
kit (23.4 ng versws 4. 32 ng/10° spermatozoa respectively)

4 | EVALUATION OF SPERM RNA PURITY
Sperm RMAs need to be devoid of contaminant RMAs from somatic

cells. Two approaches have besn uzed (Table 1k The first approach
is & microscopic examination following purification to ensure that no
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somatic cells ere left in the sperm peflet Thiz evalustion has been used
alone [Dedouns et al, 2005 Wang et al., 2004 or in conjunction with
at least another technique (Banzal et al, 2015; Garcia-Herrero st al,
2011; Goodrich et al, 2007, 2013; Jodar stal, 2012; Linschooten
et &l 2009 Mao et al, 2013; Ostermeier et al, 20021

The second approach, following RNA extraction, relies on & spec-
trophotometric RNA measurement ar molecular biclogy methods (RT-
PCR). Some workers assessed the RMA guaniity using @ Manodrop
spectrophotometer (Manodrop technologies, Wilmington, LISA) and
the quality vsing an Agilent BioAnahyzer |Aglent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) while others anly used the BinAnahyzer for both mea-
surements (Bancal et &l, 201%; Garciz-Hemero et al., 2011 Goodrich
etal, 2013; Jodar etal, 2012; Linschooten et al., 2009 Meizler-
Guillernain et al., 2013; Montjean etal, 2012; Platis et al, 2007} In
contrast to other cell types, spermatozoa are depleted in ribosomal
RMA [FRMA) and, therefore, do not contain the 1B5 and 2B5S ribosomal

FIGURE 1 Examples of profiles J
obtained with the 2100 BioAnalyzer. {3 S
Sample obtained after hyziz alone showing

persistence of 185 and 285 fRNA. (b

Sample obtained after 3 combination of

lysis and gradient centrifugation showing

perzistence of 185 rAMA i) Sample

obtainad after a combination of hyzis and

gradient centrifugation showing absence

of rAMA

FIGURE 2 Examples of RT-PCR for
PRMZ, CD4 5, COH1 and KIT obtained in
several samples. Samples 1 and 2 showa
149-bp band comesponding to PRM2 and
no somatic contarmination. Sample 3 shows
a 14%-bp band comesponding to PRMZ and
3 847-bp band comesponding to CD<5,
zigning a somatic contamination. Sarmple
Tis a positive control fiotal sperm zample}
and sample H_O iz & negative control
{waterl PM is the bp ladder

[231]
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subunits (Goodrich et al, 2013} Thus, the RNA Integrity Mumber [RIN)
that iz based on the presence of 185 and 285 subunits cannot be cal-
culated. However, the BioAnalyzer is stll useful to check the sperm
RMA, purity [sbsence of 185 and 285 subunits)

We tested the purity of sperm RMA with the Agilent 2100
BioAnahyzer. Persiztence of 185 and/or 285 rRINA was always shown
for sperm sarmples processed by somatic cell lysis or gradient centrifu-
gation (Figure 1al In fact microscopic examination sl identified so-
matic cells in these samples. Figure 1b, © shows the results obtsined
by the BinAnshyzer in zamples processed with 2 combination of gradi-
ent centrifugation and somatic call kysis. Although no zomatic cell was
identified under microscopic examination, one sample stll showed
rRMA contamination (Figure 1h), but not the other (Figure 1cL

A few workers verified the absence of genomic DNA by poly-
meraze chain reaction [PCR) using PRMI [protamine 1) or PRMZ [pro-
tamine 2) primers (Goodrich et sl 2007, 2013; Lalancette et al. 2009

= P 1]

L B
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TABLE 2 (zenes identified in spermatozoa and involved at different stages of spermatogeness, ferglisation and embryonic development

Gene

Pre-msiatic

DAaz2
DAZL
IOE
RENZ
MFTA
ALL4
PO11
H3mA2
PATAZ2
STRAE
Post-meiotic
PRM1
PRM2
THPTL
THEZ
FPANNAL

aRwD1
SPATAZ1IAZ
IPATAZIDY
IRATAZIDZ
IPATAI2
TAFFL

ZPEP
EIF24
OOF1
BrRO2
Sperm function
AMEpL
CABYR
MRCF1
CLGN
CALRZ
LDHC

Gene mame

Delated in azoospermia 1 [NM_D0S05T]

Deleted in aroospermia 2 [NM_DO1005784]

Deleted in aroospermia-fike [MM_001351]

Inzulin-desrading =nzyme [N M _0028468]

Regulatory factor X, 2 (nfluences HLA class Il epression) [MM_000835]
Nuckzar transcription factar Y, alpha [NM_DO2503]

Spalt-like transcripton factor 4 [MM_020436]

Meiatic protein covalently boand to D58 [MM_D13a44

Heat shook 70 ke protein 2 [MM_021579]
Spermatogeness-associsted 33 [Source: HGNC Symbol; Acc:26243)
Stimulated by retingic acid B [MM_1B2489]

Protamine 1 [NM_002741)
Protamine 2 [NM_001285359]
Tranzition protein 1 [MM_DD32024]
Tranzition protein 2 [NM_DD5425]

Homo sapi=n: sperm profem associzted with the nucleus, X-linked, family
member A1 [MM_0132£53]

Bromodomain and WD repeat domain contzining 1 (BRWD1} (NM_D322456]

Homao sapiers SPATAZ]L subfaniy A member 2 [MM_D31053124]
Homo sapiens SPATAI] subfamity D), member 1 [MM_001001570)
Homao sapiens SPATAI]L subfamily 0, member 4 [MM_001145197]

Homo sapiens spermatogenesis-associated 32 [MM_157124%]

TAFT-like RMA podymersze |l TATA box binding protemn I:TBF}:::n-:ia'beﬂ fackor,

50 kD [MM_024BE5]
Zaona pelucids binding protein [Sowncs: HEGNC Symbal; Acc:156632]
PREDICTED: Kinesin family member 28 KM _006714526]
Duter denze fibre of sperm tads 1 [NM_ 0222107
Bromodomain consaining 2 MMM _DD5104]

& kinaze (PREA) anchor protein 4 [NM_003256E]

Caleium bnding tyrosina-[Y]-phosphorvlation regulated [MM_012168]
10 mot&if containing F1 [BCO34225]

Calrnegin MM _0043637]

Calreticufin 3 [MM_1450458]

Lactate dehydrogenase C [NM_D02201]

Inwvolvement at differe=nt stapes of fertfization and embryonic development

AMARL
WNTIA

FOXGI
WNTS

HIERILL

& kinase (PREA) anchor protein 4 [MM_003566]

Wingless-type MMTY intepration site famdy, member 54 [MM 0033921
Chaszerin [NM_001E31]

Forkhead box G1 [NM_D05249]

Wingless-type MMTY intspration site famdy, member 2 [Source: HGMNC Symbok

Acc12783]
M=zt shock factor binding protein 1-like 1 [NM_001125180]
Int=prator comples subunit 1 [NM_0G10580453]
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Germ cell formation and differentiztion

Co-repulator of andropen receptor

Transcription factor

Spermatoponia proliferation

Irvohied in mesoziz

Chromatin compaction

Exprazsed in spermatid

Spermatid differentiation

Invalved in scrozome formation

Rervizton of spermiceenasiz

Irvashyed = sperm-cocyte interacton

Structuration of sparm Aag=lum

Transcriptional rezulator

Rezulation of sperm motility

Imvolved = sperm capackssan

Rezuixfion of sparm fertising capacity

Irvohyed in cperm metility and capacitstion

Post-fertilisation

Irvahved = ambryozenssis

Irvalved i embrponic proswth

Continued)
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TABLE 2 (Continued]

Sane Gene nams Function

MGFZ Insulin-fke zrowth factor 2 [comatomedn A) N8 _D0512] Transcranton factor

OTATS Sipnal transducer and activator of trenscripton £ [NM_BF3151]

TOGFL Teratocarcinoma-derived growth factor 1 [MM_D03217]

MHANDG Manog homeobhox [MM_12855]

SOxT SRY [zax-determinmz regson Yi-box 2 (NM_DO2104]

BOUSFI POU clazs 5 homeohaox 1 [NM_DD2701)

Oztermeier et al., 2003&). Upon confirmation of the removal of genomic
D&, RMA quality was tometimes asseszed by reverse Tanscriptase-
PCR (RT-PCR) using the PRMI or PRM 2 primers (Goodrich et al., 2007
Lalancetts et al, 200%).

RT-PLR for the PRM1 or PRM2 gene was frequently used to check
that the RMA zamples were not degraded {Bonasche =tal, 2012
Goodrich et al, 2007, 2013; Lalancette et sl 2009; Mao etal. 201%
Met=ler-Guillemain et &l 2015, Montjean =t al, 2012, Ostermeier et al,
2002, 2005h). We tested the quality of sperm RMA by RT-PCR for PRM2.
Figure 2 shows the results obisined in samples processed with 2 combi-
nation of samatic cell lysis and gradient centrifugation. All three sampies.
showed 3 band at 129 bp corresponding to the presence of PRMI.

Furthermore, RT-PCR for specific markers was ako performed o
werify the sbsence of RMA from somatic cells. The most commaonfy used
markers incheced CD43 {alias PTPRC—pratein tyrosine phosphatase,
receptor type, C} for leucooytes, COH1 ([E-cadherin) for epithelial cells
and KIT fv-kit Hardy-Zuckemman 4 fefine sarcoms viral onoogene homa-
log) for testicular germ o2z (Bonache etal. 2012 Jodar etal., 2012
Lalamoste etal, 2007 Mao etal, 2013; Metzler-Guillermsin et al,
2015} We verified the absence of somatic RNA by RT-PCR for CD435,
CDH1 and KIT. Figure 2 shows the resulis obtained in samples pro-
cessed by a combination of somatic cell lysiz and gradient centrifugstion
for which no somatic cells were identified upon microscopic examins-
tion. Absence of somatic RMA was confirmed for the first two samples,
bt the third sampile 50l showed RNA contamination by lkeucocytes.

Sperm RMA purity was tested using both approaches, BioAnakyzer
and RT-PCR, on 11 samples. A perfect concordance was found be-
twesn bath technigues. Samples showing 185 and/or 285 rANA peaks
were positive for one or more somatic marker

5 | BREST EXPERIENCE
To wvalidate owr methodology, we performed RMA microaray on
sperm samples from seven normozocospermic men to determine
whether our resuits were consistent with those of the literature.
These seven sperm samples were processed with 3 combination of
gradient centrifugetion and somafbic cell lysiz. RMNA was extracted
using the Mudeoipin BNA X5 kit (Macherey-Nagel] and its purity
checkad using the BioAnalyzer.

Cy3 labelled cRNA was generated from total RNA of patients
spermatozoad, using the One Color Low Input Cuick Amp Labeling
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[Agitent Technologies) following manufacturers instrections. Equal
amounts of purified Cy3 labelled cRNA were hybridized for 17 hr at
GFC to Agilent SurePrint G3 Human GE B = 0K V2 microarrays. The
microarrays were washed using the Gene Expreszion Wash Buffer Kit
{Agilent) and scanned wzing 3 high-resolution microamey scanner. The
data were procested using Festure Extraction software. They wers an-
ahrsed uzing the GeneSpring GX version 12,5 softwane (Agilent).

The presence of 27,784 transcripts was detected in our samples.
Sendler et al. (2023} used RMNA sequencing to characterise the popu-
lation of coding and nonooding trancoripts in human spermatozoon
{Sandler =t al, 2013} We identified 200 transcripts among the 1,000
high abundance sperm transcripts reported by Sendler et 3l These
genes are known to be imvoleed in several biological proceszas, no-
tably spermatogenesis trenscription regulstion, cell growth and
differentiation, sperm motility and capacitation, fertlizaton, and em-
bryogenesis Tabis 2).

Microarmay: have opened new doors to reveal the causes of infer-
ity in men (Garcia-Herrero et al, 2010a; Gamido et al, 2009, 2013;
Jodaret al_, 2013; Montiean et al, 2012; Plattz et al., 2007; Wang et al.
2004, and it has been found that the molecular requirements for sper-
matozoon to achieve a pregnancy resulting in 2 bealthy baby are not
the zame for a3l assisted reproduction technigues [Garcia-Herrero et al,
2010k, 2011; Gammido etal, 2013). Thars, those results of microarray
willl not be used onby for basic research, but also for clinical applications
(Gamido et &L, 2013). Mor=over, Jodar et al. (2013) using RMNA, assay
technologies including RMNA-s2q found a very complex population of
sperm RMAs comprising rRMA, mEMA and both large and small non-
coding RMAz. The authors indicated the important role of comparative
animal models will be of use in identifying key transcripts and eluci-
dated thedr functional rofe [Jodar etal, 2013} in spite of differences
might exist when sperm cells derived from human or other marmmalian
Speciet.

In canclusion, the methodology we developed is highly suitable for
sperm transoriptomic analyses, it will now be used to compare mRMNA
profiles between fertile and infertile males. It cotldd also be helpful as &
dizgnostic tool and prognostic value for IVF and FCS1L
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poputation, in order to study meiotic segregation by FISH, the percentage of apophotic
spermatozoa by annexin V staining and DMA fragmentation by TUNEL on the whole
gjaculate and on selected spermatozoa in the same patient
Results: For all patents, the percentage of apopiotic spermatozoa decreased in the
fraction of annexin\- and increased in the fraction of annexin W+ as compared o the
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|frozen-thawed semen sample.
The rates of DMA fragmentation were statistically much lower m the fraction of annexn
V- compared to the rate before MACS except for one patient. Conversely, we cbserved
a statistically signficant higher fraction of annexin V+ for 7 patients.
After MACS, there was a significant increase of nommalalanced spermatozoa in the
|fraction of annexin V- for all patients. Conversely, we observed a significant decrease
in the fraction of annexin W+ for seven patents.
Condiusions: MACS = a promising tool for increasing the selection of healthy
spermatozea, without DNA, fragmentation and with 3 neemal or balanced dwomaosomal
combent, for use in assisted reproductive technologies such as ICSI, for males with a
chromosomal structural abnomality. This tool could reduce the nsk of miscarmage and
increase the chance of pregnancy achievement.
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Methods: To separate spermatozoa of ten males with a chromosomal rearrangement into two
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The rates of DNA fragmentation were statistically much lower in the fraction of annexin V-
compared to the rate before MACS except for one patient Conversely, we cbserved a
statistically significant higher fraction of annexim V+ for 7 patients.

After MACS, there was a significant increase of normalbalanced spermatozoa in the fraction
of annexin V- for all patients. Conversely. we observed a significant decrease in the fraction
of annexim V+ for seven patients.

Conclusions: MACS 15 a promising teol for mereasing the selection of healthy spermatozoa,
without DNA fragmentation and with a normal or balanced chromosomal content, for use in
assisted reproductive technologies such as ICSL for males with a chromosomal structural
abnormality. This tool could reduce the nsk of miscarmage and imcrease the chance of
pregnancy achievement.
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unbalanced
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é Introduction

IE There is a 2-20 times higher probability of having a stmctural chromosomal abnommality in
1:: the infertile male population than in the general population [1. 2]. Robertsonian translecations
1:; are the most common structural chromosomal abnormalities observed with an incidence of
1:: 1/1085 newboms, and balanced reciprocal translocations are the second most common
':: aberration with an incidence of 1/1175 hirths [3]. Camers of a structural chromosome
=2 abnormality are phenotypically normal bit males can have spermatogenic distuption such as
iz decreased spermn concenfration [1. 4] which directs them towards assisted reproductive
Ei technologes (ART) through in vitro fertilization (IVF) with Intracytoplasmic Sperm Injection
fi (ICSI). However, the mobility and morphology parameters used to select spermatozea for
:: ICSI are not predictive of the quality of chromosomal equipment [3]. Due to their increased
i: nsk of producing chromosomally unbalanced gametes. these men have at a higher nsk of
il repeated miscarmages and the birth of cluldren with a chromeosome abnormality [6, 7] It
:g would therefore be helpful to select spermatozoa with normal or balanced chromosomal
z; content for ICST in this group of men.

i; In a previously published study, we showed that the DNA fragmentation rate depended on the
ii presence of a2 chromosomal abnormality, and that consequently a structural chromosomal
A abnormality predicted DNA fragmentation [8]. Some stidies have cbserved significantly
:; higher rates of apoptotic markers i translocation camers as compared to sperm donors [3].
i; Several authors have also reported higher aneuploidy levels in spermatozoa with fragmented
s DNA in infertile 46 XY men with disrupted semen parameters [10-13], suggesting that DNA
:E fragmented spermatozoa were apoptotic cells [12]. More recently, we showed that in men
i with a constitutional chromosomal abnormality. DNA fragmentation was sigmificantly higher
52 in chromosomally unbalanced spermatozoa than in spermatozoa with a normal er balanced
gf chromosomal content. We hypothesized that the presence of spermatozea with chromosomal
;i imbalance and'or DNA fragmentation in the ejaculate of males with a chromosome
2; abnormality could be explained by an abortive apoptosis phenomenon initiated i the tests
:; [11. 14]. In the apoptosis process. one of the earliest signs 1s the externalization of the
s t
g4
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phosphatidylserine (P5) inner plasma membrane, a phospheolipid with a high affinity for
annexin V. Magnetc-activated cell separaton (MACS) 15 a techmque of spermatozoa
selection based on super-paramagnetic microbeads conjupated with annexin V which labels
the apoptotic and dead spemmatozea within an external magnetic field MACS was used to
separate sperm into 2 populations; an apmexin V negative fraction (spermatozoa without an
extemalization of PS5, or non-apoptotic sperm) and an ammexin V' posiive frachon
(spermatozoa with an externalization of PS, or apoptotic spermatozoa) [15-18]. Thiz is a very
simple. specific and rapid technigue which is known to reduce the level of sperm DNA
fragmentation [19. 20]. It lughly reduces the proportion of apoptotic spermatozoa m the
processed samples [21]. and also reduces the level of DNA fragmentation [19, 20, 22]. As a
consequence, spermatozoa that have undergone abortive apoptosis should be retained in the
column when using annexin V coupled with MACS. Therefore, if our hypothesis of abortive
apoptosis 15 correct, we expect the rate of chromosomally umbalanced spermatozoa fo be

decreased in the annexin V negative population.

The aim of the present smdy was to separate spermatozea of males with a chromosomal
rearangement mto fwo populations using MACS, an annexin V negative and annexin V
posifive population, in order to study meiotic segregation. the percentage of apoptotic
spermatozoa and DNA fragmentation on the whole ejaculate and on selected spermatozoa
{annexin V negative versus annexm V positive) in the same patient. These analyses will allow
us to determine whether there are differences in the levels of chromosomal imbalance,
apoptotic cells and DINA fragmentation in annexin V negative and positive populations as

compared to the total ejaculate population.

Patients and methods

Patients and sperm parameters

Ten males with a stmactural chromosome abnormality were included in the study (Table 1.
Karyotyping was performed on peripheral blood cultures. For this smudy straws of
cryopreserved semen samples were obtammed with the collaboration of different national
centers (3 samples from Unmiversity Hospital of Clermont-Ferrand and 7 samples from the
GEEMETHEQUE natiomal bicbank, BB-0033-00081: coordination: Toulouwse, France).

[
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Sperm parameters were evaluated according to World Health Organization recommendations
[23].

Onr study was approved by the regional Committee for the Protection of Persons (declaration
mumtber DC-2008-307; authonzation AC-2009-836). All patients gave their informed consent
for the smdy.

Stdv desion and MACS separation

Spermatozoa from frozen semen samples were thawed for 30 min at room temperature. and
were washed in 1 ml of BB 1X (Binding Buffer) (Miltenyi Bioec, Panis, France) at 400 x g for
10 minutes to eliminate the cryoprotectant After cenmifugation. the final pellets were
resuspended mm BE 1X. Sperm DNA shdes were prepared for ammexm V staimmg TUNEL
{TdT-mediated-dUTP nick-end labeling) and FISH (Fluorescence in siftu Hybndation), and

the remaiming sample was processed by MACS separation

For MACS separation, the washed spemmatozoa were incubated with 100 ul of BB IX and
annexin-V microbeads (Miltemyr Biotec) at room temperafiure for 13 minutes. Sperm DNA
slides were prepared for TUNEL. The remaiming spermatozoa-microbead suspension was
placed on top of the separation column containing iron balls and the column placed in a
magnetic field MimMACS, Milteny: Biotec). The spermatozoa with intact membranes (non-
apoptotic) passed through the column and were labeled annexin 'V negative (annexin V-). The
apoptofic spermatozoa retained in the separation column were eluted using BB 1X zfter the
column was removed from the magmetic field and were labeled annexin V positive {annexin
V+). Sperm DNA slides from anmexin V- and annexmn V+ solutions were prepared for
annexin V staining. TUNEL and FISH. The different steps of our experiment design are
Ulustrated in Figure 1.

Evaluation of apoptotic spermatozoa with annexin V-FITC

The separated spermatozoa populations were adjosted to a  concentration of
200 000 spermatozoa. They were incubated m the dark with annexmV-FITC and 100ul of BB
1X for 15 minutes at room temperature, and centrifuged at 400 x g for 10 minutes. The final
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pellets were resuspended in 10 pl of BB 1X. Sperm slides were prepared and counterstaimed
with DAPL The fluorescence signals of labeled spermatczoa were analyzed using a Zeiss
AxioPlan Microscope (Zexss, Le Pecq, France). A total of 300 spermatozoa were analyzed for
each sample. Spermatozoa were considered “anmexin V-7 (blue fluorescence) or “amnexin
W+ (green fluorescence). Subsequent image acquisition was performed wsing a CCD camera

with in sifu imaging system (ISIS) (Metasystems, Altlussheim Germany).

Analyeis of DNA frasmentation using TUNEL aszay

Sperm DNA slides were fixed with Carnoy solution (methanol + acetic acid). The slides were
immersed in a jar containing a 2x 55C (Salme Sodmm Citrate) /0.4% NP40 (Nomdet P40)
solution and then mmediately passed through an ethanel senes of increasing concentration
{70%:/90%/100%). Sperm DNA fragmentation was detected by the ApopTag kit (Millipore,
Samt Quentin en ¥Yvelines, France) according to the manufacter’s recommendations. Briefly,
equilibration buffer was put on the shdes and a mux of a reacton buffer and terminal
deoxyribonucleotidyl transferase was added. The slides were mmcubated in a dark humidified
chamber at 37°C. They were then incubated in a stop‘wash buffer and washed with 1x
rhosphate-buffered saline (PB5). A mix of blocking solution and anti-digoxigenin-rhodamine
was added to the slides before incubation at 37°C. The shides were washed in 1x FBS. They
were air-dned and counterstained with DAPI (47, 6-diamidino-2-phenyl-indole). A total of
500 spermatozoa from each sample were analyzed using a Zeiss AxioPlan Microscope.
Spermatozoa were considered to contain either normal (blue fluorescence) or fragmented (red

fluorescence) DNA [8].

Analvsis of metotic segregation by FISH

Meiotic segregation was analyzed by FISH with a mix of appropnate probes according to the
chromosomal breakpomts mvolved mn the rearrangement (Table 2). The hybndization
techmigues have been previously published [8, 1]. Sperm DNA preparations were fized on a
slide with Camey solution. Before hybndization sperm muclel were decondensed in IM
NaOH solution and then washed m 55C 2X for 5-10 min at room temperature. They were
immersed in a jar of S5C 230 4% NP4{ solution for 30 min at 37°C and then passed through
an ethanol series of inereasing concentration (70%/90%/100%:) and allowed to air dry. The

4
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denamration was performed simultaneously on spermatozoa and probes for 1 min at 70°C.
The slides were mcubated ovemight in a dark humidified chamber at 37°C. They were
washed for 30s m 55C 04X /0.3% NP40 at 72°C and 15 s in 535C 2X /0.1% NP40 at room
temperature. Finally. they were counterstained with DAPL The chromosomal content
spermatozoa was determined according to the combination of fluorescent spots observed. A
mmmmum of 2000 spermatozoa were analyzed for each sample using a Zeiss AxioPlan

Microscope.

Statistical analyses

An independent chi-square test was nsed to compare the percentages of spermatozoa stained
with annexin V-FITC before and after MACS separation. The same test was used to compare:

- the percentage of spermatozoa with DNA fragmentation
- the pumber of spermatozea with normalbalanced chromosomal content and

chromeosomally unbalanced content before and after MACS separation.

To compare the number of chromosomally unbalanced spermatozea produced by different
segregation modes we used an independent chi-square test or the Fisher's exact test if the
expected numbers were below 3. The data was analyzed online nsing the BiostaTGV software
(http:/'mame u 707 jussien frbiostatgw). A value of p = 0.03 was considered to be sigmificant.

Results

Patients

Ten male camers of a stuctural chromosomal abnormality were included m the smudy. The
karyotypes of the patients are shown i Table 1. There were 3 patients with a Fobertsonian
translocation (P1 to P3), and 7 patients with & simple balanced reciprocal translocation (P4 to
P10).

[243]
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Semen analvsis

The summary of the basic semen parameters on raw semen samples before freezing are
presented in Table 3. Sperm concenfration ranges were between 14 4 millions/mL {P9) and
151 millions/ml (P2}, the percentage of progressive motility ranged from 33% (P3. P7, P9
and P10} to 60% (P2).

Evaluation of apoptotic spermatozoa with annexin V-FITC

Data concerning the percentage of apoptofic spermatozoa before MACS separation and in the
anmexin V- and V+ fractions after MACS separation are summarized in Table 4. For all
patients, the percentage of apoptetic spermatozoa is lower in the annexinV- fraction (average:
20.72 =+ 7.45%) and higher in the annexin V+ fraction {average: 80.38 = 7.44} as compared to
the frozen-thawed semen sample (average: 30.32 = 9.34).

Analysis of DNA fragmentation using TUNEL assay

Diata concerning the percentage of DNA fragmentation for each patient at each step of the
study are summarized m Table 3. For the 10 male cammers of a stmictural chromesomal
abnormality. the percentage of DNA fragmentation after freeze-thaw vared between 7.2%
(P2) and 20.6% (P6). For 6 patients, the rates of DNA fragmentation were statistically
significantly higher after mcubation with BB 13X + annexin V microbeads than for the frozen-
thawed semen sample. The rates of DNA fragmentation were statistically significantly lower
in the annexin V- fraction than after incubation with BE1X + annexin V microbeads except
for P8, and conversely, we observed a statistically sigmificantly higher rate in the annexm V+
fraction than after incubation with BB 1X + annexin V microbeads for 7 patients (P2, P3_ P4,
P7. PO and P10). There was a statistically significant difference for DNA fragmentation rates

in the annexin V- fraction as compared to the annexm V+ fraction except for P6.
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Analvsis of metotic segregation by FISH

Begarding the normal/balanced spermatozoa products of altemate segregation. the frequencies
after freeze-thaw vaned from 78.06% (P3) to 83.37% (P2) for patients with a Roberstoman
translocation and from 36.39% (P10) to 48.36% (P3) for patients with a balanced reciprocal
translocation (Table 6, Figure 2} When compared to raw semen there was a stafistically
significant increase of normal/balanced spermatozoa in the annexin V- fraction for all patients
{p = 0.03) after MACS. On the other hand, we observed a statistically significant decrease in
the annexin V+ fraction for P1. P4, P6. P7. P2, PO and P10. For all patients. we observed a
statistically sigmficant difference (p = 0.05) between the annexin V- and annexin V+ fractions
with a majonity of normal or balanced spermatozoa in the first group. and a majority of
unbalanced spermatozoa in the second group.

Conceming the population of unbalanced spermatozea. the results from FISH stadies are
summarized in Table 6 and illustrated in Figure 3. After MACS, the proportion of unbalanced
spermatozoa from each of the segregation modes decreased significantly in the annexin V-

fraction and mereased significantly m the annexm V+ fraction.

Discussion

In this study, we analyzed apoptotic spermatozoa nsing annexin V-FITC, DNA fragmentation
and the meiotic segregation on total ejaculate and on selected spermatozoa after MACS, 1n 10
men with a structural chromesomal abnommality.

Conceming the analysis using annexin V-FITC, we found an average of 29.72% apoptotic
spermatozoa in the annexin V- fraction versus 80.38% in the annexin V+ fraction with a
significant difference when compared to the frozen-thawed semen samples. Our results are
similar to those descrnibed in the hterature [15, 22 24]. Paasch et al analyzed the separation
effect of MACS 1n donor sperm with flow cytometry using FITC-conjugated anfi-annexin V
antibodies and found an average of 3.2% = 1.0% labeled spemmatozoa in the ammexin V-
fraction wversus 7T22% = 2.7% labeled spermatozoa in the annexin V+ fraction [25]. The
presence of annexin V-FITC+ spermatozoa in the annexin V- fraction could be due to

unspecific binding or an msufficient number of beads to retam them m the column. Glander
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and Schaller showed that the primary structural membrane of spermatozoa influences the
ability of annexin V to detect P5 [246].

Concerning the analysis of DNA fragmentation data showed that for & patients the rates of
DNA fragmentation were statishically siomficantly higher after incubation with BB 1X (+
annexin V microbeads) than for the frozen-thawed semen sample. The BE1X has no influence
ol gpoptosis - it does not induce DNA fragmentation. BB1X allows better accessibility and
better mtegration of TdT and labeled dUTP during TUNEL (data not shown).

Owur results are comparable with those descmbed in the literature. with the rate of DNA
fragmentation statistically sipmificantly lower after MACS separation in the annexmin V-
fraction than before MACS separation and conversely, statistically significantly higher in the
annexin V+ fraction than before MACS separation [19. 20, 22].

Camriers of a constitutional stuctural chromosomal abnormality are a particular group of
mfertile men who produce a high rate of chromosomally unbalanced spermatozoa i their
ejaculate [27]. For Robertsonian translocations the altemate mode, which is the only mode
which leads to the production of chromosomally normal or balanced spermatozoa, prevailed.
P1, P2 and P3 produced 79.99%, 28337% and 78.06% alternate modes respectively. results
which are comparable to the more than 735% normal or balanced spermatoroa produced
reported in the hiterature [28-31]. Reciprocal ranslocation carmers produced between 18.6%
and 80.7% normal or balanced spermatozoa [1. 8, 32. 33] which corroborates our result for
our seven other patients with 36.39% (P10) to 4236% (P3). FISH techmque 1= frequently
used for the analysis of meiotic segregation in spermatozoa of translocation carmers [34-37] to
estimate the number of unbalanced spermatozoa i each patient, thus providing information
about the reproductive risks. Indeed tramslocation carmiers are at a high nsk of repeated
miscamages and the birth of children with chromosomal sbnomalities [6, 7). It thus seems
important to eliminate unbalanced spermatozoa m order to reduce the reproductive msk
associated with repeated miscarriages and the birth of children with chromosomal
abnormalities in this population of infertile men

To the best of our knowledze, only five publications have reported techniques for the
selection of normal or balanced spermatozea in franslocation carmers. Two studies evaluated
the potential of motile sperm organelle morphology examination (MSOME) for selecting
normal or balanced spermatozoa. They evaluated the unbalanced spermatozoa rate i the total

ejaculate and after MSOME in 9 tranzlocation camers (6 men camying a reciprocal

[246]



i
P P PR DU S ST TN [N PR [ JOY AR AU N I

[ S
Hoorwm o -1 i

T T O R S (I B S Sy
o

w

3 g
N L]

3G G G G O G
LR TS R N TR RS PR [ Y S PU |

A8

GHode

aon

aein inogn in
[SURNLTS IS (R IS P AT IR Sy PR B B P e T e

@ o e

[a]]
v

(Bl
oo

translocation and 3 men with & robertsonian manslocation) [38], and m 6 men with a
reciprocal translocation [39]. Both studies concluded that MSOME could not be used to select
normal or balanced spermatozea in men with a comstifutional chromosomal abnormality.
However, Vozdova et al., evaluated the effect of swim-up (SU) and hyalurenan (HA)-binding
method on the frequency of wmbalanced spermatozoa m 6 reciprocal tramslocation carmers.
They found a significantly lower frequency of unbalanced spermatozoa using this method
[40]. In 2014, a sudy reported a decrease of unbalanced spermatozea from 63 6% to 52.3%
with disconfinuons gradient centmfugation (DGC) 1n a reciprocal translocation camier, with
the birth of a child camyang the balanced patermal translocation following infrauterine
insemination [41]. Another recent study evaluated the potential selection of normal or
balanced spermatozoa with the hypo-osmotic swelling test in 15 translocation cammers (10
men carmying a reciprocal translocation and 3 men with a Robertsonian translocation), and
chtamed an imwportant decrease m the propertion of unbalanced spermatozoa after selection
[42]. Nevertheless, this technique is comphicated and interpretation is difficult and sometimes
subjective,

To the best of our knowledge. only two studies have worked on the effects of MACS on
sperm anevploidy rate in patients with a normal karyvotype [24. 43]. These studies reported
that processing samples through MACS decreased sperm aneupleidy rates in the anmexin V-
fraction: Moreover they compared the aneuploidy rate i the annexm V- and V+ fractions and
concluded that aneuploid sperm cells are preferentially retained n the MACS column [43].
Our study is the first of its kind to evaluate the rate of nermal or balanced spermatozoa and
unbalanced spermatozoa after MACS m the two fractions of annexm V- and annexin V+ for
patients carmying a constitufional stmactural chromesomal abnormality. We observed a
significant mecrease of normal or balanced spermatozoa m the annexmn V- fracton and a
significant decrease m the amnexin V+ fraction and there is always a significant difference
when companng the two fractions.

We also analyzed the mpact of MACS on the different segregation medes m unbalanced
spermatozoa. In the literature, for Robertsonian translocation carriers the segregation mode
producing unbalanced spermatozoa with disomies and nullisomies for chromosomes invelved
mn the translocation are adjacent and 3:0 [1]. In reciprocal translocation camers, the
unbalanced spermatozoa result mainly from the adjacent I, adjacent IT, 3:1 and 4:0 [1]. Owr
results are concordant with these data, except for PS5 and P2, where the predomunant
segregation mode for imbalanced spermatozoa was 3:1 at 30.83% and 54.01% respectively.
This phenomencn has already been reported in previous studies [1. 9]. Regarding the different

9
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meictic segregation modes producing unbalanced spermatozoa. we always found a significant
difference between the annexm V- and annexin V+ fractions. always m favor of annexin V-
with a significant decrease of unbalanced spermatozoa. We concluded that there is no
preferential selection depending on the type of chromosomal imbalance.

MACS is a simple techmique, without deleterious or magnetic effects detectable on the
spermatozoa due to their passage in the separation colummns [17]. Microbeads do not affect
cell viability and are bicdegradable [44]. Since 2010, many healthy offspring have been
reported with the use of MACS as a sperm selection technique with ICSI [45-48]. Moreover
in 2017 Romany et al. did a randonmized control frial on 237 couples with hiveborn children
concelved through the association of MACS and ICSL They concluded that thers were no
noticeable differences in obstetric or perinatal events when MACS 1s used [48]. However,
further research 15 needed to verify the presence of freely floating microbeads in the annexin
V- fraction on the plasma membrane of the spermatozoa, and long term effects on the health
and development of children.

To conclude, after MACS separation m our siudy we observed a significant decrease of
apoptotic spermatozoa, DNA fragmentation and chromosomally unbalanced spermatozoa in
the annexin V- fraction and inversely a significant increase in the annexin V+ fraction. These
results consolidate the hypothesis that this technigue tends to retaim unbalanced spermatozoa
and improve the selection of normal or balanced spermatozoa for ART. It strengthens our
hypothesis of an aborfive apoptosis initiated in the testis.

MACS 15 thus a promising tool for use in selecting healthy spermatozoa with a normal or
balanced chromosomal content which can be used in assisted reproduction techmique (ART)
such as ICSI in males with a structural chromosomal abnommality and alse for use m selecting
spermatozoa with a nommal or balanced chromosomal content before preimplantation genetic
diagnosis in these patients. It could reduce the nisk of miscarriage and increase the chance of

achieving a successful pregnancy.
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Table 1: Karyotype of ten male carmiers of robertsonian or reciprocal translocations

Table 2: Mix of probes used to perform FISH on spermatozoa of ten male camiers of
robertsonian or reciprocal translocations

Table 3: Data on sperm parameters for raw semen samples from each individual

Table 4: Percentage of spermatozea snnexin V-FITC+ in the different fractions for each
patient

Table 5: Percentage of DNA fragmentation (TUNEL %) in frozen-thawed semen sample,
after incubation, in the annexin V- and V+ fractions

Table 6: Data of the meiotic segregation by FISH
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Figure 1: Flow diagram of the overall experiment design

Figure 2: Percentages of chromosomally balanced and unbalanced spermatozoa m the semen
sample and annexin V- and amnexm V+ fractions for the 10 patents with a stmuetural
chromosomal abnormality

Figure 3: Vanations of the different segregation modes from unbalanced spermatozoa before
and after MACS (annexmm V- and smnexm V+ fractions) m ten male camers of structural
chromozomal abnormalities
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Table Click here to download Table Tables JARG.docx £

Table 1: Karyotype of ten male camiers of robertsonian or reciprocal ranslocations

Patient Karyotype

Pl 45.3Y xobfl3; 14)(qld:qL 0}
P2 45 XY rob{14;15)ql0q1 ()
f 45 3Y robf13;14)(ql0:qL )
P4 46. XY 0(4;120(q31:023)

Ps 46. X1 #(9;12)(q31:p12)

P& 46, 0¥ H1:15Mp22 2021 1)
P7 46. XY #(11;13Kq22 1;921 2)
P3 46.3Y #(13;19Kql2:q13.3)
B3 45X Y H1:2(pllpll:2)
F1d 456 30Y H2:9%p24p21)

Table 2: Mix of probes used to perform FISH on spermatozoa of ten male carmiers of
robertsonian of reciprocal ranslecations

Panent Mix of probes used for FISH analyses

. B BACs pool on 13933 3 (Green), BACs pool on 14932 35 (Orange). CEP18 (Aqua)

P2 BAC: pool on 14q32 .33 (Green}, BACs pool on 13q26.3 {Orange), CEPS (Aqua)

B3 BACs pool on 13933 3 (Green), BACs pool on 1493235 {Change). CEPS (Aqua)

P4 BAC: pool on 4922 1 (Aqua), BAC: pool on 4934.1 (Green), CEP12 (Orange)

j 3 BACs pool on 9g34 (Green). BACs pool en 12p13.33 (Aqua), CEP12 (Orange)

P& BAC: pool on 1p36.33 (Oange), BACs pool on 1924.1-24 2 (Agua), BAC: pool on 15q26.3 (Green)
PT BAC: pool om 11g23 (Oranze), BACs pool on 13q14.3 (Green), BACs pool on 13g33.3 (Aqua)

P3 BACs pool on 13g33.3 (Green), BAC: pool on 19p12-p13.11 {Orange}, BAC: pool on 1%q13 41 (Aqua)
5 BACs pool on 1p36.33 (Oranze), BACs poolon 1924.1-24 2 (Aqua), BAC: pool on 22g11.23 (Green)
P10 BACs pool on 2p25.3 (Green), BACs pocl on 29373 (Orange), BAC: pool on 9g34.12-934.13 (Aqua)

Table 3: Data on sperm parameters for raw semen samples from each mdividual

Padent Veolume (mL} Concentration (AlmL} Mlobility (a+b+c)
Fl 3.2 30 35
P2 21 151 45
P3 3.2 196 35
P4 3.2 117 41
P: 53 30 55
s 2.8 108 40
BT 42 42 35
PS 2.5 45 &0
PO 81 144 35
Fli 35 15 35
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Table 4: Percentage of spermatozoa annexin V-FITC+ in the different fractions for each

paftient
Panent Frozen-thawed Fracton of Fracdon of
semen sample (%a) annexin V- (%9) annexin V= (%)

Fl 574 19.6 ? 642

P2 56.0 326 836

P3 546 332 714

Ps 380 14.2 856

Ps 728 36 g8

Pa 672 354 834

BT 580 306 698

) 63.2 184 B4 8

P2 648 376 862
P10 612 253 688
Avernge 5932 934 072745 80358744

Amnnexin V-FITC+ spermatozoa sipnificanily decreased fom frozen-thawed semen sample fo
the fraction of ammexin V- and increazed in the fraction of annexin V+ {p < 0.03)

Table 3: Percentage of DNA fragmentation (TUNEL %) in frozen-thawed semen sample,
after incubation, in the annexin V- and V+ fractions

Patent Frozen-thawed After Eraction of Fraction of Between fraction of
zemen sample (%) Incubadon (%) anoexin V-({%) aonexin V= (%) apnexin V- and V=

Pl ' 15 13% 92%% a8 i

B2 T2 218% TA%¥ 31.2%% ioid

B3 188 206 14+% 34 B*+ %

P4 162 13 4% 16 1+ 3g.2%s %

Bs 184 37 18.6%% 2544 E

Fa 206 238 20 214 NS

7 18.2 228 Q4% 34== i

Pi 15 21.2% 10 24 i

§ ) 148 254% 135 37 %= Ak

Fl0 14 17.2 9.4%= 32.5%= i

Average 1582 =393 2362 £ 5.19 1272+ 4 36%* 30.74 = 5 20%= ¥k

* Sigmificant difference when compared to the fozen-thawed semen sample {p < 0.03) ** significant difference whan
compared to after incubaton {p < 0.05) *** significant difference when companng the anrexin V- and V+ fractions (p <
0.05 and W5: no significant

[ B%]
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Table 6: Data of the meiotic segregation by FISH

Modes of meiotic segregation

Semen sample

Fraction of annexin V-

Fraction of annexin V+

Berween fraction of annexm V- and V+

Alternate (%2) 79.99 £8.03* 75* i
Adjacent (%) 18.32 11.14% 21T **
Pl F:0(%) 0.47 0.43 1.87* L5
Dapload (%) 047 0.2* 1.1* **E
Others (%) 0.24 g2 026 NS
No of spermatozoa analysed 2534 2531 2728
Alternate (%) 83.37 00.2* 8243 **
Adjacent (%) 144 8.5% 1423+ NS
3 3:00%) 032 0.1 015 NS
Dapload (o) 1.29 1.05 2:1* i
Orihers (%) 0.74 Q15 1.1 i
No of spermatozoa analysed 2021 2002 2003
Alternate (%) TE.06 85.64% g093* *5
Adjacent (%) 19.55 10.72% 16.72* 5
P3 3-00%) 04 04 083 NS
Diploid (%) 1.74 0.1* 1.03 i
Others (%) 025 0.15 0.49 NS
No of spermatozoa analysed 2010 2024 2045
Alternate (%) 4427 62, T 71* 31.63* 5
Adjacent I (%) 3643 27.58% 51.99 *E
P4 Adjacent I1 (%) £.64 477* 7.19 **
3 135 3.66% 6.81* 2
Diaploady or 4 : 0 (%) 0.91 0.59 2.16* *z
Oihers (%) 235 0.63* 0.21* **
No of spermatozoa analysed 2627 2705 2864
Alternate (%) 4896 66.]16% 50077 *x
PE Adjacent (%) 013 0.04 0.16 NS
Adjacent IT (%2} 018 0.19 0.2 NS
310 50.83 3338 48.64% **%
Diploady or 4 : 0 (%) 0.07 0.19 0.24 NS
Others (%a) 041 0.04# o* NS
No of spermatozoa analysed 2767 2651 2531 NS
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Alternate (%5) 37.75 54.76* 17.63% e
Adjacent T (%) 3240 30.13 36.21 o
P& Adjacent IT (%2} k612 10.06% 22.]15% *%
31 ) 1275 4.76% 12.64* =
Diplotdy or 4 - 0 (%) 0.79 019+ 1.08 i
Dihers (%) 01 0.1 29 NS
No of spermatozoa analysed 2016 2078 2041
Alternate (%) 43.13 60.54% 3307=* i
Adjacent I (%) 3563 31.84% 43 6% =
P7 Adjacent II (%) 7.55 347* 6.95 RE
3:1 (%) 12,04 347+ 1444+ b
Diplotdy or 4 - 0 (%) 1.45 053* 1:52 *#
Orihers (%) 04 0.14 041 NS
No of spermatozoa analysed 2001 2073 2431
Alternate (%) 37.24 50.84% 30.17% e
Adjacent I (%) 112 0.1* 0.35* NS
P3 Adjacent IT (%2} 52 2.42* 9.76* 2
6 2 0 54.01 3577 5461 *t
Dipleady or 4 -0 (%) 214 1.58* 337+ **
Crihers (%) 0.29 0.3 1.73* A
No of spermatozoa analysed 2057 2027 2254
Alternate (95) 4407 58.02# 3921* %
Adjacent I (%) 2001 18.42 1731* HS
Py Adjacent IT (%) 19.66 1693% 24 67% ¥+
31 (%) 149 6.19% 17.18% *E
Diplosdy or 4 - 0 (%) 0.49 035 1.19* s
Others (%5) 0.78 0.1* 0.44 *k
No of spermatozoa analysed 2040 2020 2270
Altermiate (%) 3639 53.78% 31.65* g
Adjacent I (%0} 31.51 26.41% 3228 *E
Pl Adjacent IT (%) 21.01 15.44% 2433* =
3:1 (%) 986 4.04* 10.86 =
Diploidy or 4 - 0 (%) 0.5 0.05% 039 i
Dihers (%) 075 0.28* 048 NS
No of spermate-oa analysed 2009 2105 2063

* Significant difference when compared to the semen sample (p < 0.03) ** sipnificant diference when companne the annexin V- and V+ fmctions {p < 0.05) and N5 oo significant
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Figure 1: Flow diagram of the overall experiment design
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B Balanced or normal spermatozoa | %) OUnbatanced spermatozoa (%)

Semen sample
Fraction of annewin V-
Bl Fraction of annexin V-

Semen sample
Fraction of annexin -
Fraction of annexin ¥+

Semen sample
Pi Fraction of annexin V-
Fraction of annexin ¥+

Semen sample
P4 Fractiom of anmexin V- 52 77 ke ik ]
Fraction of annexin ¥+

Semen sample
P Fraction of annexin V-
Fraction of annexin ¥+

Semen sample
Pa Fraction of anmexin V-
Fraction of annexin V=

o Semen sample
Fi Fraction of annexin -
Fraction of annexin ¥+

Semen sample
P8 Fraction of annexin V-
Fraction of annexin ¥+

Semen sample
F3 Fraction of annexin V-
Fraction of annexin V=

Semen sample
P10 Fraction of annexin -
Fraction of annexin ¥+

TOTAL Semen sample

Fraction of annexin V-

Fractionof annexin V= [ T T 00 0 00 0000 0000000000 STty

Balanced or normal spersmtoroa ) spnificanthy mcroaced from the semen sample to tha fraction of axmews V- for 2]l patents (p= 0.07) and dacrasced from the semen wampls to the fracton of axmerin V+ for P1, P4, PS, P7, PE.PR and P10 (p
o5

Figmre 1: Percentages of clhromosomally balanced and unbalanced spermatozoa mn the semen sample apd annexin V- and sonexin V+ fractions for the 10 patents with 2 struchurzl
chromosomal sbnormality
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Annexe 5 : Communications orales et écrites

Communications orales :

El Fekih, S, Tous, C., Gueganic, N., Brugnon, F., Ben Ali, Bujan, L., Douet-Guilbert, N.,
Morel, F., Perrin, A. (2018). MACS : une méthoddicgice pour diminuer le nombre de
spermatozoides a ADN fragmenté et chromosomiquenhesgquilibrés. XXIV™ Colloque
de I'Association des Cytogénéticiens de Languedaiaa.

El Fekih, S, Tous, C., Gueganic, N., Brugnon, F., Ben Ali, Bujan, L., Douet-Guilbert, N.,
Morel, F., Perrin, A. Apports du tri magnétiquegpermatozoides chez des hommes porteurs
d’'une anomalie chromosomique de structure. SocMtrocaine De Fertilité et de
Contraception. (9 et 10 novembre 2&L8 invitation).

Communications écrites :

El Fekih, S, Tous, C., Gueganic, N., Brugnon, F., Ben Ali, Bujan, L., Douet-Guilbert, N.,
Morel, F., Perrin, A. (2018). MACS : une méthoddicaice pour diminuer le nombre de
spermatozoides & ADN fragmenté et chromosomiquediésgéquilibrés. 23%journées de la
Fédération Francaise d’Etude de la ReproductiomLiorre des résumés.

El Fekih, S, Tous, C., Caire-Tetauru, E., Gueganic, N., Bamgr., Ben Ali, H., Bujan, L.,
Douet-Guilbert, N., Morel, F., Perrin, A. (2018)ragmentation de 'ADN et équipement
chromosomique dans les spermatozoides apresl|tiase chez des hommes porteurs d’une
anomalie chromosomique constitutionnelle®™fgournée des jeunes chercheurs en santé,
Brest.

El Fekih, S., Caire-Tetauru, E., Tous, C., Gueganic, N., D@eelbert, N., Beauvillard, D.,
Ben Ali, H., Perrin, A., Morel, F. (2017). Apport! tri magneétique de spermatozoides chez
des hommes 46,XY présentant un taux élevé de fragtien de I'ADN spermatique. 22°°
journées de la Fédération Francaise d’Etude depad®uction Tours. Livre des résumés.

Caire-Tetauru, E.El Fekih, S., Brugnon, F., Tous, C., Gueganic, N., Douet-GarilpbN.,
Beauvillard, D., Ben Ali, H., Bujan, L., Perrin, AMorel, F. (2017). Diminution du taux de
spermatozoides chromosomiquement désequilibréss apirécellulaire chez des patients
porteurs d’une anomalie chromosomique de struct@E”® journées de la Fédération
Francaise d’Etude de la Reproduction Tours. Li\a® idesumés.

Caire-Tetauru. E.EI Fekih. S, Brugnon. F., Tous. C., Beauvillard. D., Ben Ali, Perrin.
A., Morel. F. (2017). Apports du tri cellulaire depermatozoides chez trois hommes
infertiles porteurs d’'une anomalie chromosomiquesttecture. 17" journée des jeunes
chercheurs en santé, Brest.

El Fekih. S., Tous. C., Caire-Tetauru. E., Beauvillard. D.nB¥i. H., Perrin. A., Morel. F.,

(2017). Tri magnétique de spermatozoides chez @dnpainfertiles. 17"®journée des jeunes
chercheurs en santé, Brest.
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Résumé : L'infertilité concerne 8 a 12% des
couples en age de procréer. Face a ce probleme,
des prises en charge médicales peuvent étre
proposées comme la fécondation in vitro (FIV) et
l'injection intracytoplasmique de spermatozoide
(ICSI). Toutefois, le taux d’échec de ces techniques
reste relativement élevé.

Dans la premiere partie, I'impact des facteurs
maternels et paternels sur les résultats de 194
cycles de FIV et 586 cycles d'ICSI a été étudié.
L'age maternel, le nombre d’ovocytes ponctionnés et
matures influencent principalement les résultats. Ni
l'age paternel ni les paramétres spermatiques
(numération et mobilité) ne s’associent
significativement a I'échec des techniques
d’assistance médicale a la procréation (AMP). Seule
la morphologie du spermatozoide injecté a une
influence sur la fécondation en ICSI.

assistance médicale a la procréation, fragmentation de I’ADN, anomalie chromosomique, tri

En deuxieme partie, I'apoptose, la fragmentation
de 'ADN et le contenu chromosomique avant et
aprés tri cellulaire a l'aide des microbilles
magnétiques ont été étudiés chez des hommes avec
un taux de fragmentation de I'ADN spermatique
anormal et chez des hommes porteurs dune
anomalie chromosomique constitutionnelle. Une
diminution  significative  des  spermatozoides
apoptotiques avec un ADN fragmenté et
chromosomiquement déséquilibrés a été observée.
Le tri cellulaire aboutissant a une sélection de
spermatozoides de meilleure qualité pourrait
s’avérer une méthode de référence pour 'AMP.

Dans une troisieme partie, un protocole fiable a
été élaboré pour étudier le transcriptome des
spermatozoides.

La mise au point de ces technologies permettra
de mieux comprendre les causes d'échec des
techniques d’AMP et ainsi améliorer leur taux de
réussite.

Impact of maternal and paternal factors on the results of IVF / ICSI and genetic investigations on the

spermatozoa of infertile men

Keywords:
sorting, spermatic RNA

Abstract : Infertility concerns 8-12% of couples of
reproductive age. Various medical treatments such
as in vitro fertilization (IVF) and intracytoplasmic
sperm injection (ICSI) are available to address this
problem. However the rate of failure of these
procedures remains relatively high.

In the first part of this work the impact of maternal
and paternal factors on the results of 194 IVF cycles
and 586 ICSI cycles was studied. Results are mainly
affected by maternal age, the number of oocytes
retrieved and the number of mature oocytes
collected.  Neither paternal age nor spermatic
parameters (number and mobility) are significantly
associated with the failure of Assisted Reproductive
Technologies (ART). Only the morphology of the
sperm injected during ICSI influences fertilization
rate.

assisted reproductive technologies, DNA fragmentation, chromosome abnormality, magnetic

In the second part of this work apoptosis, DNA
fragmentation and the chromosomal content before
and after cell sorting with magnetic micro beads
were studied in men with an abnormal level of sperm
DNA fragmentation and in men with a constitutional
chromosome abnormality. A significant decrease of
apoptic spermatozoa with fragmented DNA and
chromosome imbalance was observed. Thus cell
sorting leading to the selection of better quality
spermatozoa could become a reference method for
ART.

In a third part of the work a reliable protocol for
the study of spermatic transcriptomes is designed.

The development of these technologies will lead
to a better understanding of the underlying causes of
ART failure and thus increase the success rate.



