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INTRODUCTION



1. INTRODUCTION

L’infertilité est définie par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
comme I’incapacité d’un couple a obtenir une grossesse évolutive apres plus d’une
année de rapports sexuels réguliers, non protéges et sans contraception. L’infertilité
est un probléeme majeur de santé publique car elle touche environ 48 millions de

couples et 186 millions de personnes dans le monde (1).

L'Afrigue est le continent le plus touché par l'infertilité. En effet,15 a 30% des
couples africains rencontrent des difficultés a concevoir (contre 5 a 10% pour le reste
du monde) (1). Dans un continent ou la virilité de I'hnomme est souvent confondue
avec la capacité a faire des enfants, I’infertilité masculine reste un sujet tabou.
Longtemps considérée comme un probléme purement féminin, aujourd’hui, il a été
démontré que I’infertilité masculine se révele étre la cause d’un tiers de celle du

couple (1).

Les causes de I’infertilit¢é masculine sont multiples, et la fragmentation de
I’ADN spermatique est considérée comme I’une des plus fréquentes. De multiples
¢tudes portant sur I’intégrité de I’ADN des spermatozoides ont mis en €vidence un
taux d’ADN fragmenté plus ¢€levé dans les spermatozoides d’hommes infertiles
(2,3). En outre, il a été rapporté qu’un niveau élevé de fragmentation de I’ADN
spermatique peut compromettre la conception (naturelle ou par les techniques de
procréation médicalement assistée) (4). Les dommages a I’ADN spermatique
peuvent entrainer des fragmentations et sont associés a plusieurs facteurs,
notamment les facteurs extrinséques tels que 1’exposition a la chaleur, le tabagisme,
les infections urogénitales, une inflammation, la varicocéle, la cryptorchidie, les
radiations ionisantes, les polluants environnementaux, et la chimiothérapie. Et les

facteurs intrinseques comme une maturation défectueuse des cellules germinales, le
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stress oxydatif, un exces de stress au quotidien et des carences micro-nutritionnelles

peuvent aussi étre associés a une fragmentation de I’ADN spermatique (5).

L’exploration de I’infertilit¢ masculine reste avant tout basée sur 1’analyse
conventionnelle du sperme : le spermogramme et le spermocytogramme. Toutefols,
I’évaluation de la concentration, la motilité, la vitalité et la morphologie des
spermatozoides ne peut pas refléter I’intégrit¢ de ’ADN des spermatozoides. C’est
ainsi qu’on retrouve chez 15% des individus infertiles une analyse normale du
sperme (6). Par conséquent, 1’analyse conventionnelle du sperme ne peut pas prédire
avec precision le potentiel de la fertilité masculine. Pour combler cette limite du
spermogramme, on a recours a d’autres techniques qui évaluent le nombre de

chromosomes et 1’intégrité de I’ADN des spermatozoides (7).

La technique de dispersion de la chromatine des spermatozoides (SCD) est
I’une des approches les plus utilisées dans la pratique clinique pour évaluer la
fragmentation de I’ADN spermatique. En effet, les spermatozoides ayant de I’ADN
fragmenté a plus de 30%, mesuré par la technique SCD, ont trés peu de pouvoir
fécondant et conduisent a des avortements spontanés (8). Malgré sa place
prépondérante dans 1’évaluation du pouvoir fécondant des spermatozoides et du
bilan de I’infertilité masculine, la technique SCD n’est pas encore pratiquée au Mali.
La présente étude consiste a d’abord faire la mise au point de la technique du test de
dispersion de la chromatine des spermatozoides (SCD) et ensuite d’évaluer le taux
de la fragmentation de I’ADN des spermatozoides au Mali. Cette étude nous
permettra donc de mesurer, pour la premiere fois au Mali, le taux de fragmentation
de I’ADN spermatique des hommes consultant pour une infertilité afin d’améliorer

leur prise en charge.
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2. OBJECTIFS

2.1 Objectif genéral

Déterminer le taux de fragmentation de I’ADN des spermatozoides chez les hommes

consultant pour une infertilité.

2.2 Objectifs spécifiques

> Effectuer la mise au point de la technique SCD au laboratoire au Mali.

> Appliquer la technique de dispersion de la chromatine spermatique (SCD) sur
les spermatozoides des hommes consultant pour une infertilité.

> Evaluer la fréquence de la fragmentation de ’ADN des spermatozoides.

» Corréler les données de fragmentation de I’ADN a celles du spermogramme.
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3. GENERALITES
3.1. Rappel anatomique du systéeme reproducteur male
L’appareil génital de I’homme comprend différents organes.
3.1.1. Testicules

Ils sont situés dans les bourses droite et gauche, coiffés par I’épididyme. Ils
sont divisés en lobules et contiennent des canalicules, des tubes séminiféres et des
cellules de Sertoli. Les testicules ont une fonction endocrine qui se traduit par la
sécrétion d’hormones sexuelles, essentiellement la testostérone, et une fonction

exocrine qui se manifeste par la production des spermatozoides (9).

Vessie / uretre
\ \ \ \
' \

Vésicule séminale

Canal éjaculatoire

Canal déférent Rectum

Urétre prostatique et Prostate

membranaire Glande bulbo-urétrale

Corps spongieux
pénis SI|EP _ Anus

Gland du pénis
Epididyme

Testicule
Scrotum

Figure 1: Coupe transversale de I’appareil génital masculin. Vue distale
Cette figure a été tirée et modifiée de la réference (10).
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3.1.2. Epididyme (organe paire)

Elle coiffe le testicule et est constituée d’une téte, a la partie supérieure un
corps qui commence a s’¢loigner et d’une queue détachée du testicule. L’épididyme

sert de lieu de maturation des spermatozoides.
3.1.3. Conduit déferent

Il mesure environ 40 cm et possede un diamétre de 2 a 3m. Il part du pole
inferieur du testicule et se termine par un renflement (I’ampoule déférentielle) sur
lequel s’abouche la vésicule séminale. C’est la voie par laquelle les spermatozoides

quittent 1’épididyme pour rejoindre les vésicules seminales.
3.1.4. Vesicules séminales

Elles sont situées a I’arriére de la vessie et au-dessus de la prostate et
interviennent dans la production du liquide séminal qui est le composant majoritaire

du sperme.
3.1.5. Prostate

Elle est localisée sous la vessie et entoure le carrefour uro-génital. La prostate
sécrete un liquide acide (le liquide prostatique) qui joue un réle complémentaire en

modifiant le pH des sécrétions séminales.
3.1.6. Canal éjaculateur

Il se situe dans la partie supérieure de la prostate. Au cours de 1’éjaculation,
le sperme passe par ce conduit pour ensuite emprunter 1’urétre et finalement sortir

par ’extrémité distale du pénis.
3.1.7. Peénis

Le pénis est I’organe de la copulation chez ’homme, il est situé en avant de
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la symphyse pubienne et au-dessus des bourses. Il est constitué de trois corps
érectiles dont deux corps caverneux et un corps spongieux dans lequel se trouve
I’urétre. Le corps spongieux se dilate a son extrémité formant ainsi le gland du pénis

qui est recouvert d’une peau fine et mobile appelé le prépuce.
3.2. Spermatogenése

La spermatogenese est le processus biologique par lequel les cellules
germinales appelées spermatogonies se transforment progressivement en
spermatozoides. Chez I’homme, elle débute a partir de la puberté et se poursuit toute
la vie. La spermatogénese se déroule principalement a D’intérieur des tubes
séminifeéres des testicules. Elle se déroule en trois phases : la phase de prolifération
des spermatogonies, la phase méiotique ou phase de maturation et la phase de

différenciation ou spermiogéneése.

3.2.1. Phase de prolifération des spermatogonies

Les spermatogonies A sont les cellules souches diploides situées a la base de
I’épithélium séminifére, elles subissent une succession de mitoses dont la premiére
aboutit a la formation des spermatocytes I. Elles s’auto-renouvellent également et
assurent le maintien des cellules germinales. Sur le plan morphologique on distingue

trois types de spermatogonies (9 ,11) :

-Les spermatogonies A (ou poussiéreuses), a noyau homogene et finement granuleux
sont de deux sortes : les spermatogonies Ap (pale) a noyau claire et les

spermatogonies Ad (dark) a noyau plus dense.

-Les spermatogonies de type B appelées croutelleuses a noyau pourvu de
chromocentres tres nets qui se multiplient par mitose en spermatocyte I. Cette phase

dure environ 27 jours.
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La phase de multiplication a donc deux objectifs. D’une part, elle assure le
maintien d’un pool de spermatogonies souches et d’autre part, elle entretient le

développement de la lignée germinale grace aux divisions.

,En ) conception
/f. 2n) (2n)
Spermatogonie
E.
=1 4 o —d .
& % F Fe e
& (2n) (2n) (2n) | 2n)
Y F o 1 Puberté
Spermatocyte I | 2n) (2n)
: |
g
lad
. (™) 6
Spermatocyte I Y ot 60-65
. jours
2 (n)+
g‘. ( n ( l:l‘ ) -':}I‘l )
o G - s
= zygote 2n) l
Spermatozoides
spermatogenése

Figure 2: Spermatogénese
Cette figure a été tirée et modifiée du site web ayant la référence (12).
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3.2.2. Phase de maturation

C’est la phase durant la laquelle les spermatocytes subissent la méiose c’est-
a-dire deux divisions successives qui vont entrainer la réduction de moitié du nombre

de chromosomes et la quantité¢ d’ADN.
3.2.2.1. Premiére division de méiose

La premiére division méiotique est une division réductionnelle. Chaque
spermatocyte | (46 chromosomes, deux chromatides) se divise pour donner deux
spermatocytes Il (23 chromosomes, deux chromatides) et cette premiére division
dure environ 22 jours. Elle est caractérisée par une prophase longue qui comprend
cing stades successifs : les stades leptoténe, zygoténe, pachyténe, diploténe et
diacinese (9,11).

Au stade leptoténe, les chromosomes s’individualisent et forme de longs
filaments. Chaque chromosome est répliqué et donc constitué de deux chromatides
sceurs attachées par un centromere. Au stade zygoténe, les chromosomes
homologues forment des paires. Chaque paire d’homologue appariée forme un
bivalent composé de quatre chromatides entrainant la formation des complexes
synaptonemaux. Au stade pachytene, les chromosomes se raccourcissent et
s’épaississent. C’est a ce stade que débute les échanges de materiel génétique entre
chromatides homologues (ou recombinaison, ou crossing over). Au stade diploténe
les homologues de chaque bivalent commencent a se séparer tout en restant collés a
certains endroits appelés chiasma. Au stade de la diacinese, la condensation des
chromosomes devient maximale permettant ainsi 1’identification des quatre

chromatides, des centromeres et des chiasmas.

La métaphase | fait suite a cette étape. Au cours de celle-ci, I’enveloppe
nucléaire disparait et le fuseau se forme. Les centroméres homologues de chaque
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bivalent se disposent de part et d’autre du plan équatorial. A I’anaphase | les
centromeres homologues migrent vers les deux poles opposés et les couples de
chromosomes homologues sont disjoints. A la télophase I les enveloppes nucléaires
se reconstituent autour des noyaux des cellules filles et une cytodiérése se suit. Les
cellules filles contiennent 23 chromosomes, un de chaque paire. Chaque

chromosome est dupliqué et constitué de deux chromatides sceurs.
3.2.2.2. Deuxiéme division de méiose

La deuxieme division méiotique est de type équationnel. C ’est la phase au
cours de laquelle les spermatocytes Il se divisent et forment chacun deux
spermatides (23 chromosomes, une chromatide). Cette phase est trés rapide d’autant
qu’elle dure moins de 48 heures. Par conséquent, elle explique le fait que les
spermatocytes Il soit tres rarement observés sur les coupes histologiques. A la
prophase 1, le fuseau se reforme et les chromosomes se disposent sur la plaque
¢quatoriale. A I’anaphase 11, les centroméres se divisent et les chromatides sceurs se
séparent. La membrane cellulaire se reconstitue autour des cellules filles. Ainsi, chez

I’homme une spermatogonie conduit a la formation de 4 spermatozoides.

Les anomalies de la répartition des chromosomes telles que les non-
disjonctions peuvent survenir au cours de la meiose. La méiose crée une tres grande

diversité génétique par la répartition au hasard des chromosomes.

3.2.3. Phase de différenciation ou spermiogénése
C’est le processus par lequel les spermatides se transforment en
spermatozoides capables de se déplacer et de féconder. Au cours de ce processus,

les spermatides subissent plusieurs changements notamment (9,11).

> La condensation de la chromatine nucléaire avec des protéines du noyau forment
la téte du spermatozoide.
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> La formation du flagelle qui permet la mobilité du spermatozoide.

» La formation de ’acrosome qui est tres riche en enzymes hydrolytiques
indispensables aux spermatozoides pendant leurs interactions avec 1’ovocyte lors

de la fécondation.

> L’élimination de 1’excés de cytoplasme des spermatides qui est versé comme

corps résiduel et phagocyté par les cellules de Sertoli.

» La formation du manchon mitochondrial de la piece intermédiaire. Les
mitochondries d’abord dispersées dans le cytoplasme se regroupent pour former

un manchon.

> Les modifications membranaires et la synthese des protéines cytoplasmiques

indispensable au déroulement de la fécondation.

Apres ces changements morphologiques, les spermatozoides, pas encore
mobiles, quittent 1’épithélium séminifére pour achever leur maturation dans
I’épididyme. On parle de maturation épididymaire. L’ensemble de toutes ces phases
dure environ 74 jours, c’est pourquoi il est recommandé¢ d’espacer les

spermogrammes de trois mois chez le méme sujet.
3.3. Controle hormonal de la spermatogenése

Le contr6le de la fonction reproductive masculine est assuré par plusieurs
hormones dont la sécrétion est régulée par des boucles de rétrocontrdle négatif.
L’hypothalamus synthétise la GnRH (Gonadotropin-releasing Hormone) qui gagne
I’antéhypophyse par le systeme porte hypophysaire. Cette hormone stimule la
libération des gonadotrophines FSH (hormone folliculostimulante) et LH (hormone
lutéinisante) qui agissent sur leurs sites testiculaires. La LH a des récepteurs sur les
cellules de Leydig et induit la synthése d’hormones stéroides, d’androgénes en

particulier la testostérone. La FSH induit la spermatogénése par ses effets sur les
|
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cellules de Sertoli. Elle induit également la synthése d’inhibine, d’une protéine
transporteuse de testostérone, ABP (Androgen Binding Protein) et de hombreuses
autres substances. Ainsi, la concentration de testostérone dans les testicules est
élevée, condition nécessaire a la spermatogénese. La testostérone circulante exerce
un rétrocontrdle négatif en inhibant la sécrétion hypothalamique et antéhypophysaire
(9,112).

3.4. Structure et morphologie du spermatozoide

Le spermatozoide est une petite cellule mesurant 3um de large et 60 um de long,

formés de trois parties principalement : la téte, le col et le flagelle.
3.4.1. Téte

Elle est constituée d’un noyau et d’un acrosome. Le noyau occupe la majeure
partie de la téte et il contient le matériel génétique extrémement condense. Il est
recouvert sur ses deux tiers antérieurs par 1’acrosome. L’acrosome est une vesicule
aplatie qui recouvre les 2/3 supérieurs du noyau. Il contient de nombreuses enzymes
hydrolytigues comme la glucuronidase, hyaluronidase, phosphatase acide, N-
acetylglycosaminidase, protéinases neutres etc. Ces enzymes permettront aux

spermatozoides de traverser les enveloppes de 1’ovocyte.
3.4.2. Col

Il est la zone de jonction entre la téte et le flagelle, composé d’un appareil

centriolaire et d’une piéce connective.
3.4.3. Flagelle

A partir du col, on distingue sur sa longueur trois parties notamment la piece
intermédiaire, la piéce principale et la piéce terminale. Le flagelle grace a ses

mouvements ondulatoires permet aux spermatozoides de se déplacer.
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3.5. Sperme

Le sperme est un liquide blanchatre, d’aspect gélatineux, produit par
I’appareil génital masculin lors de 1’éjaculation et contenant les spermatozoides en
suspension dans un liquide qui est un mélange des secrétions des différentes glandes
genitales male. Il contient également de nombreuses cellules souches, cellules
épithéliales, macrophages, polynucléaires, hormones de croissance, sucres (fructose
et sorbitol), protéines, et oligoéléments. Le sperme est normalement stérile, c'est-a-
dire sans germes. Selon I’OMS, le volume normal du sperme est compris entre 1,5-
7 ml. Ce volume avec une densité en spermatozoides supérieure a 15 millions de
spermatozoides par millilitre est considéré comme normalement fécondant. Par
conséquent, des valeurs inferieures a la norme ne sont pas toujours synonymes de
stérilité. De nombreuses pathologies peuvent atteindre la qualité du sperme, dont la
conséquence principale est un risque de stérilité. Les examens permettant d'étudier

la qualité du sperme sont le spermogramme et le spermocytogramme (9,11).
3.6.Structure de ’ADN des spermatozoides

L’ADN du gamete male, est une longue molécule fortement compactée.
L’ADN des spermatozoides est le plus densément compacté connu chez les
eucaryotes pouvant étre plus de six fois plus condensé que celui des cellules
somatiques. Au cours de la spermiogénése, les nucléoprotéines de types histones
sont remplacées par des protamines. La condensation de ’ADN est assurée par ces
derniéres qui sont des protéines nucleéaires se trouvant dans les petits sillons de la
double hélice de I’ADN. Deux protamines successives sont unies par des ponts
disulfures. Ce processus permet au noyau des spermatozoides de se condenser et de
devenir mature. Cette compaction trés importante correspond a la mise en place

d’une protection du noyau du gameéte aux différentes agressions auxquelles il va étre

|
THESE DE PHARMACIE BINTOU COULIBALY

14



soumis tout au long de son trajet, du tube séminifére jusqu’au cytoplasme ovocytaire.
Elles permettent aussi une augmentation de la vitesse de déplacement des
spermatozoides a travers les liquides et diminuent 1’apparition des dommages a
I’ADN. En effet, Dlaltération de la quantit¢é des protamines provoque une
condensation incompléte de la chromatine spermatique capable d’induire des
dommages a I’ADN qui pourront ensuite étre a I’origine des avortements spontanés

ou des échecs du développement embryonnaire a la suite d’une ICSI (13,14).
3.7. Fragmentation de I’ADN spermatique

L’évaluation des hommes infertiles repose toujours sur 1’analyse
conventionnelle du sperme, bien qu’elle ne prédise pas a elle seule avec précision le
potentiel de fertilite masculine et le succes des techniques de procréation assistée
(14). Ces dernieres années, il est devenu clair que le sperme des hommes rencontrant
des difficultés a concevoir peut avoir des niveaux éleves de spermatozoides avec un
ADN endommagé ou fragmenté (16-19). La fragmentation de I’ADN des
spermatozoides désigne les cassures simple brin ou double brin dans le génome des
spermatozoides. Les dommages a ’ADN des spermatozoides sont associés a une
infertilité masculine et diminuent les probabilités de conception a la fois naturelle
qu’assistée (20-22). En outre, la fragmentation de I’ADN peut étre associée a des
résultats de spermogramme et spermocytogramme normaux. Environ 15% des
patients infertiles ont un spermogramme normal (23). 11 a été suggéré que I’intégrité
de I’ADN des spermatozoides est un marqueur plus objectif de la fonction de ceux-
ci par opposition aux parametres standards tels que leur motilité (24,25). Des études
ont également montré une relation entre les dommages a I’ADN des spermatozoides
et le taux de reussite des fécondations in vitro (26). De plus, un rapport a indique
que les niveaux de dommages a I’ADN des spermatozoides >30% sont

incompatibles avec la réalisation d’une grossesse naturelle (27).
|
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3.7.1. Causes de la fragmentation de ’ADN des spermatozoides

L’intégrité de ’ADN des spermatozoides peut étre affectée au cours de la
spermatogenese. Habituellement, le taux de fragmentation est faible dans les
spermatozoides, mais pour des raisons diverses les brins d’ADN spermatique
présentent des cassures excessives. Plusieurs facteurs intrinséques (maturation
defectueuse des cellules germinales, apoptose abortive, stress oxydatif) et
extrinseques (exposition a la chaleur, tabagisme, polluants environnementaux,
produits chimio thérapeutiques) peuvent entrainer la fragmentation de I’ADN des

spermatozoides.
3.7.1.1. Apoptose abortive pendant la spermatogeneése

L homéostasie cellulaire est régulée par le développement et la différenciation
des cellules mais également par la mort cellulaire programmee : I’apoptose.
L’apoptose est indispensable lors d’une spermatogenese fonctionnelle dans le
testicule. Elle intervient dans le maintien du nombre de cellules germinales par
rapport au nombre de cellules de Sertoli. L’apoptose extrinséque est déclenchée par
la liaison du ligand FAS a un récepteur FAS activant ainsi la caspase 8 ou 10 (28).
Il en résulte alors une cascade d’activation protéiques aboutissant a la mort cellulaire
et la fragmentation de I’ADN. FAS est une protéine transmembranaire appartenant
a la super famille des récepteurs TNF et le systeme FAS-FAS Ligand joue un role
Important dans 1’élimination des cellules germinales apoptotiques dans les testicules
humains. L’apoptose garantie donc qu’aucune cellule germinale défectueuse ne se
difféerencie en spermatozoide, mais I’échec de ce processus peut entrainer
I’accumulation des spermatozoides exprimant des marqueurs apoptotiques dans le

sperme €jaculé. La présence des spermatozoides présentant des traits apoptotiques
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et une fragmentation de I’ADN suggeérerait alors qu’un processus d’apoptose a été

déclenché mais qu’il n’a pas atteint son but ultime.
3.7.1.2. Stress oxydatif

Il entraine la production des dérivés réactifs de l'oxygéne (DRO) encore
appelés radicaux libres oxygénés. Ce sont des molécules tres instables. On distingue
les DRO sous forme ionique (I’ion hydroxyle OH-, I’ion superoxyde O;-), et sous
formes de molécules (le peroxyde d’hydrogéne-H,O,, 1’acide hypochlorique-HOCL,
le peroxyde de lipides-LOOH et 1’0zone-O3). Ce sont des produits du métabolisme
cellulaire qui joueraient un role important dans le processus physiologique des
spermatozoides. Lorsqu’ils sont présents a des concentrations élevées, ils sont
capables d’entrainer des altérations au niveau de la membrane des spermatozoides
qui est trés riche en acide gras polyinsaturés, trés vulnérable a 1’oxydation et a la
peroxydation lipidique (29). Les DRO dans le plasma séminal proviennent de
diverses sources notamment les leucocytes (une leucospermie c’est a dire la présence
de plus de 1 millions de cellules a peroxydase positive par ml de sperme génere un
DRO capable d’endommager les spermatozoides), les cellules germinales
Immatures, le tabagisme, 1’alcool et les polluants environnementaux (30). De plus,
la fragmentation peut étre provoquée par des DRO indirectement par 1’intermédiaire
de sous-produits lipidiques tel que le 4-hydroxynonenol (4HNE) et le
malondialdehyde (MDA), qui produisent des adduits d’ADN tels que le 8-hydroxy-
2’-deoxyguanosine (§OHdG) entrainant des dommages a I’ADN en particulier sur
les sites ou la protamination est faible. Il est important de noter que la plupart des

dommages de I’ADN spermatique est induite par le stress oxydatif (31, 32).
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3.7.1.3. Maturation défectueuse

Au cours du processus normal de compactage de la chromatine des
spermatozoides, les cassures d’ADN qui he sont pas réparées entrainent la formation
d’ADN moins compact qui est susceptible d’étre endommagé par des facteurs
exogenes. Au cours de la spermatogenése, la chromatine est compactée par échange
d’histones avec des protéines de transition et des protamines (30). Ceci est facilité
par la nucléase endogene topoisomerase Il qui créent des cassures d’ADN pour
réduire le stress de torsion afin d’assurer le désassemblage des histones et
I’emballage de la chromatine (31,32). Si ces cassures ne sont pas réparées, une
altération de I’emballage de la chromatine peut entrainer une maturation défectueuse
et I’apparition de spermatozoides avec un taux de fragmentation éleve dans 1’éjaculat
(33,34).

3.7.1.4. Age avancé

La fragmentation augmente avec 1’age. Commencant en &ge de procréer et
doublant entre 20 et 60 ans (35). Ceci serait causé par une exposition élevée au stress
oxydatif, une maturation défectueuse et 1’apoptose qui se produisent avec le

vieillissement
3.7.1.5. Varicocele

Elle induit des lésions testiculaires par la dilatation des veines. La
fragmentation de I’ADN est la résultante de 1’augmentation de la température intra-
testiculaire et le flux rétrograde des métabolites rénaux et surrénaliens, ce qui

entraine le stress oxydatif et I’apoptose (36).
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3.7.1.6. Infections génitaux urinaires

Les infections génito-urinaires et la leucocytospermie subséquente entrainent

la fragmentation de I’ADN des spermatozoides.
3.7.1.7. Pollution

Certains  produits chimiques peuvent endommager 1I’ADN des
spermatozoides. Certaines études démontrent une augmentation du SDF avec la
pollution atmosphérique (37). L’exposition a des métaux lourds tels que le plomb,
le cadmium (38), le fenvalérate (insecticide synthétique) (39) et les pesticides
organophosphorés (40) peuvent causer des dommages a I’ADN des spermatozoides.
Le bisphénol A et le styréne présent dans le caoutchouc synthétique ou les polyesters

altérent également 1’intégrité de I’ADN des spermatozoides (41).
3.7.1.8. Tabagisme

Les hommes fumeurs ont un sperme de moins bonne qualité. Le tabagisme a
un impact négatif sur I’intégrité de I’ADN en raison des métabolites du tabac, tels

que la nicotine, le cadmium, le plomb et le benzopyréne (42).
3.7.1.9. Obésité

Les hommes obeses ont des niveaux plus élevés de stress oxydatif et de
fragmentation de ’ADN des spermatozoides par rapport aux hommes de poids
normal ou en surpoids (43). L’augmentation de la température du scrotum et les
troubles endocriniens sont considérés comme les mécanismes liant 1’obésité a

I’altération de la fonction des spermatozoides et la fertilité.
3.7.1.10. Diabete

Les hommes atteints de diabéete présentent des niveaux plus élevés de

fragmentation de I’ADN des spermatozoides a cause des DRO en association avec
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les produits finaux de glycation avancée qui sont des substances issues en générale

de la réaction entre un sucre et des résidus de protéines (44).
3.7.1.11. Rayonnements ionisants

Les produits chimiques génotoxiques, les médicaments radiomimétiques
peuvent également conduire a une fragmentation de I’ADN des spermatozoides. Les
ondes électromagnétiques, en particulier celles des téléphones cellulaires,
augmentent la production des substances oxygénées réactives mitochondriaux et la
formation d’adduits a I’ADN, causant des dommages a I’ADN (45).

3.7.2. Analyse de la fragmentation de ’ADN des spermatozoides

Differentes techniques peuvent étre utilisées pour évaluer la fragmentation de

I’ADN des spermatozoides.
3.7.2.1. Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

Le SCSA est une technique de cryométrie de flux qui permet la quantification
de la fluorescence émise par les brins d’ADN (21). En effet, la chromatine
spermatique fragmentée est susceptible de se dénaturer apres un traitement par une
solution acide ou par la chaleur, tandis qu’une chromatine normale reste intacte. La
chromatine pourrait étre colorée avec de 1’acridine orange qui posséde des propriétés
métachromatiques. Ainsi, I’ ADN double brin produit une fluorescence verte, I’ADN
simple brin dénature produit une fluorescence rouge. La cytomeétre de flux permet
de mesurer la fluorescence dans environ 5000 spermatozoides et de déterminer le «
DNA Fragmentation Index » ou I’index de fragmentation de I’ADN (DFI) (46).
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3.7.2.2. Test de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP Nick End Labelling)

Le principe de cette technique repose sur la liaison spécifique de TdT
(Terminal desoxynucleotidyl-transférase) aux extrémités 3-OH de 1I’ADN suivie de
la synthése d’une molécule polydesoxynucleotidique marquée. L’ADN est d’abord
dénaturé par un traitement protéolytique, puis la TdT est utilisée pour incorporer les
nucléotides triphosphates aux sites de cassures de I’ADN permettant ainsi de
quantifier les niveaux de cassures. Des nucléotides sont couplés a la digoxygénine
et un anticorps antidigoxygénine couplé a un fluorochrome qui permet I’observation
au microscope. L’analyse peut se faire a 1’aide d’un microscope a épifluorescence

ou par cyrtométrie de flux (si la concentration spermatique n’est pas trop faible)

(47,48)

3.7.2.3. « Technique Single Cell Gel Electrophoresis COMET » ou Test de
COMET

Cette méthode est capable de mesurer a la fois les cassures simples et doubles
brins d’ADN des spermatozoides. Le sperme est mélangé avec de 1’agarose
legérement chauffé, le tout est déposé sur une lame. Les cellules sont ensuite lysées
afin de dissoudre la membrane cellulaire pour rendre la chromatine accessible.
Ensuite, la lame est trempée successivement dans deux solutions enzymatiques. Ces
deux étapes sont cruciales car elles permettent la décondensation de la chromatine
des spermatozoides. Apres ces etapes, les gametes sont soumis a une électrophorese.
Le spermatozoide est soumis a un champ électrique, I’ADN sans cassure reste dans
la téte spermatique intacte et super enroulé. Au contraire, si I’ADN a des cassures,
il migre et sort petit a petit de la téte spermatique et donne ainsi 1’aspect d’une

cométe (d’ou le nom de la technique). Le test combine I'analyse de I'échantillon de
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sperme dans des conditions de pH neutre et de pH alcalin (pH> 10). Le test alcalin
des cometes visualise les cassures simples et double brin de I'ADN cellulaire, tandis
que le test neutre des cometes révele principalement les cassures double brin. Enfin,
méme si cette technique détecte les cassures de I’ADN spermatique il n’a pas été

établi de seuil a partir duquel un impact clinique existe (49).
3.7.2.4. Test SCD (Sperm Chromatin Dispersion)

Le test SCD a été utilisé pour la premiére fois en 2003 par 1’équipe de
Fernandez (50). Le test de dispersion de la chromatine des spermatozoides (SCD),
ou test "halo"” évalue le pourcentage des spermatozoides ayant de I’ADN fragmenté
a I’aide de la microscopie (a fluorescente ou fond clair). Les spermatozoides sont
immergés dans une matrice d'agarose et lysés pour éliminer la membrane cellulaire,
le cytoplasme et le nucléoplasme. Les cellules sont ensuite traitées avec une solution
d’acide pour solubiliser les protéines de I'emballage nucléaire, ce qui permet a 'ADN
intact qui est étroitement compacté de jaillir vers I'extérieur, ressemblant a une
structure en forme de halo autour du noyau. L'ADN est ensuite coloré avec un
marqueur nucléaire (4',6-diamindino-2-phénylindole-DAPI ou DIff-Quick) pour
1’observation microscopique. Les spermatozoides sont évalués et classés en fonction
de la taille du halo (50,51). Les spermatozoides avec un ADN intact forment de
grands halos de dispersion autour du noyau, par contre les spermatozoides avec un
ADN fragmenté ne produisent pas de halos ou forme de petits halos de dispersion.
Le DFI (DNA Fragmentation Index) est par la suite évalué. Un échantillon de sperme
normal posséde un DFI inférieur a 15%. Un DFI compris entre 15-30% est considéré
comme modéré, et les hommes qui ont un DFI dans cette fourchette nécessitent un
avis spécialise pour comprendre comment améliorer la qualité du sperme. Un DFI
supérieur ou égale a 30% a un impact négatif sur le potentiel de fertilité des

spermatozoides (50,5).
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Figure 3: Etape de la Technique SCD
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SCASCOPE

g — el

Figure 4: SCA-SCOPE

Le SCA SCOPE est un équipement de laboratoire de la société MICROPTIC SL
situee a Barcelone (Espagne) pour I’analyse du sperme et qui comprend a la fois
une partie logicielle et une partie materielle (microscope et caméra). Ainsi,
I’analyse peut étre effectuée de maniére autonome, automatique et rapide.
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3.7.3. Dans quels cas pratiquer le test

Le test de fragmentation de ’ADN spermatique est préconis¢ dans les cas

suivants :

Y

Absence de grossesse apres 1 an de rapports sexuels non protéges
Echecs répétés d’implantation en FIV ou en ICSI

Fausses couches a répétition

Infertilité masculine inexpliquée

Varicocéle

Infections génito-urinaires

Patients agés de plus de 45 ans

Patients fumeurs ou exposeés a des substances toxiques

YV V.V V VYV V V VY

Exposition a de hautes température
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4. METHODOLOGIE

4.1. Cadre et lieu d’étude

Le but de cette étude était de démontrer I’intérét de 1’utilisation de la technique
de fragmentation Sperm Chromatin Dispersion (SCD) comme technique
complémentaire aux analyses de spermogramme et spermocytogramme, et permettre
une meilleure appréciation de la qualité des gametes males méme lorsque les

résultats du spermogramme et du spermocytogramme semblent normaux.

Tous les patients ont été recrutés dans le laboratoire ALGI, lors de I’analyse
de leur spermogramme. Le laboratoire ALGI est une structure privee située a
Bamako. A notre connaissance, c¢’était cette seule structure qui disposait de

I’appareillage pour mesurer la fragmentation de I’ADN spermatique par la technique

SCD.
4.2. Type d’étude et période de I’étude

Il s’agissait d’une étude prospective et descriptive qui s’est déroulée sur une
période de dix-huit mois allant du 1*" juillet 2021 au 31 Décembre 2022.

4.3. Population d’étude

La population d’étude était constituée des patients se présentant au laboratoire
pour un bilan d’infertilité masculine avec une demande d’examen de spermogramme

et spermocytogramme.
4.3.1 Critéres d’inclusions

Nous avons inclus dans 1’étude des patients qui présentaient des
spermogramme et spermocytogramme normaux et aussi des patients avec des

spermogramme et spermocytogramme anormaux.
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4.3.2. Critéres de non-inclusions

Tous les patients avec une azoospermie et ceux qui avaient des parametres
spermatiques profondément effondrés (Oligo--asthénozoospermie sévére ou une

cryptozoospermie) n’ont pas été inclus dans 1’étude.
Nous avons recruté 51 patients pour cette étude.
4.4. Considérations éthiques

Etant donné que nous devrions recueillir des données cliniques et génomiques
des patients, il €tait judicieux que ces derniers consentent a I’étude avant la collecte
des données. Par conséquent, chaque patient a bénéficié¢ d’une explication de I’étude.
Le but de cette explication était de s’assurer que chaque patient ait compris les détails
et les points important qui sont : le caractére volontaire, la possibilité de se retirer de
I’étude a tout moment, le but, les critéres de participation, les procédures et les

risques liés a la participation a I’étude.
4.5. Collecte des données
4.5.1. Collecte des échantillons

Nous avons collecté 1 ml de sperme a partir du sperme utilisé pour I’analyse
du spermogramme. Les échantillons ont été collectes chez les 51 individus inclus
dans cette. Le recueil du sperme a été réalisé par les patients eux-mémes (certains
ont effectué le recueil au laboratoire et d’autres a la maison). Le recueil s’effectuait
par masturbation dans un réceptacle, a usage unique, stérile avec couvercle aprées une
abstinence sexuelle de 2 a 5 jours. Les patients devaient uriner avant de proceder au
recueil afin d’éliminer les germes présents dans le canal de I’urétre et aussi bien se

laver les mains et la verge. Une fois le recueil effectué 1’éjaculat était placé a la
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température de la piéce (20-25°C) pour liguéfaction (20 minutes). Aprés la

liquéfaction 1’échantillon était rapidement analysé.
4.5.2. Données cliniques

Nous avons collecté les données cliniques de chaque patient et une base de

données Excel nous a permis de classer ces données.
4.6. Méthodes
4.6.1. Spermogramme

Le spermogramme est I’examen qualitatif et quantitatif du sperme et des
spermatozoides. C’est le premier examen pratiqué sur le sperme dans le cadre du
bilan d’infertilité masculine. 1l permet de préciser différents parameétres dont les
principaux indicateurs de la fertilité masculine : la concentration, la motilité, la
vitalité des spermatozoides et également I’activité sécrétoire a travers le volume, le
pH et la viscosité du sperme. Le spermogramme a été effectué conformément aux
directives du manuel de I’'OMS (52).

4.6.1.1. Conditions de recueil

Il est tres important de transmettre aux patients des instructions claires avant
le recueil de I’échantillon pour garantir le bon déroulement de 1’analyse. 11 est
essentiel de s’assurer que le patient comprenne ces instructions. Si le patient
recueille son sperme a la maison il faut lui faire comprendre 1I’importance de faire
parvenir 1’échantillon dans 1’heure qui suit le prélévement au laboratoire. Mais il
serait préférable d’encourager le patient a faire le recueil au laboratoire. Toutes
conditions susceptibles de modifier la qualit¢é de 1’échantillon doivent étre
Consignées. Une abstinence comprise entre 2 a 5 jours est recommandeée pour éviter

le recueil d’un faible volume d’éjaculat ou un volume contenant deux fois la
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concentration normale de spermatozoides avec un pourcentage élevé de

spermatozoides morts due a une abstinence trop longue.

Le sujet doit étre informé de I’importance du recueil de la totalité de 1’¢jaculat
car une fraction n’est pas représentative de I’ensemble de 1’¢jaculat. Directement
aprés I’éjaculation le sperme coagulé se liquéfie progressivement a (20-25°C). Apres

liguéfaction le sperme est directement examine.
4.6.1.2. Homogénéisation de I’éjaculat

L homogénéisation doit étre effectuée avant chacune des étapes de I’examen
de I’échantillon. Il faut éviter de mélanger trop vigoureusement afin de ne pas créer
des bulles. Le contenant est remué en décrivant des cercles avec le poignet pendant

15 a 20 secondes pour faire décoller le sperme des parois du contenant.

4.6.1.3. Examen macroscopique
4.6.1.3.1. Liquéfaction

Des sa réception, I’échantillon de sperme est place a la température de la picce
(20-25°C) pendant 30 min a 60min pour assurer sa liquéfaction. Au terme de celle-
ci, I’examen est réalisé. Une liquéfaction prolongée doit €tre notée si I’¢jaculat ne se

liquéfie pas apres ce délai.
4.6.1.3.2. Aspect

L’échantillon liquéfié est normalement d’aspect laiteux. Il peut étre plus
translucide s’il contient peu de spermatozoides. Si 1’échantillon contient des
érythrocytes, il peut étre de couleur rouge brunatre. Il peut également avoir une
coloration plus jaunatre si le patient souffre d’ictére ou prend certains suppléments

de vitamines ou médicaments.
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4.6.1.3.3. Odeur

On utilise notre propre odorat pour déterminer ce parametre. A 1’état normal
le sperme a une légere odeur de chlore, alors qu’en cas d’infection I’odeur du sperme

peut devenir désagréable.
4.6.1.3.4. Viscosité

La viscosité devrait étre examinée apres liquéfaction spontanée de 1’éjaculat.
Elle est appréciée en plongeant une pipette pasteur dans le sperme et en notant la
fagon dont le sperme s’écoule. Elle est considerée élevée lorsque le sperme forme

des filaments de plus de 2 cm entre chaque goutte.
4.6.1.3.5. Volume

Le volume est mesuré en pesant le contenant apres avoir calibré la machine.
Le volume normal est compris entre 1,5 ml et 6 ml. En deca de 1,5 ml on note une

hypospermie et au-dela de 6ml on parle d’hyperspermie.
4.6.1.3.6. pH

Une goutte de sperme est déposée sur une bandelette de papier pH, la couleur
de la zone imprégnée est comparée a une echelle de lecture. Le pH est mesuré dans

I'neure qui suit I'éjaculation, les valeurs normales sont comprises entre 7,2 et 8.

4.6.1.4. Examen microscopique

L’analyse microscopique a été réalisée grace a un equipement de laboratoire
(logiciel et matériel), nommé le SCA SCOPE (MICROPTIC SL, Barcelone,
Espagne). La préparation des échantillons se fait en fonction des parametres a
évaluer. Il est doté d’un microscope biologique de type Nikon Ci-L composé de

plusieurs objectifs spécifiques de chaque analyse et d’une caméra de type Basler Ace
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capable de prendre 200 images par seconde. Il est également muni d’un logiciel
capable d’analyser les images.

4.6.1.4.1. Mobilité et concentration

Nous avons utilisé les lames de comptages jetables de la méme compagnie
MICROPTIC S.L qui permettent une analyse simultanée de la mobilité, de la

concentration et du pH du sperme.

Dans un premier temps 1’échantillon est bien homogénéisé, puis 5 a 10 ul de
sperme sont déposés dans une chambre en prenant le soin d’éviter la formation des
bulles. Ensuite la lame est placee sur la platine du SCA SCOPE et I’analyse est
aussitot lancée. Le mouvement de chaque spermatozoide détecté est analyse puis
classe selon les 3 catégories de mouvement. La motilité est exprimee en pourcentage.

Les catégories de mouvement sont les suivantes :
A. Motilité progressive (PR)

Les spermatozoides se déplacent (en ligne droite, en zigzag ou en formant de

grands cercles) peu importe leur vitesse.
B. Motilité non progressive (NP)

Les spermatozoides qui bougent, mais dont les mouvements ne permettent pas
le deplacement (petits cercles, faibles battements déplacant a peine la téte,

battements de flagelle seulement).
C. Immobiles (I1M)

Les valeurs de reférence pour la motilité : mobilité totale (PR+NP) > 40 %,
motilité progressive (PR) > 32 %. Ces valeurs correspondent au 5 e percentile établi

dans la cinquiéme édition du manuel de ’OMS (52). On parle d’asthénozoospermie
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lorsque le pourcentage de la motilité des spermatozoides est inférieur aux valeurs de

référence.

Les valeurs de référence pour la concentration : la concentration désigne le nombre
de spermatozoides, exprimé en millions, dans un millilitre d’éjaculat. La valeur
absolue désigne le nombre de spermatozoides dans 1’échantillon complet. La valeur
de référence quant a la concentration de spermatozoides est égale ou supérieure a 15
x 10¢ /ml (correspond au Se percentile établi dans la cinquieme édition du manuel de
I’OMS). On parle d’oligozoospermie lorsque la concentration des spermatozoides
est en sous la limite inférieure de la référence. Dans le cas de la valeur absolue, la
valeur de référence est égale ou supérieure a 39 x 10¢ /€jaculat (correspond au 5Se

percentile établi dans la cinquiéme édition du manuel de ’OMS) (52).
4.6.1.4.2. Cellules rondes

A I’examen de la mobilité le SCA SCOPE peut également observer les
cellules rondes et les calculer. La concentration normale en cellules rondes d’un

¢jaculat ne doit pas excéder 10° cellules/ml.
4.6.1.4.3.Vitalité

La vitalité correspond au pourcentage des spermatozoides vivants dans
I’échantillon. Ce parametre est évalué apres coloration du sperme par un colorant
appelé BrighVit (coloration a base d’eosine-nigrosine) optimisé dans une technique

de coloration en une étape.

Préparation du frottis : Dans 40 ul de BrighVit au préalable traité a 37 °C dans
un bain marie, est ajouté 10 ul d’échantillon. Incubée pendant 5 a 10min a 37 °C, la
mixture est homogénéisee et 20 pl de cette mixture est mesuré sur la lame (vitalité
SCA). Une seconde lame est déposée sur la premiére sans presser et sont séparés par

un mouvement horizontal. On laisse les lames sécher a 1’air libre.
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La lecture des lames se fait sous microscope au grossissement 100x a
Immersion, ainsi les spermatozoides morts deviennent roses ou rouges quand on les
colorent a 1’eosine-nigrosine, tandis que les spermatozoides vivants ne prennent pas
le colorant et reste blanc. Cent spermatozoides sont comptés par échantillon et le
pourcentage des spermatozoides morts ainsi que celui des spermatozoides vivants
sont déterminés. La vitalité est considérée normale si le pourcentage des
spermatozoides vivants est supérieur ou égal a 58 %. En dessous de cette valeur on

parle de necrozoospermie (52).

Nous avons évalué la vitalité au microscope car le SCA SCOPE rencontrait

des difficultés a bien lire les lames.

Dans son manuel, I’OMS propose d’évaluer la vitalité lorsque la motilité des

spermatozoides progressifs est inferieure a 40% (52).
4.6.2. Spermocytogramme

Un spermocytogramme est un examen médical correspondant a 1’analyse
cytologique et morphologique des spermatozoides. Pour réaliser cet examen nous
avons procedé comme suit. Dans un premier temps une quantité de 1’échantillon est
lavé avec du PBS puis dilué de sorte a avoir 50 millions de spermatozoides par ml.
Les échantillons avec une concentration inférieur a 15 millions de spermatozoides
n’ont pas ét¢ dilué. Dans un deuxieme temps, 10 ul d’échantillon dilué¢ est déposé
sur la lame colorée et le frottis est effectué. On attend 20 a 30 secondes et on plonge

deux fois la lame dans I’eau distillée et on la laisse sécher a I’air libre.

Une fois que la lame est séche on ajoute dessus 2 gouttes d’EUKITT (colle de
montage de la société MICROPTIC S.L, sans xyléne) utilisée dans 1’analyse des
¢chantillons de morphologie. Elle permet d’obtenir une image contrastée ce qui
facilite la mise au point de 1’échantillon tout en améliorant la qualité de 1’analyse) et
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on dépose une lamelle dessus, on laisse sécher pendant 15 minutes. On place alors
la lame sur la platine du SCA SCOPE pour I’analyse de la morphologie. Cent

spermatozoides sont analysés et classés selon qu’ils sont normaux ou anormaux.

Les anomalies sont répertoriées en quatre classes selon la classification de
Kruger Téte, Piece intermédiaire, flagelle, reste cytoplasmique. Une seule anomalie
dans une de ces quatre classes suffit a classer le spermatozoide comme atypique. Au
moins 4% des spermatozoides doivent avoir une forme typique pour que le
spermocytogramme soit considéré comme normal. En deca de cette valeur on parle

de tératozoospermie.

Le SCA a la particularité¢ d’évaluer d’autres parametres tels que 1’index de

tératozoospermie, I’index d’anomalies multiples, et I’index de déformation.
4.6.3. Technique de fragmentation

L’¢étude de la fragmentation de ’ADN des spermatozoides a été realisee a
I’aide du test de dispersion de la chromatine (SCD) et les résultats ont été exprimés

en %DFI.

La technique SCD a été effectuée avec le kit GoldCyto DNA de la compagnie
MICROPTIC S.L (Barcelone, Espagne). Le kit est composé de lames prétraitées,
des tubes Eppendorf contenant de 1’agarose, une solution tampon de phosphate
saline (PBS), une solution des agents dénaturants, une solution de lyse, une solution

de colorant TA et une solution de colorant TB.
Protocole :

Nous avons suivi le protocole suivant pour réaliser la technique SCD (Sperm

Chromatin Dispersion) selon celui décrit par la procédure du Kkit.

a) Laver le sperme frais. Deux lavages sont faits en ajoutant la solution de PBS qui

doit étre le double du volume de I’échantillon
—
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b) Centrifuger pendant 10 min a 15000 tours/min, ensuite enlever le surnageant et
conserver le culot.

¢) Diluer ou concentrer 1’échantillon dans le PBS pour obtenir une concentration
moyenne de 10 millions de cellules par ml

d) Faire fondre 1’agarose gélifié contenu dans des tubes Eppendorf en le placant
dans un four a 90°C pendant 5 minutes.

e) Placé le tube Eppendorf dans un bain marie & 37°C pendant 5 minutes pour
rééquilibrer la température.

f) Placer un plateau en métal, en verre ou plastique a 4°C.

g) Ajouter 30 pl du sperme dilué dans le tube contenant 1’agarose et mélanger
soigneusement pour éviter la formation de bulles.

h) Déposer 14 a 20 pl du mélange sur une lame preétraitée et recouvrer d’une
lamelle.

1) Déposer la lame sur la plaque froide et placer a 4°C pendant 5 minutes afin que
le mélange se solidifie.

J) Retirer délicatement la lamelle et immerger immediatement la lame
horizontalement dans la solution de dénaturation pendant 7 minutes a
température ambiante.

k) Immerger la lame dans la solution de lyse et laisser incuber pendant 25 minutes
a température ambiante (20-25°C).

I) Rincer la lame en I’incubant dans 1’eau distillée pendant 5 minutes.

m) Déshydrater la lame dans des bains successifs d’alcool de 70%, 90%, 100%
pendant 2 minutes pour chaque bain.

n) Egoutter la lame en I’inclinant et la laisser sécher a I’air libre.
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0) Placer la lame sur un flotteur dans une boite de pétri. A 1’aide d’une pipette
pasteur appliquer 0.5ml-0.8ml de la solution TA sur la surface d’agarose, laisser
agir pendant 1 minute.

p) Ajouter la solution TB sur la solution TA, (2 a 3 fois le volume de TA). Souffler
doucement avec la bouche afin de mélanger les deux solutions et laisser agir
pendant 3 a 10 minutes.

q) Laver les lames a I’eau du robinet et laisser sécher a température ambiante(20-
25°C).

La lecture s’effectue dans la partie Hardware du SCA SCOPE, au moins 300
spermatozoides sont analyses et comptés et les pourcentages des spermatozoides
fragmentes et non fragmentes sont calculés. En ’absence de dommages dans
I’ADN, de grands halos apparaissent autour de la téte du spermatozoide. Les

spermatozoides avec ADN fragmentés ne présentent aucune dispersion de
chromatine (halos petits ou absents).

4.6.4. Analyses statistiques

L’analyse des données a été effectuée a 1’aide du logiciel SPSS statistics 27.0 (IBM,
USA) et Excel (Microsoft, USA). Nous avons utilise le test de corrélation de
Spearman pour les analyses statistiques. Ainsi, le test est considéré comme

statistiquement significatif lorsque la valeur de p< 0.05.
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RESULTATS
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5. RESULTATS

Les patients que nous avons inclus dans cette étude sont des hommes référés
au laboratoire ALGI pour infertilité ou hypofertilité du couple. Nous avons analyse

les données de 51 individus inclus dans cette étude.
5.1. Données cliniques
5.1.1 Age

40%

35%
30%

34% 35%

29%

9
N
)
=3

20%
15%
10%

Pourcentage

5% 2%
0% [
20-30 31-40 41-50 51-60
Tranche d'age

Figure 5: Répartition des individus en fonction de I’age

L'age moyen des participants était de 37 ans avec des extrémes de 20 ans et 52 ans.

Les tranches d'age les plus représentées sont de 41-50 ans (35%) et 31-40 ans (34%).
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5.1.2. Indications cliniques
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Figure 6: Répartition des individus en fonction de I’indication clinique

Parmi les 51 Individus recrutés au cours de 1’étude, 36 soit 71% ont été admis pour

un bilan de fertilité primaire.
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5.1.3. Lieu de prélevement

= Maison

= Laboratoire

Figure 7: Répartition des individus en fonction du lieu de prélévement

Plus de la majorité des individus (27 sur 51) ont effectué leurs prélévements au
laboratoire.
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5.1.4. Durée d’abstinence

Tableau I: Répartition des individus en fonction de la durée d’abstinence

Durée d'abstinence (jours) Effectif Pourcentage
3 26 51

4-10 24 47
10-15 1 2
Total 51 100

Nous avons trouvé que 51% des Individus avaient observé une abstinence d’une

durée de 3 jours.
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5.2. Données du spermogramme
5.2.1. Volume du sperme

Tableau I1: Répartition des individus en fonction du volume du sperme

Volume Effectifs Pourcentage
<1,5ml 3 6

1,5-6 ml 46 90
>6ml 2 4

Total 51 100

Quarante-six Individus soit 90% avaient un volume normal de sperme c¢’est-a-dire

compris entre 1,5mL et 6mL.

|
THESE DE PHARMACIE BINTOU COULIBALY

43



5.2.2. Concentration des spermatozoides

m <15millions/ml = >15millions/ml

Figure 8: Répartition des individus selon la numération des spermatozoides

Nous avons observé chez 16% des individus une concentration de spermatozoides

inférieure a la valeur normale (<15 millions/ ml).
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5.2.3. Mobilite

m Anormale <32%

m Normale >32%

Figure 9: Répartition des individus en fonction de la mobilité

Au courant de notre étude, la grande majorité des participants (76%) avaient au

moins 32% de spermatozoides a mobilité progressive.
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5.2.4. Cellules rondes

B> | million

m < 1 million

Figure 10: Répartition des individus en fonction de la concentration des cellules
rondes
L’évaluation des cellules rondes nous a permis de déterminer chez 8 (16%) individus

une frequence plus élevée de ces cellules.
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5.2.5. Vitalite

Figure 11: Image de spermatozoides

Les spermatozoides vivants n’ont aucune coloration et un d’entre eux est indiqué par
la fleche rouge. Par contre, les spermatozoides non viables sont colorés en rouge et

un d’entre eux est indiqué par la fleche noire
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m Anormale m Normale

Figure 12: Répartition des individus en fonction de la vitalité

Dans notre cas nous avons trouvé que 78% (40 sur 51) des participants avaient une
vitalité normale.
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5.2.6. Morphologie
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Figure 13: Morphologie des spermatozoides.

L’analyse de la morphologie des spermatozoides a été effectuée par le SCA SCOPE.
Comme nous pouvons le constater sur I’image ci-dessus, le SCA a la capacité
d’analyser les spermatozoides afin de déceler les différentes anomalies

morphologiques.
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m Anormale = Normale

Figure 14: Répartition des individus en fonction de la morphologie

Au courant de notre étude nous avons que 73% (37 sur 51) des participants avaient

une morphologie normale.

|
THESE DE PHARMACIE BINTOU COULIBALY

50



5.2.7. Anomalies du Spermogramme

® Spermogramme normal (SN) = Spermogramme anormal (SA)

Figure 15: Répartition des individus en fonction du résultat du spermogramme.

En considérant les parametres analysés du spermogramme, nous avons trouvé que

23(45%) individus de la population d’étude présentaient un spermogramme anormal.

|
THESE DE PHARMACIE BINTOU COULIBALY

o1



Tableau I11: Répartition des individus en fonction des anomalies du

spermogramme

Anomalies spermogramme Effectifs Pourcentage
45

N
w

Spermogramme normal
Tératozoospermie isolée
Asthénozoospermie isolée
Asthéno-nécrozoospermie
Nécrozoospermie isolée
Oligo-astheno-tératozoospermie
Oligo-asthéno-nécrozoospermie
Oligozoospermie isolee
Oligo-nécrozoospermie
Asthéno-tératozoospermie
Oligo-tératozoospermie
Oligo-terato-necrozoospermie
TOTAL

N D NDNDNEDNDNDDND PR
|
w

A b~ SAADNMNEEDMDMO

o1
iy

100

Parmi les 51 patients représentant la population d’étude, 23 (45%) avaient un
spermogramme normal et les 28 (55%) autres présentaient un spermogramme
anormal. Au sein de groupe des spermogrammes anormaux, on a observé en majorité

une tératozoospermie isolée avec une fréquence de 25% (7 cas sur 23).
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5.3. Données sur la fragmentation de PADN

5.3.1. Indice de fragmentation

Figure 16: Fragmentation de I’ADN des spermatozoides.

Ces images représentent les spermatozoides avec divers degrés de fragmentation de
I’ADN par le test SCD. Les fléches noires indiquent les spermatozoides avec un
ADN intact, ils forment donc de grands halos. Les fleches rouge et jaune indiquent
les spermatozoides avec ADN fragmentés ils forment soit un petit halo, soit pas de

halos.
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Tableau IV: Répartition des individus selon I’indice de fragmentation de
I’ADN (DFI)

Indice de Fragmentation ADN

(%) Effectif Pourcentage
Fragmentation faible (0-15) 18 35
Fragmentation modérée (15-30) 18 35
Fragmentation élevé (> 30) 15 30
Total 51 100

L’indice de fragmentation d’ADN (DFI) défini par la SCD est le pourcentage de

spermatozoide fragmentés par rapport au nombre total de spermatozoides lus.

Au sein de notre population d’étude, 33 (65 %) des 51 individus avaient un DFI
superieur a la valeur seuil, et parmi ces 33 individus 15 présentaient un DFI supérieur

a 30%, en d’autres termes élevé.
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Figure 17: Distribution des valeurs de la fragmentation de I’ADN apres le test

de dispersion de la chromatine de la population d’étude.

Le taux moyen des spermatozoides a ADN fragmenté evalue par le test de dispersion
de la chromatine dans la population d’¢étude était de 26,80% avec des extrémes de
0% et 100%. Le taux de fragmentation le plus éleveé était de 100% était observé chez

le patient 22 et le taux le plus faible était de 0% chez le patient 30.
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5.3.2. Fragmentation et spermogrammes normaux

Fragmentation faible = Frgamentation moderée = Fragmentation élevée

Figure 18: Distribution du taux de fragmentation d’ADN chez les individus
présentant un spermogramme normal.

Parmi les 23 individus avec un spermogramme normal, 17% (4/23) et 39% (9/23)

d’entre eux présentaient un DFI modéré (15-30) et éleve (> 30 %), respectivement.
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Figure 19: Distribution des valeurs de la fragmentation d’ADN des individus

avec spermogrammes normaux.

La valeur moyenne de DFI était de 19.70% avec des extrémes entre 0% et 65.79%.

En outre, 4 individus présentaient un DFI supérieur a 30%.
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5.3.3. Fragmentation et spermogrammes anormaux

Fragmentation faible = Fragmentation modérée m Fragmentation élevée

Figure 20: Distribution du taux de fragmentation d’ADN chez les individus
présentant un spermogramme anormal.
Parmi 28 individus qui présentaient un spermogramme anormal, nous avons trouvé

que 11 d’entre eux avaient un DFI supérieur a 30%.
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Figure 21: Distribution du DFI chez les individus avec un spermogramme
anormal.

Le taux de gamétes avec ADN fragmentés dans le groupe des patients avec

spermogrammes anormaux varie entre 5,45% et 100% avec une valeur moyenne de
32,05%.
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5.4. Corrélation entre parametres du spermogramme et DFI
5.4.1. Vitalité et DFI

Tableau V: Corrélation entre la vitalité et le taux de fragmentation

DFI
Faible Modéré Elevé Total
Vitalité <15% 15-30% >30%
Normale 18 16 6 40
Anormale 0 2 9 11

Comme précédemment mentionné, nous avons établi la vitalité selon les criteres de
I’OMS qui définit une vitalité normale lorsque le pourcentage des spermatozoides
viables est supérieur ou égale a 58% et anormale quand ce pourcentage est inférieur
a 58% (51). Nous avons trouvé que les individus présentant une vitalité anormale
avaient tous des spermatozoides ayant un DFI moyen ou élevé (11/11). Par contre,
une vitalit¢ normale n’excluait pas une élévation du DFI car plus de la moitié des
individus (22/40) ayant une vitalité normale des spermatozoides présentaient DFI
modéré ou élevé. L’ analyse statistique a montré une corrélation significative entre

une élévation de la fragmentation et la proportion de spermatozoides non viables

(r=-0,583; p<0,000001). La vitalité des spermatozoides est inversement associée au
DFI.
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5.4.2. Mobilité et fragmentation

Tableau VI: Corrélation entre la valeur de motilité et le taux de

fragmentation

DFI
Mobilité Faible Modéré Elevé Total
<15% 15-30% >30%
Normale 14 15 10 39
Anormale 2 4 6 12

Comme nous 1’avons ultérieurement évoqué, nous avons établi la mobilité selon les
criteres de ’OMS qui définit qu’un sperme normal doit contenir au moins 32% de
spermatozoides a mobilité progressive (51). Nous avons trouvé que parmi les
individus qui présentaient une mobilité anormale, la grande majorité avait un DFI
moyen ou éleve (10/12). En revanche, une mobilité normale n’excluait pas une
élévation du DFI car plus de la moitié des individus (25/39) ayant une mobilité
normale des spermatozoides présentaient DFI modéré ou elevé. L’analyse statistique
a montré une corrélation significative entre une élévation de la fragmentation et une
faible mobilité progressive (r=-0,334; p=0,016). La mobilité des spermatozoides est

inversement associée au DFI.
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5.4.3. Concentration et Fragmentation

Tableau VII: Corrélation entre la concentration et le taux de fragmentation

DFI
Concentration Faible Modéré Elevé Total
<15% 15-30% >30%
Normale 15 15 13 43
Anormale 1 5 2 8

Nous nous sommes basés sur les valeurs de ’OMS pour mesurer la concentration
des spermatozoides. Selon 1’OMS, la valeur normale de la concentration des
spermatozoides est de 15 millions pour chaque millilitre d’éjaculat (51). Nous avons
remarque que sur les 8 les individus qui présentaient une concentration anormale de
spermatozoides, un seul avait un DFI normal (1/8). Cependant une concentration
normale n’était synonyme de DFI faible car 28 individus sur les 43 qui présentaient
une concentration normale avaient un DFI modére ou éleve. L’analyse statistique a
montré une corrélation significative entre une élévation de la fragmentation et la
faible concentration de spermatozoides (r=-0,302; p=0,031). La concentration des

spermatozoides est inversement associée au DFI.
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5.4.4. Morphologie et Fragmentation

Tableau VIII: Corrélation entre la morphologie et le taux de fragmentation

DFI
Morphologie Faible Modéré Elevé Total
<15% 15-30% >30%
Normale 12 13 12 39
Anormale 3 7 4 14

Nous nous sommes rapportés aux valeurs de ’OMS pour mesurer la morphologie
des spermatozoides. Selon ’OMS un sperme normal doit contenir au moins 4% de
spermatozoides normaux (typigues) (51). Nous avons trouvé que sur les 14 individus
qui présentaient un pourcentage de morphologie anormal trois (3) avaient un DFI
faible. Cependant, une morphologie normale n’était pas synonyme de DFI faible car
25 individus sur les 39 qui presentaient une morphologie normale avaient un DFI
modéré ou élevé. L’analyse statistique n’a pas montré de corrélation significative
entre une élévation de la fragmentation et une morphologie anormale (r= -0,115
p=0,421).

5.4.5. Spermogramme et Fragmentation
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Tableau IX: Corrélation entre le résultat du spermogramme et le taux de

fragmentation

DFI
Spermogramme Faible Modéré Elevé Total
<15% 15-30% >30%
Normale 10 9 4 23
Anormale 7 10 11 28

Nous avons trouvé que sur les 23 individus qui presentaient un spermogramme
normal 13 avaient un taux de fragmentation anomal. Tandis que parmi les 28
individus qui avaient un spermogramme anormal 21 avaient un taux de
fragmentation anormal. Nous avons trouvé une corrélation significative entre un

spermogramme anormal et un taux élevé de fragmentation (p=0,001.
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

L’objectif de cette étude était de démontrer la faisabilité et I’intérét de
I’utilisation de la technique de fragmentation Sperm Chromatin Dispersion (SCD)
comme technique complémentaire aux analyses de spermogramme et de
spermocytogramme afin de permettre une meilleure appréciation de la qualité des

gametes males méme lorsque ces analyses semblent normales.

Nous avons recruté 51 individus référés pour évaluation du spermogramme et
du spermocytogramme. En outre d’évaluer les paramétres du spermogramme et du
spermocytogramme. Nous avons également étudié la fragmentation de I’ADN des
spermatozoides par le test de dispersion de la chromatine (SCD). A notre
connaissance c’est la premiére fois qu’une étude pareille est menée au Mali. Cette
technique d’évaluation de la qualité de I’ADN des spermatozoides est une étape
importante dans la détermination de nouvelles stratégies de prise en charge de

I’infertilité masculine.

Par ailleurs, nous avons des limites sur 1’étude, notamment une petite taille de
notre population d’étude, une courte durée de notre essaie et aussi nous n’avons pas

pu faire le recrutement d’individus témoins.

Au cours de notre étude, les données cliniques que nous avons analysées
étaient les indications cliniques et 1’age. Soixante-onze pourcent des individus
avaient consulté pour un bilan d’infertilité primaire. L’age moyen était de 37 ans
avec des extrémes allant de 20 ans a 52 ans. Ces résultats sont similaires a ceux
rapportes par A. Kbirou (53) et O. Bagayoko (54) qui ont retrouvé, respectivement,
un &ge moyen de 37,5 ans et de 35 ans. Une étude faite en Turquie a retrouveé la
méme tendance d’dge moyen lors de I’analyse du spermogramme pour cause

d’infertilité masculine et cet age était de 37.18 + 8.11ans (55). Nous pouvons
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présumer que cette tranche d’age serait liée au fait que les hommes, au Mali, en
milieu urbain se marient entre 30 et 40 ans. Nous pouvons aussi croire que cette
tranche d’age pourrait étre liée au fait que Si apres quelques années un couple n’a
pas d’enfant, la femme est la premiére a faire des investigations car pour la plupart
la virilité est synonyme de fertilité. De plus nous pouvons aussi supposer qu’elle
serait liée au fait que beaucoup de couples ont recours a la médecine traditionnelle

avant de consulter un medecin specialiste.

En ce qui concerne le spermogramme, nous avons mis ’accent sur cing
parametres notamment : le volume, la vitalité, la concentration, la mobilité et la

morphologie.

Au cours de notre étude 90% des individus avaient un volume normal compris
entre 1,5 ml et 6 ml. Cependant, 6% des individus avaient un volume inferieur a la
norme (hypospermie) contre 4% qui présentaient une hyperspermie. Ces valeurs sont
proches de celles rapportées par Batou S. A. (56) qui a trouve un volume moyen de
3,9 ml. Elles se rapprochent aussi de celles rapportées par Sangaré S.L (57) qui
retrouva que 90% des individus avaient un volume normal et 10% présentaient une
hypospermie. Les valeurs du volume inférieures a la norme pourraient s’expliquer
par une abstinence trop courte, un recueil incomplet de 1’échantillon, un
dysfonctionnement de la prostate ou des vésicules séminales ou une éjaculation
rétrograde. A I’inverse, les valeurs du volume supérieure a la norme pourraient se

traduire par une abstinence trop prolongée.

Pour ce qui est de la concentration des spermatozoides, nous avons trouvé que
84% des individus avaient une concentration spermatique normale (supérieure a 15
millions par ml de sperme). En revanche, 16% des individus avaient une

concentration spermatique inferieure a la norme. Ces résultats sont différents a ceux
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rapportés par d’autres auteurs qui ont mentionné des valeurs qui oscillaient entre
48% a 58,5% (58-61). La différence entre leurs données et les notres s’explique par
le biais de sélection qui était inhérente a notre étude. En effet, nous avons exclus des
azoospermies de notre étude car I’évaluation de la fragmentation de I’ ADN n’est pas

faisable chez eux.

Quant a la mobilité, nous avons trouvé que 76% des individus avaient une
mobilité progressive normale c¢’est-a-dire superieure a 32%. En outre, notre étude
avait aussi la particularité de montrer un pourcentage (78%) plus élevé d’individus
ayant des spermatozoides avec une vitalité normale. Par contre, d’autres études ont
montre de faibles pourcentages d’individus présentant des spermatozoides avec une
mobilité et une vitalité normale (62-64). Encore, cette différence entre ces études et
la notre est due principalement au biais de sélection des individus ne présentant pas
d’azoospermie. Enfin, nous avons trouvé que 27% des individus présentaient une
tératozoospermie. Contrairement a la mobilité et la vitalité, nos résultats sur la
morphologie des spermatozoides étaient assimilables a ceux retrouvés dans la
littérature (64,65).

En considérant les parametres du spermogramme sus mentionnés, nous avons
trouve que 28 individus (55%) avaient un spermogramme anormal. Les principales
anomalies retrouvées dans les spermogrammes anormaux eétaient la
tératozoospermie isolée (25%) et I’asthénozoospermie isolée (14%). Plusieurs
études ont retrouvé une fréquence plus élevée (67, 67) de spermogramme anormal
chez des individus référés pour infertilité que celle retrouvée dans la nétre. Ce taux
élevé de normozoospermie dans notre étude pourrait s’expliquer par le fait que nous
avons principalement pris pour cible les individus n’ayant pas d’azoospermie,

cryptozoospermie et oligo-asthéno-tératozoospermie sévere (OATS).
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L’exploration de I’infertilit¢é masculine en premiére intention repose sur
I’analyse du spermogramme et du spermocytogramme. Ces examens permettent
d’évaluer la fertilit¢é masculine, mais ils ne procurent pas d’information sur
I’intégrité du matériel génétique des spermatozoides contenus dans un échantillon
de sperme. L’impact négatif de la fragmentation de I’ADN sur les capacités de
fécondation des spermatozoides et le développement embryonnaire a été mis en
évidence par plusieurs études (68-70). Des études ont montreé que les spermatozoides
présentant un ADN fragmenté sont plus fréquents chez les hommes infertiles que
chez les hommes fertiles (50) et que I’ADN spermatique fragmenté peut conduire a
la transmission paternelle de matériel génétique défectueux, avec des conséquences

néfastes sur le développement embryonnaire (71,72).

Notre étude a révélé que 33 (65%) individus avaient une fragmentation
d’ADN anormale (modéré ou élevée). Chez les 23 individus ayant un
spermogramme normal, 56% (39% modéré, 17% elevé) de ceux-ci présentaient une
fragmentation d’ADN anormal. En revanche, nous avons trouve que dans le groupe
des individus avec un spermogramme anormal, 75% (21/28) de ces individus avaient
une fragmentation anormale (36% elevée et 39% pathologique). Les résultats de
notre étude indiquent que les niveaux de fragmentation de I’ADN défini par le test
SCD dans le sperme des hommes présentant des parametres anormaux était plus
élevé que celui de ceux qui avaient des parametres de sperme normaux. Les résultats
de notre étude se rapprochent de ceux rapportés par Saleh R (16) qui indiquent que
43% des individus qui présentaient des parameétres de sperme normaux avaient un
taux de fragmentation élevée, contre, 62% des individus qui présentaient des
parametres de sperme anormaux. Ainsi nous avons mis en évidence qu’un index de
fragmentation spermatique modéré ou éleve peut étre observé chez un individu

méme avec un spermogramme normal. Ces résultats ont une valeur diagnostique et
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pronostique importante dans la prise en charge de I’infertilité masculine. Le taux
éleveé de spermatozoides avec de I’ADN fragmenté trouvé chez les hommes qui ont
des parametres normaux de spermogramme pourrait étre une explication a leur
infertilite.

L’étude corrélation entre I’index de fragmentation de I’ADN (DFI) et des
parametres du spermogramme a montré une corrélation négative significative
statistiguement entre le DFI et la concentration (p=0,049), viralité (p=0,00006) et la
mobilité (p=0,047). Par contre, nous n’avons pas trouvé de corrélation statistique
entre le DFI et la morphologie des spermatozoides. D’autres études ont retrouvé des

tendances semblables entre le DFI et les parametres du spermogramme (73-77).

Un DFI moderé ou élevé peut s’expliquer par 1’effet délétére qu’exercent les
DRO lorsqu’ils sont présents en grande concentration. En effet, les DRO peuvent
induire une peroxydation des lipides de la membrane spermatique entrainerait une
detérioration des structures axonemales des spermatozoides tout en réduisant, ainsi,
leur mobilité (asthénospermie) (78). Les DRO peuvent également endommager

1I’ADN des spermatozoides, diminuer la vitalité ainsi que leur concentration (79,80).

Les résultats de notre etude approuvent I’importance de 1’analyse de la
fragmentation de I’ADN des spermatozoides (par la technique SCD) en complément
des analyses de spermogramme et de spermocytogramme en vue de I’exploration de
I’infertilité masculine. La technique SCD doit également étre recommandée avant
toute procédure de PMA, car la SCD peut révéler des cassures de 1I’ADN
spermatique. Par conséquent, des individus présentant un risque accru de défaillance
de la reproduction peuvent étre identifier afin de faciliter 1’élaboration d’un conseil
genétique approprié et aussi de delivrer un traitement aux hommes porteurs de ces

anomalies.
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7. CONCLUSION

Nous avons analysé la fragmentation de I’ADN des spermatozoides des hommes
ayant des paramétres spermatiques normaux et anormaux. Les résultats de cette
¢tude indiquent qu’une augmentation significative de la fragmentation de I’ADN
spermatique, évaluée par la technique de dispersion de la chromatine (SCD), peut
étre trouvée dans le sperme des hommes avec un spermogramme normal. Par
conséquent, I’analyse de la fragmentation de I’ADN spermatique peut révéler des
dommages a I’ADN du sperme chez les infertiles classés comme idiopathique sur la

base des parametres de sperme normaux.

L’¢étude de la fragmentation de I’ADN des spermatozoides est une méthode
essentielle et complémentaire des analyses de routine dans la prise en charge des
individus preésentant une infertilité masculine et de la procréation médicalement
assistée. D’un autre coté, il serait intéressant de faire une étude sur le long terme en
effectuant des tests répétés sur les individus afin de savoir si la fragmentation de
1I’ADN des spermatozoides est un phénomene reversible dans le temps, de faire aussi
I’étude sur une plus grande population d’étude et enfin de valider le test et de le

mettre sur le marché.
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8. RECOMMANDATIONS
Au terme de cette étude, nous exprimons les recommandations suivantes :
Aux autorités politiques et sanitaires

¢ Eduquer la population sur la stérilité enfin qu’elle puisse comprendre que
celle-ci n’est ni une fatalité, ni une malédiction mais un probléme qui peut
toucher tout le monde.

% Sensibiliser les hommes sur leur part de responsabilité en cas d’infertilité du
couple.

++ Financer des études de recherche sur I’infertilité au Mali

% Former le personnel de santé dans le domaine de la reproduction.

+¢ Installer des structure (centre de fertilité) spécialisees dans les analyses en vue
de ’exploration de I’infertilit¢ masculine.

% Créer une unité d’assistance médicale a la procréation (AMP) dans les
services publiques en vue d’une meilleure prise en charge des couples

infertiles.
A la communauté scientifique et au personnel de santé

¢ Demander systématiquement un test de fragmentation de I’ADN des
spermatozoides aux hommes méme lorsque les résultats du spermogramme et
du spermocytogramme sont normaux.

% Faire de plus en plus travaux des recherches dans le domaine de la
reproduction.

% Continuer de sensibiliser les hommes sur leur implication possible en cas
d’infertilité du couple.

¢+ Assurer une trés bonne collaboration entre professionnels de la sante afin de

garantir une bonne prise en charge des couples infertiles.
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A la population

s Faire régulierement des analyses afin de vite déceler des problemes
d’infertilité

¢ Se diriger vers des structures spécialisées en cas d’infertilité

¢ Se soutenir mutuellement en cas d’infertilité du couple

¢ Participer aux études de recherche sur I’infertilité du couple
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10. Annexes

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT POUR LA PARTICIPATION A
UNE ETUDE DE RECHERCHE

IDENTIFICATION

Nom de I’¢tude : Etude de la Fragmentation de I’ADN Spermatique par la Technique
de Dispersion de la Chromatine des spermatozoides Chez les Hommes Consultant
pour une Infertilité au Mali.

Etudiant(e) chercheur responsable de 1’étude : Bintou Coulibaly
Numeéro de téléphone : 78047667

Nom du participant :

Age:

Sexe:

Contact :
Introduction :

Vous étes invite a prendre part a la présente étude de recherche entrant
dans le cadre d’une thése de Doctorat en Pharmacie de la Faculté de
Pharmacie (FAPH) de I’université des sciences, des techniques et des
technologies de Bamako (USTTB).

Nous tenons a ce que vous ayez connaissance des points suivants :

-La participation a cette étude de recherche est entierement volontaire.
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-Vous pouvez choisir de ne pas y participer ou vous pouvez vous retirer
de I’étude a tout moment ; dans ce cas, les renseignements vous

concernant seront détruits.

-Vous demeurez libre de ne pas répondre a une question que vous

estimez embarrassante.

-Votre participation ne vous procure aucun avantage financier. La
recherche peut nous apporter des connaissances nous permettant de vous

aider et d’aider d’autres personnes dans 1’avenir.

BUT GENERAL :

Le but de cette étude consiste a Déterminer le taux de fragmentation
de ’ADN des spermatozoides chez les hommes consultant pour une
infertilité au Mali. Cette étude est réalisée dans le cadre d’une thése de
Doctorat en pharmacie réalisee sous la direction du professeur
Mahamadou Traore et du professeur Oumar Samassekou de la faculté de
Pharmacie de ’'USTTB.

PROCEDURE(S) OU TACHES DEMANDEES AU PARTICIPANT :

-Un questionnaire vous sera soumis sur vos antécédents personnels et
familiaux entre autres. Un échantillon de votre sperme sera préleve pour

des examens lors de votre passage au Laboratoire.
-Un test de Fragmentation sera réalisé sur les spermatozoides présents
dans le sperme : Technique SCD (Sperm Chromatin Dispersion).

Risques et avantages : -Lors du remplissage du questionnaire vous
pouvez vous sentir mal a 1’aise en raison de la difficulté departager des

renseignements personnels sur vos antécédents.
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-Votre participation a cette étude peut ne pas vous procurez un avantage
direct, mais peut nous permettred’acquérir des informations susceptibles

de nous aider a notre étude de recherche

ANONYMAT ET CONFIDENTIALITE

Il est entendu que les renseignements recueillis lors de 1’entrevue sont
confidentiels et que seuls, le responsable de 1’é¢tude et son directeur de
recherche le professeur Mahamadou Traoré et Docteur Oumar
Samassekou auront acces aux données de cette étude. Le matériel de
recherche ainsi que votre formulairede consentement seront conserves

séparément sous clé par I’¢tudiant-chercheur responsable de I’¢tude.

COMPENSATION FINANCIERE

Votre participation a ce projet est offerte gratuitement. Un résumé des
résultats de recherche vous sera transmis au moment opportun. Ce travail
est effectué dans le cadre d’une these de doctorat en médecine

DES QUESTIONS SUR L’ETUDE OU SUR VOS DROITS :

Vous pouvez contacter 1’étudiant-chercheur responsable de I’étude au
numéro 78047667 ou a I’adresse mail :

bintoucoulibaly061@gmail.com. Pour des guestions

additionnelles.VVous pouvez également échanger avec le directeur de
recherche Professeur Mahamadou Traore au numéro : 66723208 ou a

I’adresse mail seybatraore@yahoo.fr ou avec le Professeur Oumar

Samassekou au 68541075 ou a  DPadresse  mail

oumarbarou.samassekou@gmail.com des conditions dans lesquelles se

déroule votre participation et de vos droits en tant que participant a cette

recherche.
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REMERCIEMENTS

Votre collaboration est importante a la réalisation de ce projet et
nous tenons a vous en remercier par avance.

SIGNATURES

Je reconnais avoir lu le présent formulaire de consentement libre et
éclairé et consens volontairement a participer a cette étude de
recherche. Je reconnais aussi que le responsable de 1’étude a
répondu @ mes questions de maniére satisfaisante et que j’ai dispose
suffisamment de temps pour réfléchir a ma décisionde participer. Je
comprends que ma participation a cette recherche est totalement
volontaire et que je peux y mettre fin en tout temps, sans pénalité
d’aucune forme ni justification a donner. Il me suffit d’eninformer

le responsable de I’étude.

Signature du participant : Date :

Je déclare avoir expliqué le but, la nature, les avantages, les risques
de I’étude et avoir répondu au meilleur de ma connaissance aux
guestions poseées.

Signature de I’¢tudiant(e)

Chercheur responsable de I’étude : Date :
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Titre de la thése : Etude de la Fragmentation de I’ADN Spermatique par la

Technique de Dispersion de la Chromatine des spermatozoides Chez les Hommes

Consultant pour une Infertilité au Mali.

Lieu de dépot : Bibliotheque de la Faculté de Pharmacie (FAPH). Université de

Bamako.

Secteur d’intérét : Cytogénétique, Génétique de I’infertilité masculine, Biologie

moléculaire, Santé publique.

Résumé : L'infertilité est un probléme majeur de santé publique. Longtemps
considérée comme un probléme purement féminin, aujourd’hui des recherches ont
démontrées que I’infertilité masculine se révele étre la cause d'un tiers des cas
infertilités du couple. Les causes de I’infertilité masculine sont multiples, et la
fragmentation de I’ADN spermatique est considérée comme [’une des plus
fréguentes. La fragmentation de I'ADN des spermatozoides consiste en des cassures
ou des lésions dans le matériel génétique des spermatozoides. L'exploration de
I'infertilité masculine est basée sur I'analyse conventionnelle du sperme
particulierement le spermogramme et le spermocytogramme. Cependant, ces

derniers ne reflétent pas l'intégrité de I'ADN des spermatozoides
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Objectif : Déterminer le taux de fragmentation de I’ADN des spermatozoides chez

les hommes consultant pour une infertilite.

Meéthodes : Nous avons effectué le spermogramme et le spermocytogramme de 51
individus selon les normes établies par I’OMS. Nous avons par la suite étudié les
niveaux de fragmentation de ’ADN des spermatozoides au moyen de la Technique
SCD gréace au SCA-SCOPE et les résultats ont été exprimés en %DFI. Les résultats

que nous avons obtenus ont fait I’objet d’analyses statistiques.

Résultats : Pami les 51 individus, 23 (45%) présentaient un spermogramme normal
tandis que 28(55%) présentaient un spermogramme anormal avec un ou plusieurs
des parametres du spermogramme ou un spermocytogramme perturbés. Les tranches
d’age les plus représentées étaient 31-40 ans et 41-50ans. Le DFI au sein des
individus avec un spermogramme normal était (modéré ou élevé) dans 56% des cas
(13/23). Par ailleurs le DFI au sein des individus avec un spermogramme anormal
était (modeére ou éleve) dans 75% des cas (21/28). En outre nous avons trouvé une
correlation significative entre : %DFI élevé et une faible vitalité (r=-0,583; p< 0.01),
entre %DFI élevé et une faible mobilité (r=-0,334 ; p=0.016) et aussi entre un %DFI

éleve et une faible concentration de spermatozoides (r=-0,302 ; p=0.031).

Conclusion : Enfin, les données de cette étude montrent a suffisance que la

technique SCD est essentielle dans la prise en charge de I’infertilit¢é masculine au

Mali.
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Thesis_Title: Study of Spermatic DNA Fragmentation by Sperm Chromatin
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Place of deposit: Library of the Faculty of Pharmacy (FAPH). University of
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Abstract: Infertility is a major public health problem. There are many causes of
male infertility, and sperm DNA fragmentation is considered one of the most
common. Sperm DNA fragmentation consists of breaks or lesions in the genetic
material of sperm cells. The exploration of male infertility is based on conventional
semen analysis, especially spermogram and spermocytogram. However, these do not

reflect the integrity of sperm DNA

Objective : To determine the rate of sperm DNA fragmentation in men presenting
for infertility.

Methods: We performed spermogram and spermocytogram of 51 individuals
according to the standards established by the WHO. Subsequently, we studied the
levels of sperm DNA fragmentation using the SCD technique using the SCA-
SCOPE and the results were expressed in %DFI. The results we obtained were

statistically analysed.
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Results: Among the 51 individuals, 23 (45%) had a normal spermogram while 28
(55%) had an abnormal semen analysis with one or more of the semen parameters
disturbed or a disturbed spermocytogram. The most represented age groups were 31-
40 years and 41-50 years. DFI among individuals with a normal spermogram was
(moderate or high) in 56% of cases (13/23). In addition, DFI in individuals with an
abnormal spermogram was (moderate or high) in 75% of cases (21/28). In addition,
we found a significant correlation between: %DFI high and low vitality (r= -0.583;
p< 0.01), between %DFI high and low motility (r= -0.334; p= 0.016) and also
between high %DFI and low sperm concentration (r= -0.302; p=0.031).

Conclusion: Finally, the data from this study sufficiently show that the SCD

technique is essential in the management of male infertility in Mali.
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I’ordre des
pharmaciens et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur
témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;
D’exercer, dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de
respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de
I’honneur, de la probiteé et du désintéressement.

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa
dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour
corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses.
Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si J’y manque.

Je le jure
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