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Anesthésiologie et Réanimation urgence
Nutrition - Endocrinologie
Thérapeutique - Néphrologie
Bactériologie

Meédecine Légale et Droit de la santé
Physiologie

Cancérologie ; Radiothérapie

Chirurgie infantile

Immunologie

Anesthésiologie et réanimation chirurgicale
Biochimie et Biologie moléculaire
Hématologie ; Transfusion

Nutrition

Endocrinologie et Maladies métaboliques
Dermato —Vénérologie

Cancérologie ; Radiothérapie
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PRESIDENT DU JURY
Monsieur le Professeur Hervé LEJEUNE
DIRECTRICE DE THESE
Madame le Docteur Sandrine GISCARD D’ESTAING
MEMBRES ASSESSEURS
Monsieur le Professeur Bruno SALLE
Madame le Professeur Christine VINCIGUERRA
Madame le Docteur Jacqueline LORNAGE

Monsieur le Docteur Mehdi BENCHAIB

8

KAROUI
(CC BY-NC-ND 2.0)



LE SERMENT D’HIPPOCRATE

Je promets et je jure d'étre fidele aux lois de I’honneur et de la probité dans
I'exercice de la Médecine.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans
discrimination.

J'interviendrai pour les protéger si elles sont vulnérables ou menacées dans
leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai pas usage de
mes connaissances contre les lois de I'humanité.

J'informerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs
conséquences. Je ne tromperai jamais leur confiance.

Je donnerai mes soins a l'indigent et je n'exigerai pas un salaire au-dessus de
mon travail.

Admis dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés
et ma conduite ne servira pas a corrompre les meeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement
la vie ni ne provoquerai délibérément la mort.

Je préserverai l'indépendance nécessaire et je n'entreprendrai rien qui dépasse
mes compétences. Je perfectionnerai mes connaissances pour assurer au
mieux ma mission.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses.
Que je sois couvert d'opprobre et méprisé si j'y manque.
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remercie infiniment pour votre disponibilité, votre soutien, et votre bienveillance tout au
long de ce travail de thése. Merci pour tout ce que vous m’avez appris durant ces 3
semestres. J'espere que ce travail est a la hauteur de vos attentes. Soyez assurée de ma
grande admiration et de mon profond respect.

A Madame le Docteur Jacqueline LORNAGE, je vous remercie d’avoir accepté de
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admiration et de mon profond respect.
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A tous ceux qui m’ont accompagné au cours de ma formation,
A I'équipe de PMA,

A Gaélle Soignon, merci pour ton soutien et ta disponibilité durant ces 3 semestres. Les consultations en ta
compagnie ont été trés enrichissantes. Je te remercie pour tes conseils et aussi pour toutes les fois ou tu
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A Elsa Labrune, merci pour ta bonne humeur, ton optimisme et tes bons conseils. C'était un plaisir de
travailler a tes cotés.

A Nicolas Reynaud, merci pour ta gentillesse et pour ton soutient durant ce travail de thése. C'était un
plaisir de travailler a tes cotés.

A ma super co-interne Pauline (petit chat) et bient6t super assistante, merci pour ces moments de rires
partagés ensembles, pour ton soutien et tes conseils. Nous avons formé une belle équipe tu vas beaucoup
me mangquer.

A Dorian, merci pour ton aide durant ces 2 semestres et ta gentillesse. J’espére que Grenoble te plairas.

A Marc, merci pour ces moments de rires partagés ensembles (Allez ! ;)). Merci d’avoir été notre assistant,
merci pour tes cours et pour tout ce que tu nous as appris.
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maman), Yanniv (qui a un bon dossier), Camille (trop forte au duel quizz) , Manon (courage les
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comme jamais), Sarah Glachant, Gabriel Thiberville, Marine Rebotier, Mathilde Leport, merci pour ces
moments qu’on a partagé ensembles.

A toute I'équipe de techniciens: Une super équipe, grace a vous j'ai pu acquérir les compétences
nécessaires pour I'avenir. Je vous en suis treés reconnaissante.

A Didier, merci pour tout ce que tu m’as appris. Merci pour ton soutien, pour ton temps et ta disponibilité.
Merci pour toutes tes qualités humaines : ta bienveillance, ta grande gentillesse et ta générosité. J'espére
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Merci pour ces moments de rire partagés ensembles, pour ta rigueur au travail et ta bonne humeur.

A Salomé, merci de m’avoir formé en technique, merci pour ta gentillesse et pour tous ces moments
partagés ensembles surtout autour d’un verre :)
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ta bonne humeur.

A Bernadette, merci de m’avoir formé en technique. Merci pour ta bonne humeur et ton sens de I’"humour.

A Hélene, merci de m’avoir formé au CECOS. Merci pour ta patience (surtout quand je te posais pleins de
guestions sur les containers d’azote :) Merci pour ta gentillesse et ta rigueur au travail.
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humeur au travail.
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A Corentin (Cocowww), merci pour tous ces moments de rires partagés avec toi et a écouter de la bonne
musique tout en regardant des lames de palu (et surtout de globules rouges). Tu as été un super co-
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interne et ami je te souhaite beaucoup de succes en hémostase je n’en doute pas tu es au top dans ce que
tu fais.

A Maud, nous avons partagé un semestre en bactério qui nous a beaucoup rapprochés depuis. Tu as été
une super co-interne et amie. Je te souhaite beaucoup de succés en Immuno (je n’ai pas de doute la
dessus) et beaucoup de bonheur dans ta vie personnelle.

A Julie Barbier, une amie et pendant un moment une co-interne. Merci pour tous ces moments partagés
ensembles. Merci d’avoir pris de mes nouvelles régulierement. On ne se voit pas souvent mais jespére
gu’on va vite se rattraper.
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Anatole L, Sarah H, merci pour ces moments partagés ensembles.

14

KAROUI
(CC BY-NC-ND 2.0)



A ma famille,
A mes parents

A Papa, merci pour tout ce que tu as fait pour nous. Sans toi rien de tout cela n’aurait été possible. Merci
d’avoir cru en moi et d’avoir été présent tout au long de mes études, a toujours m’encourager et a
m’apprendre a ne pas baisser les bras malgré la difficulté. Merci pour toutes les valeurs que tu m’as
transmises et qui ont fait de moi une femme accomplie. J’ai toujours eu un grand respect pour tout ce que
tu as accompli, pour ton courage et ta force face a tout ce que tu as pu traverser dans la vie. Je t'aime tres
fort mon papa chéri.

A Maman, merci pour tout ce que tu as fait pour nous. Merci pour toutes les valeurs que tu m’as
transmises et qui ont fait de moi une femme accomplie. J'ai toujours été admirative de ton courage, ta
force, de ton positivisme face a toute épreuve et pour tout ce que tu as accomplie. Tu es ma maman, mon
modele et ma meilleure amie. Tu as toujours été la pour moi, débordante d’amour et d’attention. Je n’y
serai jamais arrivée sans toi. Je t'aime trés fort ma maman chérie.

A ma sceur Inés (nounou azizti), merci pour tout I'amour et le soutien que tu m’as apporté. Je t’ai toujours
admirée pour ton courage et ta force face a tout ce que tu as pu traverser dans la vie. Je t'aime tres fort, et
sache que je serai toujours la pour toi ma petite sceur chérie.

A ma sceur Syrine (sissouti katousou kalbi), 15 ans d’écart entre nous ma petite sceur chérie, ta venue au
monde a été un cadeau du ciel. Tu es ma petite sceur mais aussi mon bébé méme si tu as 14 ans
aujourd’hui. Je t'aime plus que tout, je serai toujours la pour te protéger et aussi pour t'acheter des
cadeaux et des bonbons :)

A mon Mari Khaled, merci pour ton soutien sans faille et de m’avoir supporté durant cette période ou je
travaillais ma these :) Tu es ma force et ma joie de vivre, quelqu’un d’exceptionnel (méme si tu ne sais pas
cuisiner...d’ailleurs ca va bient6t changer :) J’ai beaucoup de chance de t’avoir dans ma vie. Je t'aime plus
que tout.

A mon beau peére tonton Khalil, merci pour tout ce que tu fais pour nous, pour tes conseils et ton
implication dans notre vie professionnelle. J’ai un grand respect pour tout ce que tu as accompli. Ton
humilité et ta rigueur dans le travail sont un exemple a suivre pour Khaled et moi.

A ma belle belle-maman Chahra, tu m’as accueillie les bras grands ouverts depuis le premier jour et tu
m’as donné beaucoup d’amour tout en sachant comment me taquiner :) Merci pour tout ce que tu fais
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INTRODUCTION :

L'infertilité est définie comme l'incapacité d’un couple a concevoir un enfant apres
une année de rapports sexuels et sans moyen de contraception. Environ 186 millions
de personnes dans le monde sont concernés par une infertilité avec un facteur
masculin dans environ 50% [1]. L'altération des caractéristiques spermatiques tel
gu’une numération inférieure a 15 millions par millilitres (ml) (oligozoospermie), une
mobilité progressive inférieure a 32% (asthénozoospermie) et une morphologie
anormale des spermatozoides inférieur a 20% selon la classification de David
(tératozoospermie) est une des indications principales masculines a la prise en
charge en Assistance Médicale a la Procréation (AMP). Le plus souvent, les 3 types

d’anomalies sont associés.

Une autre cause d’infertilité masculine est I'azoospermie, qui se définit par une
absence totale de spermatozoide dans I'éjaculat, vérifiée par centrifugation et lecture
approfondie du culot de centrifugation sur deux recueils de sperme a trois mois
d’intervalle. Cette azoospermie peut étre d’origine obstructive (obstacle au niveau
des voies spermatiques) ou non-obstructive dite sécrétoire (par trouble de la
spermatogenese) ou mixte. Le diagnostic différentiel entre les deux étiologies repose
sur un ensemble d’arguments cliniques, spermiologiques, génétiques, hormonaux et

échographiques.

La prise en charge de cette infertilité masculine sévere s’est considérablement
améliorée depuis une vingtaine d’années grace a la technique d’ICSI (micro-injection
intra-cytoplasmique de spermatozoides) avec utilisation de spermatozoides issus
d’une extraction testiculaire chirurgicale (TESE-ICSI) et est devenue une alternative
possible au don de sperme. D’abord proposée dans les azoospermies obstructives par
extraction épididymaire des spermatozoides par aspiration (MESA), la technique de
TESE s’est ensuite étendue aux patients présentant une azoospermie obstructive
mais aussi non obstructive permettant ainsi aux couples de devenir parents avec

leurs propres gameétes [2] [3]-
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Ces dernieres années, les indications de TESE-ICSI se sont encore élargies. Depuis
2015, nous proposons dans le service de médecine et de biologie de la reproduction
a I’'hopital Femme-Meére-Enfant a Bron, des biopsies testiculaires en cas de
fragmentation de I'ADN spermatique élevée dans le sperme éjaculé, de
tératozoospermie sévére ou de trouble éjaculatoire. Nous travaillons avec I'hopital
Henry Gabrielle (service de médecine physique et de réadaptation neurologique)
pour les blessés médullaires ol nous prenons régulierement en charge ces patients
en TESE-ICSI lorsque les tests éjaculatoires ne nous permettent pas d’obtenir des
caractéristiques spermatiques de bonne qualité (vitalité et mobilité altérées,

fragmentation de ’ADN spermatique élevée).

A travers une étude rétrospective monocentrique, nous avons évalué les résultats
des fécondations in vitro assistées de la micro-injection intra-cytoplasmique avec
spermatozoides testiculaires (TESE-ICSI) proposées en dehors des azoospermies
obstructives ou sécrétoires a savoir en cas de fragmentation élevée de I’ADN

spermatique, de tératozoospermie sévére ou de trouble éjaculatoire.

L’objectif principal de ce travail était de déterminer s’il y avait un intérét a proposer
une TESE-ICSI pour ce groupe de patients, avec une numération suffisante en
spermatozoides mobiles dans I’éjaculat, ayant eu des échecs d’implantation lors des

tentatives précédentes avec les spermatozoides éjaculés.

L'objectif secondaire était de comparer les résultats de cette population en termes
de taux de fécondation, de taux de clivage, de taux de grossesse et de taux de
grossesse cumulée avec les résultats obtenus apres TESE-ICSI en cas d’azoospermie

obstructive ou sécrétoire.
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES :

1.1 Anatomie et physiologie du testicule :

Les testicules sont situés dans le scrotum et sont de forme ovoide (5 cm de long ; 3 cm
de large ; 2,5 cm d'épaisseur). Leur volume normal est de 15 ml.

Au poble supérieur de chaque testicule, il existe un épaississement conjonctif qui
constitue le corps de Highmore. Celui-ci est relié a I'albuginée par des cloisons radiaires,
les septa testis, qui délimitent 200 a 300 lobules testiculaires. Chaque lobule contient 2
ou 3 tubes séminiferes pelotonnés, mesurant entre 30 cm et 1,5 métres de long pour un
diametre de 150 a 300 um (figure 1).

Les tubes séminiferes contiennent les cellules germinales qui vont évoluer en
spermatozoides au cours de la spermatogenese, ainsi que des cellules de soutien
indispensables au bon fonctionnement de la spermatogenése : les cellules de Sertoli.
Entre les tubes séminiféres, se trouve un tissu interstitiel de soutien contenant les
cellules de Leydig qui assurent la production de testostérone.

Les tubes séminiféres se rejoignent par un tube droit qui va déboucher ensuite dans un
réseau de canaux appelé le rete testis.

Chaque testicule est coiffé d’'un épididyme situé en haut et en arriere, il a un réle dans le
transport, le stockage et la maturation des spermatozoides.

L’épididyme se poursuit ensuite par le canal déferent. Testicules et épididymes sont
recouverts d'une séreuse, la vaginale, et de plusieurs enveloppes fibreuses et

musculaires dont le muscle crémaster.
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Figure 1 : Anatomie du testicule (Copyright © 2019 marstravel.be)
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La spermatogeneése se déroule dans la paroi des tubes séminiféres avec une évolution

des spermatogonies jusqu’au stade spermatozoide. Elle comprend 3 étapes :

- la multiplication des spermatogonies qui dure 27 jours.

- la 1% et 2°™ division méiotique qui conduit a la formation des spermatocytes
| et spermatocytes Il. Cette phase dure 24 jours.

- la spermiogénése, étape finale de la spermatogenése, qui conduit a la
différenciation des spermatides rondes en spermatozoides. Cette phase dure

23 jours.

Le testicule a deux fonctions :

Une fonction exocrine avec la spermatogenése qui dure 74 jours et abouti a la
formation des spermatozoides qui seront ensuite relargués dans la lumiéere des tubes

séminiferes.
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Une fonction endocrine avec la production par les cellules de Leydig de la
testostérone, hormone stéroidienne, qui joue un role clé dans le fonctionnement

sexuel de ’'homme et le développement des caractéres sexuels secondaires.

La testostérone exerce un effet de rétrocontréle négatif au niveau hypothalamique
en ralentissant la pulsatilité de la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) grace

aux récepteurs aux androgénes situé dans I’hypothalamus.

De la méme maniére, la testostérone exerce un rétrocontréle négatif au niveau
hypophysaire en freinant la sécrétion de la FSH (Hormone folliculostimulante) et la LH

(Hormone lutéinisante) (figure 2).

Figure 2 : Principe de la régulation physiologique de I’axe hypothalamo-hypophysaire chez
I’homme (http://aigm.asso.fr)
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La FSH est une gonadotrophine sécrétée par I’'hypophyse sous I'action de la GnRH.
Elle vise a activer indirectement la spermatogenése en stimulant les cellules de

Sertoli.
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La LH est aussi une gonadotrophine sécrétée par les cellules gonadotropes sous
I'action de la GnRH. Son action est de stimuler les cellules de Leydig et donc la

production de testostérone.

Lorsqu’il existe une difficulté pour un couple a obtenir une grossesse naturellement,

le spermogramme est 'examen de premiére intention dans le bilan d’infertilité.

Le spermogramme est un examen codifié selon les normes OMS (Organisation
Mondiale de la Santé) au cours duquel sont analysées les caractéristiques

spermatiques.

Le recueil de sperme se fait au laboratoire par masturbation sans préservatif avec un
délai d’abstinence entre 2 et 7 jours dans un récipient stérile pour I'examen
bactériologique. Le sperme est recueilli apres avoir uriné et aprés une désinfection
soigneuse du gland, et en dehors d'une période de fievre. Il est conseillé au patient

de boire un litre et demi d’eau la veille de I'examen.

Au niveau macroscopique sont analysés :

- le volume spermatique qui doit étre supérieur a 1.5 ml.
- laviscosité

- le pH qui doit étre supérieur a 7.2

Au niveau microscopique sont mesurés :

- la numération en spermatozoides
- la mobilité progressive et non progressive
- lavitalité spermatique

- lamorphologie spermatique

Les valeurs seuils sont fixées selon les normes de I’'OMS 2010 (tableau 1).
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Tableau 1 : Spermogramme : normes de ’'OMS 2010

Norme OMS 2010
Volume >1.5 ml
pH 7.2-8

Numeération

15 millions/ml

> 39 millions/éjaculat

Mobilité >40% de mobilité totale (a+b+c)
>32% de mobilité progressive (a+b)
Morphologie >20% de spermatozoides typiques (David)
>4% de spermatozoides typique (Kriger)
Vitalité >58% de spermatozoides vivants
Leucocytes <1 million/ml

En cas de parameétres spermatiques anormaux, un deuxiéme spermogramme est

prescrit systématiquement a 3 mois d’intervalle.

La Fécondation In Vitro classique (FIVc) est indiquée pour les infertilités féminines

et/ou lorsque le nombre de spermatozoides mobiles progressifs sélectionnés est

compris entre 0,5 et 1 million/préparation. Dans les cas d’altération sévere des

caractéristiques spermatiques ou apres échec de FIVc, la fécondation assistée de la

micro injection intra cytoplasmique du spermatozoide (ICSI) est recommandée (1

grossesses en 1992) [4].

ere
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1.2 Biopsies testiculaires (TESE) et ICSI :

L'avenement de la micro injection intra cytoplasmique de spermatozoides (ICSI) en
1992 a révolutionné la prise en charge en Fécondation In Vitro (FIV) dans le

traitement de I'infertilité masculine sévere [4].

L'azoospermie est retrouvée chez 10 a 20% des hommes présentant une infertilité
[5]- La premiére biopsie testiculaire a été pratiquée en 1993 suite a un échec
d’aspiration des spermatozoides au niveau épididymaire chez un patient avec une
azoospermie obstructive se traduisant par une absence quasi complete de
I’épididyme et des canaux déférents [6] . Les spermatozoides retrouvés aprés
extraction testiculaire ont été injecté dans 13 ovocytes matures: Un taux de
fécondation normal de 50% a été obtenu avec ensuite 3 embryons clivés et transférés

mais sans grossesse rapportée.

Différentes techniques sont utilisées au niveau testiculaire, pour |’extraction des
spermatozoides en vue d’une prise en charge en AMP dont le choix repose sur
I'étiologie de I’azoospermie et les compétences du chirurgien [7].

Au niveau épididymaire, 2 techniques peuvent étre utilisées pour I'extraction des
spermatozoides: la ponction transcutanée (Percutaneous epididymal sperm
aspiration ou PESA) ou la microchirurgie : (Microsurgical epididymal sperm aspiration
ou MESA) [8].

Au niveau testiculaire, il existe aussi 2 techniques d’extraction des spermatozoides
(Figure 3) : le prélevement par voie transcutanée a l'aiguille fine au niveau des tubes
séminiferes (Testicular sperm aspiration  ou TESA), ou la biopsie testiculaire
proprement dite (Testicular sperm extraction ou TESE).

Certains auteurs rapportent des taux d’extraction de spermatozoides pour
I’'azoospermie non obstructive d’environ 50% avec les techniques de chirurgie
ouverte, par rapport a 12% avec l'aspiration par voie transcutanée des tubes

séminifere a I'aiguille (TESA) [9, 10, 11].
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Figure 3 : Aspiration par voie transcutanée a l'aiguille fine (TESA) et abord chirurgicale
direct testiculaire (TESE) (turkey-ivf.com/ Complications and Outcomes of Assisted Reproduction)

Par ailleurs, la biopsie testiculaire microchirurgicale ou Micro-TESE pourrait améliorer
les résultats d’extraction des spermatozoides testiculaires en identifiant sous
microscope les tubes séminiféres distendus susceptibles de contenir des

spermatozoides tout en limitant les dommages testiculaires (figure 4) [12] [13].

Figure 4 : Biopsie testiculaire microchirurgicale : Micro-TESE (Complications and Outcomes of Assisted
Reproduction)
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Certaines études suggerent aussi une augmentation des taux de récupération des

spermatozoides en optant pour des biopsies multiples uni ou bilatérales [14].

Concernant le traitement de la biopsie testiculaire, un examen extemporané est
effectué sur place par le biologiste selon les indications de I'azoospermie. Le
fragment de la pulpe testiculaire au laboratoire est ensuite dilacéré finement (Figure
5) et mis en incubation pour augmenter les chances de retrouver les spermatozoides
testiculaires.

Le choix des techniques d’extraction des spermatozoides au laboratoire ont été
débattus. Initialement, la dilacération des tubes séminiféres était faite
mécaniquement quelle que soit I'indication de la biopsie testiculaire. Certains auteurs
suggerent une préparation enzymatique avec de la DNase et de la collagénase en
plus de la dilacération mécanique pour augmenter les chances de récupération des
spermatozoides chez les sujets atteint d’azoospermie sécrétoire ayant eu une biopsie

testiculaire négative (taux d’extraction de spermatozoides testiculaire de 33% [15]

[16].

Figure 5: Techniques de dilacérations mécaniques des tubes séminiféres au laboratoire

De nombreuses études se sont intéressées au taux de succes des biopsies
testiculaires chez les patients azoospermiques dans le cas d’'une prise en charge en

AMP mais certaines se sont penchées sur les complications de celles-ci apres
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chirurgie. En générale, I'extraction d’une partie du tissu testiculaire est une
procédure sdre et fiable avec un faible taux de complications post chirurgicales
(hématome, défaut de cicatrisation ou infection). La complication la plus fréquente
est I'apparition d’un hématome de la bourse pouvant se résorber tout seul si celui-ci
est limité. Mais une ré intervention peut étre nécessaire pour drainer ’hématome s'il
est extensif. Une infection de la cicatrice peut aussi survenir avec une prise en charge

par un traitement antibiotique et des soins locaux.

D’autres complications plus spécifiques peuvent survenir a distance de la biopsie
testiculaire comme un déficit en testostérone responsable d’une fatigabilité, d’une
diminution de la libido et d’un trouble de I'humeur, surtout lorsque la testostérone
de base est initialement basse ou lorsqu’il existe une hypotrophie testiculaire avant la
biopsie ce qui est souvent le cas chez les patients présentant une azoospermie

sécrétoire. Un traitement substitutif est alors envisagé.
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1.3 Azoospermie obstructive et TESE :

L'azoospermie obstructive est due a wune anomalie d’acheminement des
spermatozoides du fait d’'un obstacle ou d’une absence des voies spermatiques.

Les principales étiologies sont :

- une agénésie bilatérale des canaux déférents (ABCD) due a une mutation du
géne de la mucoviscidose CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator)

- une malformation congénitale au niveau des voies séminales avec une
absence bilatérale des canaux déférents associée a des anomalies rénales
(facteur de Wilms WT1).

- des séquelles d’infections des voies génitales a I'origine d’'une obstruction :
(épididymite, prostatite)

- les antécédents de chirurgie pelvienne

- laradiothérapie pelvienne

La spermatogenése dans |'azoospermie obstructive est conservée. Lors d’un bilan
hormonal, le taux de FSH (Hormone Folliculostimulante) est normal.

Au niveau du spermogramme on retrouve une hypospermie associée a une
azoospermie. Les marqueurs biochimiques du plasma séminal tel que le fructose ou
I'alpha glucosidase sont perturbés.

Dans le cas d’une ABCD, I'hypospermie est associée a des valeurs du fructose et du
zinc normales mais un taux effondré de l'alpha glucosidase, marqueur secrété
normalement par |'épididyme.

Approximativement deux tiers des hommes ayant une ABCD sont porteurs d’une
mutation du gene CFTR. L'ABCD est observée chez 2 a 6% des patients présentant
une azoospermie obstructive et est responsable d’infertilité masculine dans 1% des

cas [17, 18].
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Le traitement des azoospermies obstructives est I’extraction des spermatozoides soit

au niveau épididymaire par PESA ou MESA, ou au niveau testiculaire avec la TESE.

Quelle que soit la méthode d’extraction des spermatozoides testiculaires, il a été
démontré un taux de succes de récupération des spermatozoides de I'ordre de 90% a

100% dans I'azoospermie obstructive [19, 20].

Il a été démontré que lorsque le spermatozoide d’origine testiculaire ou épididymaire
est utilisé en ICSI chez les patients avec une azoospermie obstructive, le taux de
fécondation et de grossesse étaient similaires a ceux obtenus en ICSI avec

spermatozoides éjaculés [21].

De plus, I'étiologie de l'obstruction et l'utilisation de spermatozoides d’origine
épididymaire ou testiculaire ne semblent pas avoir un impact significatif sur les taux

de fécondations, de grossesses ou de fausses couches [19, 22].

Les résultats de la littérature rapportent un taux de grossesses cliniques et de
naissances vivantes qui vont respectivement de 26 a 57% et de 18 a 55% lors de
I'utilisation des spermatozoides testiculaires ou épididymaires en ICSI en cas

d’azoospermie obstructive.
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1.4 Azoospermie sécrétoire et TESE :

L'azoospermie sécrétoire est définie par une atteinte au niveau de |Ia
spermatogenése. Dans de rares cas, celle-ci peut étre d’origine centrale comme une
atteinte congénitale ou acquise de I'axe hypothalamique ou hypophysaire. La FSH

dans ce cas sera effondrée.

L’azoospermie sécrétoire peut étre d’origine périphérique ou testiculaire. Dans la
majorité des cas, le volume testiculaire est diminué, inférieur a 10 ml et la

concentration plasmatique de la FSH est augmentée.

La réalisation d’un caryotype chez ces patients est obligatoire en premiére intention.
Il permet de faire le diagnostic d’un syndrome de Klinefelter (47XXY). Ce syndrome

associe une azoospermie sécrétoire et une hypotrophie testiculaire.
Les autres étiologies de I’'azoospermie sécrétoire sont :

- les micros délétions des régions AZF du bras long du chromosome Y (AZFa,
AZFb et AZFc)

- la varicoceéle de haut grade qui est une cause fréquente d’azoospermie
sécrétoire acquise

- la cryptorchidie bilatérale

- laradio/chimiothérapie pelvienne

Dans le cas de ces patients, I'extraction chirurgicale des spermatozoides testiculaires
est privilégiée associée a un examen anatomo-pathologique qui permet de poser le

diagnostic histologique.

Des études récentes ont montré des taux de récupération de spermatozoides

testiculaires globaux allant de 30 a 50% [23, 24, 25].
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L'efficacité des taux de récupération des spermatozoides varie en fonction de la
technique d’extraction testiculaire. Un taux d’extraction supérieur a été relevé avec

la TESE avec biopsies multiples.

Un taux de récupération de spermatozoides testiculaires de 35% en TESE et 52% en
Micro-TESE a été récemment rapporté estimant ainsi une performance plus grande
de 1.5 fois avec la technique de Micro-TESE, en particulier en cas de Sertoly Cell Only

et en cas d’arrét de maturation au niveau des tubes séminiféres [12, 25, 26] .

Seulement les résultats d’ICSI avec spermatozoides testiculaires (TESE-ICSI) chez les
patients présentant une azoospermie sécrétoire sont moindres en terme de taux de
fécondation (52,2% vs 73,6%) et de taux de grossesse (25,9% vs 51,3%) par rapport
aux résultats de TESE-ICSI des patients avec une azoospermie obstructive [27, 28, 29].
Néanmoins il semblerait que le citrate de clomiféne puisse améliorer les résultats

chez les patients présentant une azoospermie sécrétoire.
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1.5 La fragmentation de ’ADN spermatique :

Au cours de la spermiogénese, la chromatine du noyau spermatique subit une
compaction du fait d’'un remplacement des histones en protamines (nucléoprotéines
de petites tailles). Ces protamines contiennent également de nombreux résidus de
cystéine, nécessaires a la réalisation des ponts disulfures entre les molécules de
protamines au cours du transit épididymaire. Ces ponts disulfures entraineront la
condensation de la chromatine du noyau spermatique durant le transit épididymaire.
Les anomalies du noyau spermatique peuvent survenir a différentes étapes, au
niveau testiculaire et post testiculaire. Différentes techniques ont été développés afin

d’évaluer les dommages au niveau du noyau spermatique.

Certains tests utilisent des fluorochromes et des marqueurs capables d’interagir avec
la chromatine ou I’ADN spermatique afin d’identifier chez les patients des anomalies
au niveau de I’ADN spermatique et permettre ainsi de fixer un seuil au-dessus duquel

il existe un risque d’infertilité masculine en Assistance Médicale a la Procréation.

L’exploration de la fragmentation de I’ADN spermatique est possible avec plusieurs

techniques :

o L’analyse unicellulaire sur gel d’électrophorese (Single Cell Gel Electrophoresis Assay
— COMET) qui permet de mesurer les dommages lié a 'ADN spermatique en
observant la migration des fragments d’ADN sur gel d’agarose lors de
I’électrophorese. La coloration met en évidence une distribution dans le gel sous la

forme d’'une comeéte d’ou I'appellation de la technique.

o Le test in situ de cassures dans I’ADN (In situ Nick Translation Assay — NT) qui mesure
I'incorporation d’'un complexe biotine-dUTP (Deoxyuridine triphosphate) au niveau

des cassures simples brins de I’ADN en utilisant I’activité de I’ADN polymérase.

o La technique dite « TUNEL » : Tdt mediated dUTP Nick End-Labelling, largement

utilisée qui permet I'analyse d’un petit nombre de spermatozoides. Les cassures
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simples ou doubles brins sont observées grace a l'incorporation de nucléotides
marqués au niveau de l'extrémité 3’OH par I'action d’'une enzyme : la Terminale
Deoxynucleotidyl Transferase (TDT) (Figure 6). La quantification se fait sous

microscope classique, a fluorescence, ou par cytométrie en flux.

(~) Nucléotides marqués ( ’k) aux extrémités 3’- OH des
fragments d’ADN

— o
3'*—-— &

Figure 6 : Principe de la technique TUNEL (). Auger et F. Eustache.www.medecine.ups-tlse.fr)

L'étude de la fragmentation de I’ADN spermatique n’est pas un examen de 10
intention. Celui-ci est prescrit lorsque le patient présente des facteurs favorisant
I'augmentation de la fragmentation de I’ADN spermatique tel que le tabagisme,
I’exposition a la chaleur provoquant une hyperthermie testiculaire, une varicocéle ou

un antécédent de traitement par radio/chimiothérapie.

Aussi, lorsqu’il existe une notion de fausses couches répétées ou des échecs répétés
des tentatives en Assistance Médicale a la Procréation dans I'histoire de la maladie
du couple, cette analyse de la fragmentation de ’ADN spermatique est demandée

dans le bilan d’échec d’implantation.

Nombreux articles suggerent que les hommes qui consultent pour une infertilité
ayant une ou plusieurs altérations spermatiques présentent un taux de
fragmentation de I’ADN spermatique plus élevé que les patients fertiles [30, 31],
cette fragmentation de I’ADN spermatique est réparable par I'ovocyte jusqu'a un
certain seuil en fonction de la qualité ovocytaire et de I'dge de la conjointe. Lorsque
les capacités de ce dernier sont dépassées et/ou qu’il existe une mauvaise qualité

ovocytaire, ces micro-cassures échappent a la réparation ovocytaire et affectent ainsi
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la qualité embryonnaire. Un taux de fragmentation de ’ADN spermatique élevé s’est
alors avéré étre un marqueur important d’évaluation de la fertilité masculine
pouvant impacter négativement sur le pouvoir fécondant mais surtout sur le
développement embryonnaire et ainsi diminuer les chances de grossesse [32, 33]. De
plus, certains auteurs ont démontré une relation significative entre un taux élevé de
fragmentation de I'ADN spermatique et le taux de fausses couches spontanées

précoces [34].

La relation entre la fragmentation de 'ADN spermatique et les caractéristiques
spermatiques est controversée. Selon certains auteurs, I'index de fragmentation de
'ADN spermatique (DFI) serait plus important en cas d’oligo-asthéno-
tératozoospermie qu’en l'absence d’altération des caractéristiques spermatiques

[35].
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1.6 La tératozoospermie sévere :

L’évaluation de la morphologie spermatique fait partie intégrante du spermogramme

dans

le bilan de [linfertilité masculine. Mais son lien avec linfertilité reste

controversé.

Il existe plusieurs classifications en ce qui concerne la morphologie spermatiques :

la méthode de David proposée en 1972 et publiée en 1975 suggérait
initialement 13 types d’anomalies spermatiques: 7 pour la téte des
spermatozoides et 6 pour le flagelle [36, 37]. Au début des années 90, il y’a eu
une redéfinition de cette classification avec I'ajout de nouvelles catégories
d’anomalies donnant lieu a la classification de David modifiée.

la classification de David modifiée répertorie 7 anomalies de la téte du
spermatozoide, 3 anomalies de la piece intermédiaire et 5 anomalies du
flagelle (figure 7), permettant le calcul de I'index d’anomalies multiples (IAM)
qui correspond au nombre moyen d’anomalies recensées par spermatozoide
anormal. Une tératozoospermie est définie par un taux de spermatozoides
typiques inférieur a 20%.

la classification de Kruger: celle-ci présente des criteres plus stricts. Les
anomalies sont classées par ordre d’'importance en 4 groupes : les anomalies
de la téte, les anomalies de I'acrosome, les anomalies de la piece
intermédiaire et enfin les anomalies de la piéce principale ou du flagelle. Un
index de tératozoospermie (TZl) est calculé. La tératozoospermie est définie

par un taux de spermatozoides normaux inférieur a 4% [38].

39

KAROUI
(CC BY-NC-ND 2.0)



Figure 7 : Anomalies des spermatozoides (Classification de David modifiée)
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La fécondation in vitro assistée (FIV-ICSI) peut pallier a une oligo-asthénozoospermie
sévere aprés capacitation préalable des spermatozoides ainsi qu’a la
tératozoospermie modérée (pourcentage des spermatozoides normaux entre 10% et
20%) en choisissant au moment de l'injection un spermatozoide mobile progressif

ayant une morphologie normale.

Cependant, en cas de tératozoospermie sévére apres sélection associée a une oligo-
asthénozoospermie, I'ICSI devient difficile. Dans certains cas, le choix des
spermatozoides est limité, et il est possible que des spermatozoides mobiles

progressifs atypiques soient injectés.

L'influence de la tératozoospermie a été discutée dans de nombreuses séries.
Certaines ont montré un impact négatif de la tératozoospermie sur les résultats de la
FIV-ICSI avec une augmentation significative des aneuploidies au niveau des
spermatozoides avec une morphologie anormale [39], et pour d’autres, la
morphologies spermatique ne semble pas affecter le développement et la qualité

embryonnaire [40, 41] .

Des résultats ont été observés en comparant I'ICSI avec spermatozoides testiculaires
versus spermatozoides éjaculés. Certains auteurs ont rapporté un taux de grossesse

et de naissance vivante supérieure en réalisant la micro injection de spermatozoides
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testiculaires comparé aux spermatozoides éjaculés chez les hommes présentant une

cryptozoospermie, une oligo-asthéno ou une tératozoospermie [42, 43].

Mais peu d’études se sont intéressées sur l'intérét de I'ICSI avec spermatozoides
testiculaires chez les patients ayant une tératozoospermie sévere isolée ou associée a
d’autres altérations des parameétres spermatiques en cas d’échecs répétés de

tentatives d’ICSI avec des spermatozoides éjaculés.
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1.7 Le trouble éjaculatoire :

Le trouble éjaculatoire fait partie des indications de prise en charge en AMP.

Les anéjaculations sont définies par une absence d’émission de sperme accompagnée
Ou non par une sensation orgasmique.

Les éjaculations rétrogrades correspondent a une éjaculation dans la vessie liée un
dysfonctionnement du sphincter de la vessie.

Parmi les principales étiologies de ces troubles éjaculatoires, il y'a les causes
neurologiques, les neuropathies diabétiques, les causes médicamenteuses et les
causes chirurgicales.

Les blessés médullaires représentent une population particuliere d’hommes jeunes
infertiles. Du fait de leur trouble éjaculatoire, I’éjaculation est obtenue par
stimulation vibratoire pénienne ou par électroéjaculation endorectale selon le niveau
lésionnel. Concernant les parameétres spermatiques, la numération en
spermatozoides est normale, en revanche il existe une asthénozoospermie sévere
associée a une nécrozoospermie, souvent associée a un délai d’abstinence trop long
[44]. Pour ces patients atteint de trouble éjaculatoire, les résultats en FIV-ICSI avec
les spermatozoides éjaculés apres stimulation pénienne ou électroéjaculation
endorectale semblent satisfaisants [45].

Cependant, lorsque I'éjaculation n’est pas possible ou que les caractéristiques
spermatiques de I’éjaculat obtenus ne sont pas compatibles avec une FIV-ICSI du fait
d’une nécrozoospermie importante et/ou une akinésie, la biopsie testiculaire peut
étre proposée.

Par ailleurs, les infections urinaires a répétition ainsi que le délai d’abstinence trop
long sont des causes d’augmentation du taux de la fragmentation de I’ADN
spermatique favorisant les échecs de tentatives en FIV-ICSI.

La biopsie testiculaire en vue d’une prise en charge en AMP, pourrait donc étre

avantageuse chez ces patients.
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lll. MATERIELS ET METHODES :

lll.1 Sélection des patients :

Nous avons réalisé une étude rétrospective observationnelle monocentrique entre

janvier 2015 et juin 2018 incluant 182 patients ayant consulté pour une infertilité

masculine dans le service de médecine et de biologie de la reproduction de I'Hbpital

Femme-Mere-Enfant a Bron.

Les criteres d’inclusion ont été :

e les patients ayant bénéficié d’'une prise en charge en AMP par FIV avec la
technique de micro injection intra cytoplasmique de spermatozoides d’origine
testiculaire (TESE-ICSI).

e les conjointes des patients avec un taux d’AMH supérieur a 0.5 ng/ml.

Ces 182 patients ont été répartis en 3 groupes : (Figure 8)

e Un groupe BTa (Groupe Biopsie Testiculaire autre), groupe principal de I'étude,
avec 45 patients eux méme repartis en 3 sous-groupes : (figure 9)

o 12 patients avec un taux de fragmentation de ’ADN spermatique élevé et
persistant dans I'éjaculat, malgré la prise d’un traitement antioxydant,
ayant un index de fragmentation de I’ADN spermatique (DFIl) supérieur a
15%.

o 16 patients avec une tératozoospermie sévére ayant un pourcentage de
spermatozoides atypiques inférieur a 10% selon la classification de David
modifiée.

o 17 patients avec un trouble éjaculatoire.

e Un groupe BTo (Groupe Biopsie Testiculaire obstructif) avec 92 patients dont la
majorité présentait une azoospermie obstructive nécessitant une TESE pour une
prise en charge en AMP.

e Un groupe BTs (Groupe Biopsie Testiculaire sécrétoire) avec 45 patients dont la
majorité présentait une azoospermie sécrétoire nécessitant une TESE pour une

prise en charge en AMP.
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12 patients du groupe BTa ont bénéficié d’'une TESE-ICSI dés leur premiére tentative
de FIV dont plus de 50% appartenant au sous-groupe 3 : trouble éjaculatoire.

Deux patients du sous-groupe 2 ne présentaient pas de tératozoospermie mais un
pourcentage élevé de spermatozoides avec une ou plusieurs vacuoles occupant plus
de 16 % de la surface de la téte des spermatozoides a |‘observation des
spermatozoides au fort grossissement ou Motile Sperm Organelle Morphology
Examination (MSOME), surface vacuolaire qui semble retentir sur les taux de
fécondations, d’implantation embryonnaire et les chances de succés en ICSI [46,47].
Le pourcentage de spermatozoides de types 1 et 2 selon la classification de
Bartoov étant supérieur a 10% chez ces 2 patients, I'IMSI (intracytoplasmic
morphologically selected sperm injection) n’était pas indiqué.

Un patient dans le groupe BTa a été exclu de I'étude du fait d’une extraction

testiculaire négative.

Dans cette étude, le groupe BTa a été comparé aux groupes témoins BTo et BTs.

Le test de fragmentation de I'ADN spermatique a été réalisé selon la technique
TUNEL (TdT dUTP Nick End-Labellin).

La morphologie des spermatozoides a été analysée en microscopie optique au
grossissement x100 sur lame a coloration rapide Testsimplets® (Waldeck) et selon la
classification de David modifiée.

L'ensemble des données clinico-biologiques des couples ayant bénéficié d’une

fécondation in vitro assistée d’'une micro-injection des spermatozoides testiculaires a

été recueilli a partir d’'une base de données informatisée (logiciel d’AMP MediFirst®).
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Répartition des groupes
® Groupe BTa (n=45)
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m Groupe sécrétoire BTs
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Figure 8 : Répartition des 3 groupes de I'étude

BTa

B Fragmentation élevée (n=12) 27%
M Tératozoospermie sévere (n=16) 35%

u Trouble éjaculatoire (n=17) 38%

Figure 9 : Répartition des 3 sous-groupes du groupe BTa
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I1l.2 Données recueillies :

La prise en charge de l'infertilité du couple est multidisciplinaire. L'interrogatoire et
I’examen clinique des patients ont été réalisés par les andrologues du service de
médecine de la reproduction.

L'interrogatoire porte sur le mode de vie du patient, la recherche des antécédents de
cryptorchidie, des antécédents médico-chirurgicaux, d’antécédent de fievre,
d’infections uro-génitales, de traumatisme ou de torsion testiculaire, d’'une notion
d’exposition a la chaleur et de prise médicamenteuse.

L’examen clinique comporte une évaluation du poids et de la taille, une estimation du
volume testiculaire a la palpation a I'aide d’un orchidométre de Prader, la recherche
d’une varicoceéle ainsi que des signes d’agénésie bilatérale des canaux déférents
et/ou d’une infection uro-génitale.

La réalisation d’'un spermogramme et d’un test de migration survie ont été
systématiques pour les patients. Une ou plusieurs altérations des parameétres
spermatiques ont été confirmées sur un deuxieme spermogramme effectué a 3 mois
d’intervalle.

L’étude de la fragmentation de I’ADN spermatique est indiquée dans le bilan d’échecs
d’implantation, de fausses couches a répétition ou d’infertilité inexpliquée. Le mode
de vie (stress, tabagisme, obésité, toxiques), I'hyperthermie testiculaire et la
présence d’une varicocéle peuvent induire une augmentation du taux de
fragmentation de I’ADN spermatique et rendre pertinent la réalisation de ce test.

De méme, un bilan hormonal, génétique et échographique des testicules ont été
prescrits pour tous les patients. L'exploration hormonale par le dosage de la
testostérone, du taux de LH, de FSH et de I'Inhibine B permet d’évaluer le contrdle de
I’axe hypothalamo-hypophysaire sur la spermatogenése et d’établir s’il existe ou non
une insuffisance testiculaire.

Le bilan génétique comprend un caryotype, une recherche de micro-délétion du
chromosome Y (Géne SRY : Sex-determining Region of Y chromosome ou dans la
région AZF : Azoospermia factor) et la recherche de mutation du gene CFTR de la

mucoviscidose en fonction des résultats du bilan hormonal et échographique.
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L’échographie testiculaire permet d’objectiver la présence d’une varicocéle et de la
classifier en fonction de son grade et/ou de mettre en évidence une obstruction des
voies séminales ou déférentielle.

Les patients de cette étude ont bénéficié d’un traitement antioxydant qui a été bien
suivi (vitamine A, vitamine E, vitamine C, zinc et sélénium) pendant au moins 3 mois
sur la ou les tentative(s) précédentes(s) de FIV-ICSI avec spermatozoides éjaculés et

avant la tentative d’ICS| avec spermatozoides testiculaires.

En ce qui concerne les conjointes des patients, un interrogatoire et un ensemble
d’examens complémentaires ont été réalisés par les gynécologues du service.
L'interrogatoire a porté sur I'age, I'ancienneté de l'infertilité du couple, leur mode de
vie, la recherche des antécédents médico-chirurgicaux, la notion d’infections et/ou
de curetages ou de douleurs pelviennes. La réserve ovarienne a été évaluée par un
bilan hormonal avec un dosage de la FSH, LH, AMH et un dosage de la prolactine. Un
compte des follicules antraux sous échographie est systématique ainsi qu’une

hystérosalpingographie.

l11.3 Extraction des spermatozoides testiculaires :

L’extraction des spermatozoides testiculaires a été réalisée selon la technique de
prélevement a ciel ouvert apres une incision de I'albuginée sous anesthésie générale
ou rachianesthésie. Au moins 2 biopsies ont été réalisées systématiquement : I'une
pour l'extraction des spermatozoides testiculaires traitée par les biologistes du
service, et l'autre pour un examen anatomopathologique afin d’évaluer Ia

spermatogenese selon le score de Johnsen (Figure 10).
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Figure 10 : Score de Johnsen (nttp://www.ajandrology.com)

Johnsen's Score Description Testiscular Pathology Cell Type Instruction
5 . Leydig Cell and
1 Fibrosis Peritubular Myoid Cell
2 Sertoli only ~————— Sertoli Cell
4
3 Spermatogonia only . Spermatogonia
s
4 Few spermatocytes
5 Many spermatocytes .‘ @ . Spermatocyte
6 Few early spermatids
7 No spermatozoa, no late . ®< @=—= Round Spermatid
spermatids, many early -“
spermatids
8 Less than five spermatozoa, . - ) (=3 ~
few late spermatids .e « ——— Elongated Spermatid
9 Slightly impaired, many late
spermatids, disorganized
WS : perm
10 Normal spermatogenesis ‘ 6 - =3 atozoon
&2

La biopsie testiculaire a eu lieu soit le jour méme de la ponction ovocytaire (TESE
synchrone) ce qui a permis de réaliser dans le méme temps la FIV-ICSI apres
extraction des spermatozoides, soit dans un premier temps afin de s’assurer de la
présence de spermatozoides avant de réaliser la FIV-ICSI ce qui a nécessité une
congélation des spermatozoides testiculaires pour une utilisation postérieure en FIV-
ICSI (TESE asynchrone).

Au laboratoire, une dilacération soigneuse de ou des biopsies testiculaires a été
effectuée a I'aide d’aiguilles fines courbée a 90° dans un milieu de culture I'lVF
medium (Origio) puis les biopsies dilacérées ont été incubées a 37°C pendant au
moins 30 minutes.

Le surnageant de la dilacération a ensuite été récupéré, déposé sur un gradient de
densité 50% (50% de PureSperm® (JCD) et 50% d’IVF medium (Origio)) puis centrifugé
pendant 20 minutes a 1500 tours/min (394g). Le surnageant et le culot globulaire de
la fraction 50 % ont été lavés séparément dans un milieu de culture pour préparation

des spermatozoides le Ferticult™ (FertiPro) par centrifugation pendant 10 minutes a
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2000 tours/min (701g) pour éliminer le PureSperm® (JCD). Le culot de centrifugation
a ensuite été repris dans un volume adapté d’IVF medium (Origio).

Les spermatozoides testiculaires surnuméraires, aprés traitement, ont été
cryoconservés a -196°C dans de l'azote liquide avec un milieu de congélation
contenant un cryoprotecteur le Spermfreeze™ (FertiPro) en cas de TESE synchrone et
asynchrone.

Une étude de la fragmentation a été réalisée dans la mesure du possible si la

numeération en spermatozoides totaux a été supérieure a 1 millions/ml.

l11.4 Ponctions ovocytaires :

Lors de la prise en charge en FIV, les conjointes ont bénéficié d’une stimulation
ovarienne par de la FSH recombinante associée a un agoniste de la GnRH (protocole
long) ou a un antagoniste de la GnRH (protocole court).

La ponction des ovocytes a été réalisée sous anesthésie générale ou locale par voie
transvaginale au bloc opératoire par un gynécologue du service 36 heures apres le

déclenchement de I'ovulation par un analogue de I'hCG.

lIl.L5 Micro-injection intra cytoplasmique de spermatozoides
testiculaires (TESE-ICSI) :

La fécondation in vitro (FIV) a été réalisée par la technique de FIV-ICSI.

Une recherche ainsi qu’une préparation des ovocytes par décoronisation ont été
effectuées pour éliminer les cellules folliculaires par action de la hyaluronidase et par
action mécanique.

Les spermatozoides frais (TESE synchrone) ou décongelés (TESE asynchrone) ont été
sélectionnés et incubés a 37°C avec un inhibiteur de la phosphodiestérase pendant
10 minutes pour induire la mobilité des spermatozoides [48]. Ils ont été ensuite

sélectionnés selon leur mobilité et leur morphologie et injectés dans chaque ovocyte.
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La culture embryonnaire a varié entre 2 jours a 5/6 jours.

Le choix de la date du transfert d’'un ou deux embryons au stade précoce (J2-J3) ou
au stade tardif (J5-J6) a tenu compte de I'dge maternel, du type d’infertilité du
couple, de la qualité embryonnaire et des résultats des précédentes tentatives en
FIV.

Les embryons surnuméraires ont été congelés au stade J2-J3 ou vitrifiés au stade J5-
J6 si les critéres morphologiques le permettaient (Classification BLEFCO) [49] et

(Classification Gardner) [50].

Figure 11 : Répartition des stades de transfert embryonnaire pour les 3 groupes

W Effectifs Pourcentage
83
62
45,6
34,1
15
=
Transfert J2/J3 Transfert J5 Transfert 16/J7

I11.6 La grossesse :

Un début de grossesse est défini par un taux sérique des B-hCG 15 jours apres le
transfert embryonnaire, supérieur au seuil de positivité selon la norme du
laboratoire.

Une échographie endovaginale a été réalisée entre 6 et 8 semaines d’aménorrhée

afin d’affirmer la présence d’un ou plusieurs sacs gestationnels intra-utérin.
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Une activité cardiaque de I'embryon a plus de 7 semaines d’aménorrhée définit une
grossesse évolutive.

Le terme de grossesse évolutive regroupe les grossesses en cours et celles ayant
conduit a au moins une naissance vivante.

Le terme de grossesses cumulées regroupe les grossesses en cours ou celles ayant
conduit a au moins une naissance vivante apres un transfert d’embryons frais ou

congelés (TEC) issue de la méme tentative de TESE-ICSI.

1.7 Analyse de données :

Les données ont été extraites de la base de données MediFirst (MediFirst, Montigny
le Bretonneu, France). Les données ont été décrites sous la forme de leur distribution
pour les variables qualitatives, et sous la forme de moyenne * écart-type pour les
variables quantitatives.

L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel SPSS version 21.0 (IBM, EU).

Le test du Chi 2 a été utilisé pour analyser les paramétres qualitatifs.

Pour la comparaison des parametres quantitatifs, le test t de Student, une analyse de
variance a mesure répétée et I'ANOVA ont été utilisés. Les coefficients de corrélation
de Spearman ont été calculés. Les tests statistiques étaient considérés comme

significatives si p < 0,05.
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IV. RESULTATS:

IV.1 Description de la population :

IV.1.1 Groupe « Autre » (BTa) :

46 patients ont bénéficié d’une biopsie testiculaire avec une prise en charge en FIV-
ICSI durant la période d’inclusion, 45 patients ont eu une biopsie testiculaire positive
et un patient a été exclu de I'étude pour une extraction testiculaire négative.

L’age moyen des patients du groupe BTa était de 39,09 +/- 6,64. L'age moyen de
leur conjointes était de 33,89 +/- 3,97. La moyenne des rangs des tentatives de TESE-
ICSI était de 3,02 +/- 1,70 (tableau 4).

Le groupe BTa est composé de trois sous-groupes :

Sous-groupe 1 BTa pour taux de fragmentation de I’ADN spermatique élevé dans le

sperme éjaculé :

12 patients avaient un taux de fragmentation de I'ADN spermatique élevé et
persistant dans I’éjaculat, avec un index de fragmentation (DFI) supérieur a 15%
malgré la prise d’antioxydants (vitamine C, vitamine A, vitamine E, zinc et sélénium)
depuis au moins 3 mois ont été inclus. A I'exception de 2 patients, les
caractéristiques spermatiques étaient altérées (Tableau 2).

41% des patients présentaient une nécrozoospermie dans le sperme éjaculé. La
moyenne du taux de fragmentation de I’ADN spermatique chez les patients du sous-
groupe 1 dans le sperme éjaculé était de 34,08% +/- 11,89. La moyenne du taux

d’AMH des conjointes était de 2.96 +/- 1.81.

Le rang moyen des tentatives de TESE-ICSI était de 2.5 +/- 1,3 (figure 12).
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Tableau 2: Caractéristiques spermatiques des patients avec un taux de fragmentation de
I’ADN spermatique élevé

1 parametre >2 parametres
Caractéristiques spermatiques du Normal spermatique spermatiques
groupe BTa altéré altérés
Nombre de patients avec DFI 2 15 % 2 5 10
(n=12)

Sous-groupe 2 BTa pour tératozoospermie sévere :

16 patients ont été inclus dans ce sous-groupe :

o 14 patients présentaient une tératozoospermie sévere isolée (pourcentage de

spermatozoides atypiques inférieur a 10% selon la classification de David
modifiée) ou associé a d’autres altérations des caractéristiques spermatiques
(OATS).

2 patients du sous-groupe 2 n’avaient pas de tératozoospermie mais un
pourcentage élevé de spermatozoides avec une ou plusieurs vacuoles
occupant plus de 16 % de la surface de la téte des spermatozoides a

I’'observation des spermatozoides au fort grossissement (MSOME).

La moyenne du taux de fragmentation de I’ADN spermatique des spermatozoides
éjaculés était de 20,98% +/-15,84. La moyenne du taux d’AMH des conjointes était
de 2.8 +/-1.27.

Le rang moyen des tentatives de TESE-ICSI était de 3,4 +/- 1,7 (figure 12).

Sous-groupe 3 BTa pour trouble éjaculatoire :

17 patients ont été inclus avec un trouble éjaculatoire :

o 5 patients (30%) présentaient une éjaculation rétrograde et ont bénéficié

d’une TESE-ICSI car les caractéristiques spermatiques du sperme éjaculé ne
permettaient pas la FIV-ICSI ou du fait de plusieurs échecs de tentatives de
FIV-ICSI apres sélection des spermatozoides a partir des urines.

12 patients (70%) blessés médullaire ont bénéficié d’'une TESE-ICSI car les

caractéristiques spermatiques du sperme éjaculé ne permettaient pas la FIV-
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ICSI ou du fait d’une anéjaculation aprés des essais de recueil de sperme par

stimulation pénienne et/ou électroéjaculation endorectale.

Le taux de la fragmentation de ’ADN spermatique n’a pu étre déterminé que chez 5

patients dans le sperme éjaculé. La moyenne du taux de fragmentation de I’ADN

spermatique pour ces 5 patients avec un trouble éjaculatoire était de 31,36% +/-

15,90. La moyenne du taux d’AMH des conjointes était de 5.26 +/- 4.47.

Le rang moyen des tentatives de TESE-ICSI était de 2,8 +/- 1,8 (figure 12).

Figure 12 : Taux de fragmentation de I’ADN spermatique dans le sperme éjaculé et rang
moyen des 3 sous-groupes

Rang moyen des
tentatives de TESE-ICSI

2,5

Effectif MOSV;:::EEDF'
(n=30) éjaculé
B Sous-groupe 1 12 34,08
M Sous-groupe 2 13 20,98 %
Sous-groupe3 5 31,36 %

3,4

2,8
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IV.1.2 Groupe « Obstructif » (BTo) :

Dans le groupe obstructif (BTo), 92 patients ont été inclus au total et ont bénéficié
d’une biopsie testiculaire avec une prise en charge en FIV-ICSI avec extraction
positive de spermatozoides testiculaires.

45 patients présentaient une azoospermie due a une Agénésie Bilatérale des Canaux
Déférents (ABCD) dans un contexte de mutation du géne CFTR de la mucoviscidose
(n=41) ou secondaire a une vasectomie (n=4) (Tableau 3).

Les autres causes d’obstruction dans ce groupe ont été les épididymites chroniques,
les traumatismes testiculaires et les obstructions post infectieuses des voies
spermatiques (n=47). 4 patients présentaient une cryptozoospermie et 4 patients
avaient une oligozoospermie sévere inférieur a 2 millions/ml.

L’age moyen des patients était de 37 +/- 6,8. L’age moyen de leur conjointe était de
33 +/- 4,6. Le rang moyen des tentatives de TESE-ICSI dans le groupe BTo était de 2.3
+/- 1,6 (Tableau 4). L'étude de la fragmentation de I'ADN spermatique des
spermatozoides éjaculés n’a pas pu étre réalisée pour la majorité des cas en raison de

I’absence ou du faible nombre de spermatozoides présents dans I’éjaculat.

Tableau 3 : Etiologies des 3 groupes

Groupes Etiologies Effectif Pourcentage
BTo Mutation CFTR 41 22,5%
Etiologies autres 51 28,0%
BTs Syndrome de 10 5,5%
Klinefelter (47 XXY)
Varicocele 1 6,0%
Etiologies autres 24 13,3%
BTa DFI de I’ADN 12 6,6%
spermatique élevé
OATS 16 8,8%
Trouble éjaculatoire 17 9,3%
Total 182 100%
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IV.1.3 Groupe « sécrétoire » (BTs) :

45 patients ont bénéficié d’'une biopsie testiculaire avec une prise en charge en FIV-
ICSI avec extraction positive de spermatozoides testiculaires.

Parmi les 45 patients, 10 présentaient un syndrome de Klinefelter (47, XXY), 11
avaient une varicocele de grade 3 déja embolisée.

Les 24 patients restants présentaient soit une micro délétion du chromosome Y au
niveau la région AZFc (4 patients), soit une extrophie vésicale (1 patient), soit un
antécédent de médulloblastome en post radio/chimiothérapie (1 patient), soit un
hypogonadisme périphérique (1 patient), soit un trouble de la spermatogenése isolé
(17 patients) (Tableau 3).

35 patients présentaient une azoospermie, 6 patients présentaient une
cryptozoospermie et 4 patients présentaient une oligozoospermie sévere inférieur a
2 millions/ml.

L’age moyen des patients était de 37 +/- 6,1. L’age moyen de leur conjointe était de
33 +/- 3,6. Le rang moyen des tentatives de TESE-ICSI dans le groupe BTs était de 2,2
+/-1,5 (Tableau 4).

L’étude de la fragmentation de ’ADN spermatique des spermatozoides éjaculés avant
la biopsie testiculaire n’a pas pu étre réalisée en raison de I'absence ou du faible
nombre de spermatozoides présents dans I'éjaculat.

Les 182 patients de I'étude étaient comparables au niveau de I'adge (p=0,238), de
I’age de la conjointe (p=0,791) et du taux d’AMH de la conjointe (p=0,305). Toutefois
le rang de la tentative a été significativement different entre les groupes (p=0,028)

(Tableau 4).
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Tableau 4 : Caractéristiques des 3 groupes de I’étude

Population :
moyenne +/- SD

Rang tentative
Age Mr
Age conjointe

AMH conjointe

BTa (n= 45)

3,02 +/-1,70
39,09 +/- 6,64
33,89 +/-3,97

3,85 +/- 3,25

BTo (n=92)

2,29 +/-1,61
37,04 +/- 6,85
33,42 +/- 4,65

3,22 +/-2,84

2,24 +/-1,51

BTs (n= 45)

37,87 +/- 6,13
33,33 +/- 3,68

2,92 +/-2,29

Total (n= 182)

2,46 +/- 1,63
37,75 +/- 6,64
33,51 +/- 4,24

3,11 +/- 2,65

Figure 13 : Répartition des rangs des tentatives pour les 3 groupes

74

36

M Effectifs

15,4

Pourcentage

13

3.3 71 71
105

Rang 1 Rang 2

Rang 3

Rang 4 Rang 5

Rang 6 Rang 7

Test ANOVA
(p< 0,05)
p =0,028

p=0,238
p=0,791

p =0,305
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IV.2 Résultats TESE-ICSI :

IvV.2.1 Dans le groupe « autre » (BTa) : (Tableau 5)

1v.2.1.1 Sous-Groupe 1: taux de fragmentation de I’ADN spermatique
élevé dans le sperme éjaculé :

72% des biopsies testiculaires ont été réalisées en asynchrone et 28 % en synchrone.
Le taux de fécondation était de 41,8% +/- 26,8 et de 40,2% +/- 27,5 pour le taux de

clivage.

Le taux de grossesse clinique était de 41,7 % (5 grossesses sur 12) et le taux de

grossesses cumulées de 58,3 % (7 grossesses sur 12) (Figure 14).

1v.2.1.2 Sous-Groupe 2 : tératozoospermie sévére :

50 % des biopsies testiculaires ont été réalisées en asynchrone et 50% en synchrone.
Le taux de fécondation était de 51,7% +/- 26 et le taux de clivage était de 51.9% +/-
28.

Le taux de grossesse clinique était de 37,5% (6 grossesses sur 16) et le taux de

grossesse cumulée de 50 % (8 grossesses sur 16) (Figure 14).

1v.2.1.3 Sous-Groupe 3 : trouble éjaculatoire :

76,4 % des biopsies testiculaires ont été réalisées en asynchrone et 23.6 % en
synchrone. Le taux de fécondation était de 55,9% +/- 29 et le taux de clivage était de

53,4% +/- 29.

Le taux de grossesse évolutive était de 47 % (8 grossesses sur 17) et de 58,8 % (10

grossesses sur 17) pour le taux de grossesse cumulée (Figure 14).
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D’apreés les tests statistiques (test du Chi deux), nous avons constaté dans ce travail
que les résultats étaient comparables entre les 3 sous-groupes pour ce qui est du
taux de fécondation, taux de clivage, taux de grossesse et taux de grossesse cumulée

sans différence significative (Figure 14).

Figure 14 : Résultats en TESE-ICSI dans les 3 sous-groupes du groupe BTa

Sous-groupe 1 Taux de fragmentation de I'ADN spermatique élevé
Sous-groupe 2 W Tératozoospermie sévere
Sous-groupe 3 m Trouble éjaculatoire

[v) [v)
55,90% 58,30%  58,80%

53,40%

51,70% 51,90% 50%

47,00%

41,80% 40,20% 41,70%

37,509

Tauxde  Tauxdeclivage Tauxde Taux de
fécondation grossesse grossesse
cumulé

Les p correspondent a la différence globale entre les 3 groupes
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Tableau 5 : Résultats groupe BTa

Groupe BTa Age Mr Taux de Taux de Taux de Taux de
fécondation clivage
Moyenne (+ Moyenne (+ ET) Moyenne (x ET) grossesse grossesse
ET) cumulée
FERmElEdEg g 41,8 40,2 41,7% 58,3%
leze +8,6 +26,8 +27,5
Tératozoosper 37,5 51.7% 51.9% 37,5% 50%
mie sévere +4,9 4251 4295
Trouble 39,7 55,9 53,4 47,1% 58,8%
éjaculatoire 16,5 +29.8 4296
Signification p=0,238 p = 0,391 p = 0,493 b = 0,856 p = 0,856
(p <0.05)
39,0 50,9% 48,2% 42,1% 55,7%
Total
+6,6 +27,4 +28,8

Nous avons étudié dans le groupe BTa le taux de fécondation, le taux de clivage, le

taux de grossesse et le taux de grossesse cumulée et nous avons comparé ces

résultats avec les patients du groupe obstructif (BTo) et du groupe sécrétoire (BTs).

IV.2.2

Dans le groupe « Obstructif » (BTo) :

Dans le groupe obstructif (BTo), les biopsies testiculaires ont été réalisées en

asynchrone dans 70.6 % des cas (Tableau 6). Le taux de fécondation était de 58,8%

+/- 26 et le taux de clivage était de 57,2% +/- 26.

Le taux de grossesse évolutive était de 30,4% (28 grossesses) et le taux de grossesse

cumulée était de 40,3% (38 grossesses) (Figure 15).
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Tableau 6 : Répartition des TESE synchrones et asynchrones dans les 3 groupes

TESE Synchrone TESE Asynchrone
BTa (n= 45) 35.6% 64.4%
BTo (n= 92) 29.4% 70.6%
BTs (n= 45) 22.2% 77.8%
Iv.2.3 Dans le groupe « Sécrétoire» (BTs) :

Dans le groupe sécrétoire (BTs), les biopsies testiculaires ont été réalisées en
asynchrone dans 77.8 % (Tableau 6). Le taux de fécondation était de 48,5% +/- 27 et
le taux de clivage était de 46,1% +/- 27. Le taux de grossesse évolutive était de 33,3%

(15 grossesses) et le taux de grossesse cumulée était de 40% (18 grossesses) (Figure

15).

Figure 15 : Résultats des TESE-ICSI dans les 3 groupes

Taux de Taux de clivage Taux de Taux de
fécondation grossesse grossesse cumulé

BTa (n=45) ™ BTo (n=92) BTs (n=45)

Les p correspondent a la différence globale entre les 3 groupes
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Le taux de fécondation était plus élevé pour le groupe BTo (58,85% + 26,64) comparé
aux groupes BTa et BTs, toutefois la différence globale n’était pas significative (p =
0.070). Cependant, le taux de fécondation était significativement different entre le
groupe BTo (58,85% * 26,64) et le groupe BTs (48,46% * 27,53) (p = 0,036) (figure
15).

Pour le taux de clivage il existe une différence significative entre les trois groupes (p =
0,046), et cette différence est significative entre le groupe BTo (57,21% * 26,45) et le
groupe BTs (46,10% * 27,61) (p = 0,036) (figurel5).

Le taux de grossesse n’étaient pas significativement différent entre les 3 groupes de
BT (p = 0,390). Les taux de grossesse cumulée n’étaient pas significativement

différent entre les 3 groupes de BT (p = 0,226) (figure 15).

IV.3 Résultats du taux de fragmentation de I’ADN spermatique :

Pour le groupe BTa : (Tableau 7)

- Le taux de fragmentation de I’ADN spermatique testiculaire dans le sous-
groupe 1 était de 18.12% +/- 11.60 vs 34,08%+/- 11.89 pour les
spermatozoides éjaculés.

- Dans le sous-groupe 2, le taux de fragmentation de I’ADN spermatique
testiculaire était de 15,99% +/- 12,24 vs 20,98% +/- 15,84 pour les
spermatozoides éjaculés.

- Dans le sous-groupe 3, le taux de fragmentation de I’ADN spermatique était

de 13,41% +/- 10,89 vs 31.36% +/- 15.90 pour les spermatozoides éjaculés.
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Tableau 7 : Résultats du taux de fragmentation de I’ADN spermatique testiculaire
versus spermatozoides éjaculés dans les 3 sous-groupes du groupe BTa

Sous-groupes BTA Fragmentation Fragmentation
testiculaire sperme ejacule
M 8 12
Sous-groupe 1 Moyenne 18,1250 34,0833
Ecart-type 11,60723 11,89238
Sous-groupe 2 N 11 13
Moyenne 16,9956 20,9845
Ecart-type 12,24804 15,84097
Sous-groupe 3 N 13 B
Moyenne 13,4154 31,3600
Ecart-type 10,89508 15,90748

Indépendamment de I'étiologie des 3 sous-groupes dans le groupe BTa, le taux de
fragmentation de I’ADN spermatique testiculaire (16,07% + 11,22) était
statistiqguement inférieur au taux de fragmentation de 'ADN des spermatozoides

éjaculés (29,71% + 15,96) (p = 0,006).

Dans le groupe BTo, le taux de fragmentation testiculaire (7,55% * 5,81) n’était pas
statistiquement inférieur a celui des spermatozoides éjaculés (8,05 + 3,24) (p =

0,809). Toutefois, I'effectif était petit (n=4), donc le test statistique a peu de valeur.

Dans le groupe BTs, le test de fragmentation de I’ADN spermatique n’a pas été
réalisable du fait d’'une numération spermatique insuffisante pour la réalisation de

cet examen.
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IV.4 Résultats TESE-ICSI avec les spermatozoides congelés versus

spermatozoides frais :

Dans les TESE synchrones et asynchrones, les taux de grossesses n’étaient pas
significativement différents entre les 3 groupes lorsque les spermatozoides ont été
utilisés frais ou aprés décongélation (p = 0,562 dans le groupe BTa ; p = 0,561 dans le
groupe BTo, p =0,560 dans le groupe BTs) (figure 16).

De méme, les taux de grossesses cumulées n’étaient pas significativement différents
dans les 3 groupes en fonction de I'utilisation des spermatozoides congelés ou frais
(p = 0,352 dans le groupe BTa; p = 0,566 dans le groupe BTo, p = 0,637 dans le
groupe BTs) (figure 17).

Figure 16 : Taux de grossesse dans les 3 groupes en fonction de l'utilisation des
spermatozoides testiculaire congelés ou frais
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Figure 17 : Taux de grossesse cumulée dans les 3 groupes en fonction de I'utilisation des
spermatozoides testiculaires congelés ou frais
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V. DISCUSSION :

Cette étude rétrospective observationnelle monocentrique portant sur 45 patients
(Groupe BTa) ayant consulté pour infertilité masculine et ayant bénéficié d’une
biopsie testiculaire hors indications usuelles (azoospermie obstructive: groupe BTo,
azoospermie sécrétoire: groupe BTs ou d’origine mixte) sur une période de 3 ans
(2015 —2018) avait pour but :

- d’évaluer l'intérét de la TESE-ICSI dans le groupe BTa apres une moyenne de 3

échecs d’implantation en FIV-ICSI avec sperme éjaculé.
- de comparer les résultats des TESE-ICSI du groupe BTa aux groupes témoins
BTo et BTs.

Le groupe BTa est composé de 3 sous-groupes : sous-groupe 1 pour taux de
fragmentation de I’ADN spermatique élevé dans le sperme éjaculé, sous-groupe 2
pour tératozoospermie sévere et sous-groupe 3 pour trouble éjaculatoire.
Cependant 12 patients du groupe BTa ont bénéficié d’emblée d’'une TESE-ICSI dés la
premiere tentative. Cela concerne majoritairement les patients du sous-groupe 3
(trouble éjaculatoire) du fait d’'une anéjaculation totale, ce qui pourrait constituer un
biais dans cette étude.
La population étudiée est comparable avec celle des autres études de la littérature en
termes d’age moyen des patients (33 ans pour les femmes et 39 ans pour les
hommes), de la technique de mesure de la fragmentation de I’ADN spermatique
(Technique TUNEL) [51,52].
Dans ce travail, la réalisation des TESE-ICSI dans le groupe BTa hors indications
usuelles (azoospermie obstructive, sécrétoire ou d’origine mixte) a donné des
résultats comparables au groupe BTo et au groupe BTs. L'origine testiculaire des

spermatozoides ne semble, a priori, pas diminuer les résultats obtenus.

Les TESE-ICSI ont été réalisées en asynchrone avec spermatozoides testiculaires
congelés dans 64.4% dans le groupe BTa, 70.6% dans le groupe BTo et 77.8% dans le

groupe BTs. Il n’y avait pas de différence significative en termes de taux de grossesse
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et de taux de grossesse cumulée dans les 3 groupes en fonction de l'utilisation des
spermatozoides testiculaires congelés ou des spermatozoides testiculaires frais.

De nombreuses séries [53, 54, 55, 56] ont rapporté des résultats comparables entre
les TESE-ICSI synchrones et asynchrones en termes de taux de fécondation (56% vs
61%), de taux de clivage embryonnaire (92% vs 95%) et de taux de grossesse clinique
(33% vs 45%) (p>0.05) [55]. Le fait de pratiquer une FIV-ICSI avec les spermatozoides

testiculaires frais ou congelés n’influencerait donc pas les résultats.

Nous avons voulu étudier I'intérét de la TESE-ICSI en cas de taux élevé et persistant
de la fragmentation de I’ADN spermatique des spermatozoides éjaculés.

Le taux de fragmentation de I’ADN spermatique au niveau testiculaire dans le groupe
BTa (32 patients), toute indication confondue, était significativement abaissé (16,07%
+ 11,22) par rapport au taux de fragmentation des spermatozoides éjaculés (29,71%
+15,96) (p =0.006).

Plus particulierement dans le sous-groupe 1 BTa, le taux de fragmentation de '’ADN
spermatique était diminué presque de moitié en passant d’'une moyenne de 34,08 %
+/- 11,89 a 18,12 % * 11,60 au niveau testiculaire. Cette analyse au niveau du
sperme éjaculé a été réalisée chez tous les patients du sous-groupe 1 mais seulement
pour 8 patients sur 12 au niveau testiculaire (66%), afin de privilégier la congélation
des spermatozoides testiculaires ou du fait d’'une numération insuffisante en
spermatozoides pour la réalisation de ce test.

Plusieurs séries ont rapporté des résultats similaires, avec une diminution
significative du taux de fragmentation de I'ADN spermatique au niveau des

spermatozoides testiculaires comparé aux spermatozoides éjaculés [51, 52, 57, 58].

L’origine exacte de la fragmentation de ’ADN spermatique n’est pas encore établie,

plusieurs hypotheses ont été émises (Figure 18) [59]:

o Au niveau testiculaire :
- la survenue d'une apoptose induite par les caspases durant |Ia
spermatogeneése.
- une rupture des brins d’ADN lors du remodelage de la chromatine durant la
spermiogéneése.
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o Au niveau testiculaire et post-testiculaire :

- une production de substances oxygénées réactives (ROS) durant le transit des
spermatozoides dans les tubes séminifere et durant le transit épididymaire.

- laradio/chimiothérapie.

- I'environnement ainsi que les toxiques (tabac, alcool, cannabis) sont connus

pour induire une fragmentation de ’ADN spermatique.

Spermatogonia

Spermatocytes

Early spermatids

-\ Sertoli | g

Elongated spermatids
Cell _al s

(i) Apoptosis during spermatogenesis
(i) DNA strand breaks during spermiogenesis

iv) DNA fragmentation induced by endogenous
caspases and endonucleases;

(v) DNA damage induced by radic and
chemotherapy: and

(vi) DNA damage induced by environmental
toxicants.

(iii) Post-Testicular DNA
fragmentation via ROS

Figure 18 : Mécanismes induisant une augmentation de la fragmentation de I’ADN
spermatique [59]

L'intégrité de I’ADN spermatique est capitale pour la fécondation, le développement
embryonnaire et 'implantation de celui-ci. Certains auteurs ont émis I’hypothese que
la fragmentation de I’ADN spermatique commencerait apres le relargage des
spermatozoides dans les tubes séminiféeres et que ceux issus directement du testicule
auraient un taux de fragmentation significativement abaissé comparé aux
spermatozoides éjaculés (4,8% vs 23,6% ) (p<0,001) [51]. L'extraction de

spermatozoides testiculaires dans les tubes séminiferes permettrait chez ces patients
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d’éviter I'exposition des spermatozoides aux ROS durant le transit épididymaire en

post testiculaire.

En effet, une étude expérimentale a été menée sur un modele animal avec une
spermatogenése anormale (mutant de souris avec un taux minimal de protéines
nucléaires de transition). lls ont observé que le passage des spermatozoides a travers
I’épididyme était associé a une perte de l'intégrité de ’ADN spermatique. Ceci est
expliqué par une plus grande rétention d’histones donc une moindre compaction de

I’ADN spermatique et ainsi une plus grande fragilité de ’ADN spermatique [60].

Une étude menée en 2005 sur 18 couples a retrouvé un taux de fragmentation de
’ADN spermatique inférieur pour les spermatozoides testiculaires comparé aux
spermatozoides éjaculées : 4,8% vs 23,6 % (p <0,001) [51]. Ills ont comparé le taux de
fécondation, la morphologie embryonnaire, le taux d’implantation et le taux de
grossesse. Le taux d’'implantation (20.7% vs 1.8%) et le taux de grossesse (44.4% vs
5,6%) étaient significativement plus élevés aprés une TESE-ICSI qu’aprées une ICSl avec
les spermatozoides éjaculés (p < 0.001). La morphologie embryonnaire et le taux de
fécondation étaient similaires dans les deux groupes.

Cela conforte les hypotheéses d’études antérieures sur le fait qu’un spermatozoide
avec un ADN endommagé peut féconder correctement un ovocyte et permettre
I'obtention d’embryons avec une qualité morphologique « en apparence » normale.
Cependant ces embryons aboutissent dans la majorité des cas a un échec
d’implantation ou a une fausse couche spontanée précoce [61].

Une autre étude rétrospective sur une cohorte de 71 couples ayant eu au moins deux
échecs de tentatives en FIV, dont les conjoints sont normospermiques avec un DFI
supérieur a 30%, a montré un taux de grossesses cliniques et évolutives
significativement plus élevé dans le groupe TESE-ICSI : 41,9% et 38.7% vs 20% et 15%
(p<0.05) [62].

Dans ce travail, le taux de grossesse obtenu est de 41,7% et le taux de grossesses
cumulées est de 58,3%. Parmi les 12 couples inclus, 8 naissances vivantes ont été

obtenues apres transfert d’embryon frais et d’embryon congelé.
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L’ADN endommagé au-dessus d’un certain seuil (DFl 215%) générerait un blocage du
développement embryonnaire soit au moment de [limplantation soit apres
implantation ayant pour conséquence des fausses couches précoces, certaines

études appellent ceci « I'effet paternel tardif » [63, 64].

En ce qui concerne les TESE-ICSI réalisées en cas de tératozoospermie sévére (sous-
groupe 2), le taux de fécondation et le taux de clivage embryonnaire chez ces sujets
étaient de 52,3 % et 48,6 %. Le taux de grossesse et le taux de grossesse cumulée
étaient de 37,5% et 50%. Au total 12 naissances vivantes ont été obtenues apres

transfert d’embryon frais et d’embryon congelé.

Dans ce travail, la majorité des patients inclus dans le sous-groupe 2 avaient d’autres
anomalies spermatiques associées a la tératozoospermie. Cependant I'ICSI avait
permis de s’affranchir de l'oligo- et de I'asthénozoospermie dans les premieres

tentatives.

Le lien entre la qualité spermatique, le développement embryonnaire et les résultats
d’ICSI restent controversés. Certaines séries ont rapporté un taux de fécondation
(70%) ainsi qu’un taux de grossesse corrects (37%) chez des patients avec une
tératozoospermie sévere ou totale [65]. Le seul parameétre ayant une influence
négative sur les résultats d’ICSI serait I'injection d’un spermatozoide immobile dans

I'ovocyte [66].

Les résultats de patients avec une oligo-asthéno-tératozoospemie (OATS) ont été
comparés avec les résultats d’ICSI avec des spermatozoides testiculaires chez des
patients présentant une azoospermie obstructive. Un taux de fécondation
significativement diminué chez les patients OATS a été observé (63.4% vs 71.3%)
(p<0.05) suggérant un lien entre le pouvoir fécondant et les paramétres
spermatiques [28]. Aussi, un taux de fécondation plus faible a été rapporté chez ces
patients OATS comparé aux résultats de patients avec une seule altération des

caractéristiques spermatiques (63.4% vs 73.2%) (p<0.05) [28].
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Un taux de fausses couches significativement plus élevé a été rapporté dans une
autre étude chez un groupe de patients présentant une tératozoospermie et ayant

entrepris une FIV-ICSI avec spermatozoides éjaculés [67].

D’autres séries [63, 68] mettent en évidence des résultats comparables entre TESE-
ICSI et ICSI avec spermatozoides éjaculés chez des patients OATS (taux de grossesse

évolutive 46.6% vs 39.7%) (p>0.05) [68].

Une étude récente [69] s’est intéressée au lien entre la morphologie spermatique et
I'intégrité de I’ADN spermatique en mesurant la quantité des transcrits d’ARNm des
protamines 1 et 2 (PRM1 PRM2) et des protéines de transition (TNP2) au niveau des
spermatozoides de sujets normospermiques et tératozoospermiques. La quantité des
transcrits de PRM1 et PRM2 mesurée par PCR quantitative était significativement
élevée chez les sujets normospermiques contrairement aux protéines de transition
TNP2 dont le nombre de copies d’ARNm était significativement plus élevé chez les
sujets avec une tératozoospermie (tableau 8). Le degré de protamination par I'étude
du noyau des spermatozoides avec la chromomycine A3 (CMA3) des sujets
tératozoospermiques était significativement plus bas que chez les sujets avec des

paramétres spermatiques normaux [69].

Tableau 8: Comparaison des transcrits PRM 1, PRM2 et TNP 2 chez les sujets
tératozoospermiques et normospermiques [69]

Gene na me;‘group‘a Teratozoospermic (n=72) MNormozoospermic (n=66) P-value
PRM1T 0.77£0.25 1.02+1.83 P 0.001
PRM2Z 0.05£0.16 1.3412.38 P+0.001
NP2 1.62+£2.02 0.24+0.58 P<0.001
PRMT/PRIM2 10.69£33.73 1.06+0.61 P=0.01

La coloration au bleu d’aniline a montré une corrélation négative significative entre la
morphologie spermatique et I'intégrité de 'ADN spermatique [69]. Un défaut de
protamination serait donc corrélé a une altération de la morphologie spermatique.
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Lors de la spermiogénése, le noyau spermatique se compacte sous l'effet du
remplacement des histones par des protéines de transition (TNP 2) puis par des
protamines (PRM 1 et PRM 2). Protamines et protéines de transition jouent un réle
fondamental dans la compaction et I'intégrité du génome paternel et par conséquent
dans la fécondation et le développement embryonnaire.

Au cours du trajet post testiculaire et lors du transit épididymaire, la chromatine du
noyau spermatique se condense. En cas de défaut de protamination lors de la
spermiogenése, la chromatine du noyau spermatique va avoir un défaut de
condensation durant le trajet post testiculaire qui va donc étre fragilisée et étre

source d’anomalies morphologiques de la téte des spermatozoides.

Une de nos hypotheses serait que I'extraction des spermatozoides au niveau
testiculaire chez les patients présentant une tératozoospermie avec un défaut de

protamination de ’ADN spermatique pourrait s’avérer bénéfique en AMP.

En ce qui concerne les TESE-ICSI en cas de trouble éjaculatoire, lors d’'une blessure
médullaire les troubles érectiles et éjaculatoires sont tres fréquents selon le niveau
[ésionnel. La majorité des blessures médullaires sont secondaires a des accidents et
concernent des hommes jeunes ayant un projet parental. La plupart de ces hommes
sont infertiles en raison d’une dysfonction érectile et éjaculatoire associés a une
altération des parametres spermatiques touchant essentiellement la mobilité et la
vitalité spermatique [70]. Ceci s’explique en partie par des concentrations élevées en
cytokines pro inflammatoires comme le TNF a, I'IL8 et I'IL-1B dans le plasma séminal
du fait de linflammation chronique du tractus génito-urinaire contribuant a

I’asthénospermie et a la nécrospermie [71, 72].

Dans cette étude, le taux de fécondation était de de 55,9% +/- 29 et le taux de clivage
de 53,4% +/- 29. Le taux de grossesse évolutive était de 47% et le taux de grossesses
cumulées de 58,8%.

Ces résultats sont comparables avec les résultats du sous-groupe 1 (TESE pour
fragmentation de I’ADN spermatique élevée) et du sous-groupe 2 (TESE pour

tératozoospermie sévere).
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Une étude récente s’est intéressée aux résultats de TESE-ICSI versus ICSI avec les
spermatozoides éjaculés chez 231 patients avec une nécrozoospermie persistante. Le
taux de fécondation n’était pas significativement différents mais le taux
d’implantation et le taux de grossesse étaient significativement plus élevés en TESE-
ICSI (23.7% vs 12.7% et 36.8% vs 19.9%) (p = 0.0001). Il en est de méme pour le taux
de naissances vivantes (28.6% vs 13.7%) (p = 0.0001) [73]-

Une autre étude a relevé chez 6 patients présentant une nécrozoospermie totale et
persistante, un taux de fécondation et un taux de clivage en TESE-ICSI respectivement
de 67% et 71% avec I'obtention d’une naissance vivante [74].Cependant, |'effectif de

cette étude est réduit et rend difficile I'interprétation des résultats.

Par ailleurs, quelques études ont montré que cette population présente un taux de
fragmentation de I’ADN spermatique plus élevé que chez les sujets non atteints de
trouble éjaculatoires [70] ,ceci peut s’expliquer par la nécrozoospermie persistante
en raison d’un long délai d’abstinence [75], mais aussi par la présence d’une
leucospermie du fait des infections urinaires a répétitions [76]. Le fait de réaliser une
TESE-ICSI chez ces patients permettrait d’obtenir un taux de grossesse supérieur

gu’avec une ICS| avec les spermatozoides éjaculés

Il a été rapporté dans une autre étude un taux de fécondation (65% vs 77%) (p>0.05)
et un taux de grossesse (74% vs 85%) (p>0.05) comparables en TESE-ICSI chez 22
sujets blessés médullaires avec un trouble éjaculatoire et chez 34 patients présentant
une azoospermie obstructive [77]. Les résultats obtenus dans ce travail vont aussi

dans ce sens.

Les conditions de recueil de sperme chez les patients blessés médullaires sont
souvent difficiles, nécessitants une équipe pluridisciplinaire spécialisée. Le recours a
la stimulation pénienne et a I’électroéjaculation endorectale est souvent vécu
difficilement par les patients et nécessite parfois plusieurs prélévements. La TESE
pourrait aussi conduire a de meilleurs résultats en termes de congélation des

spermatozoides.
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VI.

CONCLUSION :

Les biopsies testiculaires en Assistance Médicale a la Procréation sont les principales
indications des azoospermies obstructives et non obstructives. A travers ce travail,
nous avons conduit une étude rétrospective observationnelle monocentrique, au sein
du service de Procréation Médicalement Assistée de I'HOpital Femme Mere Enfant de
Bron, afin d’évaluer les résultats d’ICS| avec spermatozoides testiculaires chez 45
patients (Groupe BTa) présentant un taux de fragmentation de I’ADN spermatique
élevé et persistant (12 patients), une tératozoospermie sévére (16 patients) ou un
trouble éjaculatoire (17 patients). Ces résultats ont été comparés avec les résultats
d’un groupe de 92 patients présentant en majorité une azoospermie d’origine
obstructive (Groupe BTo) et avec les résultats d’'un groupe de 45 patients dont la
majorité présentaient une azoospermie d’origine sécrétoire (Groupe BTs) et pour
lesquels la biopsie testiculaire était nécessaire pour une prise en charge en FIV-ICSI

intra couple.

L’objectif principal de ce travail était de déterminer s’il y’avait un intérét a proposer
une ICSI avec des spermatozoides d’origine testiculaire aux patients du groupe BTa,
malgré une numération suffisante en spermatozoides mobiles dans I'éjaculat, ayant
eu en moyenne 3 échecs d'implantations lors de tentatives précédentes avec les

spermatozoides éjaculés.

Les patients inclus dans ce groupe principal (Groupe BTa) ayant une moyenne d’age
de 39 ans avaient des parameétres spermatiques qui ont permis de conduire des FIV-
ICSI avec les spermatozoides éjaculés mais qui présentaient des caractéristiques

laissant craindre un mauvais pronostic de développement embryonnaire a savoir :

- un taux de fragmentation de I'’ADN spermatique élevé et persistant dans
I’éjaculat, malgré un traitement antioxydant, avec un index de fragmentation de
I’ADN spermatique (DFI) supérieur a 15% (12 patients inclus).

- une tératozoospermie sévere isolée ou associée a d’autres altérations des

caractéristiques spermatiques (16 patients inclus).
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- un trouble éjaculatoire chez les patients présentant une blessure médullaire, une

anéjaculation ou une éjaculation rétrograde (17 patients inclus).

Au sein de ce groupe BTa, le taux de fragmentation de I’ADN spermatique des
spermatozoides d’origine testiculaire était statistiquement inférieur a celui des
spermatozoides dans le sperme éjaculé.

Par ailleurs, nous avons retrouvé dans cette population un taux de fécondation de
50.9% +/- 27.4 avec un taux de clivage de 48.2% +/- 28.8.

L'utilisation de spermatozoides testiculaire en FIV-ICSI a permis d’obtenir 19
grossesses (42%) aprés transfert d’embryons frais et 25 grossesses (55%) aprés
transfert d’embryons frais et d’embryons congelés dans ce groupe principal BTa
ayant eu au préalable une moyenne de 3 échecs de tentatives d’ICSI avec les
spermatozoides éjaculés.

En comparant le groupe BTa avec le groupe obstructif (BTo) et le groupe sécrétoire
(BTs), nous avons relevé un taux de fécondation significativement plus élevé pour le
groupe BTo par rapport au groupe BTs, toutefois la différence globale n’était pas
significative.

Concernant le taux de clivage, il existe une différence significative entre le groupe
BTo et le groupe BTs mais les taux de grossesses n’étaient pas significativement
différents selon les groupes et il en est de méme pour les taux de grossesses
cumulées.

Au sein de du groupe principal (BTa), nous avons mis en évidence un taux de
fragmentation de I’ADN spermatique testiculaire significativement inférieur a celui du
sperme éjaculé.

Cette stratégie de prise en charge en ICSI avec spermatozoides testiculaires chez les
patients du groupe BTa nous a permis d’obtenir des résultats comparables avec un
nombre de grossesses non négligeable par rapport aux résultats des patients du
groupe BTo et du groupe BTs. L'extraction testiculaire permettrait d’obtenir des
spermatozoides avec un ADN moins endommagé pouvant conduire a un meilleur

développement embryonnaire.
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Les résultats de ce travail sont encourageants, néanmoins des études prospectives
randomisées avec un effectif plus grand sont nécessaires afin de pouvoir conclure sur
I'intérét de la biopsie testiculaire chez les patients avec un taux de fragmentation de
’ADN spermatique élevé, une tératozoospermie sévere ou chez les hommes

présentant des troubles éjaculatoires.
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Nouvelles indications de biopsies testiculaires en cas de fragmentation de I’ADN spermatique
élevée, de tératozoospermie sévére ou de trouble éjaculatoire :

Résultats en Fécondation In Vitro avec micro injection (FIV-ICSI)

These de Médecine : Lyon 2019, N° 84

RESUME

INTRODUCTION : LUinjection intra-cytoplasmique d’un spermatozoide (ICSI) aprés extraction testiculaire chirurgicale
(TESE) a été développée initialement pour les patients présentant une azoospermie obstructive puis pour les azoospermies
d’origine sécrétoire et est devenue une alternative possible au don de sperme. En cas d’augmentation du taux de
fragmentation de I’ADN spermatique, d’une altération sévere de la morphologie spermatique ou d’un trouble éjaculatoire,
le recours a la TESE pour une prise en charge en AMP pourrait étre proposé soit en premiére intention, soit en cas d’échecs
des tentatives précédentes en FIV-ICSI. L’objectif principal de ce travail était d’évaluer les résultats obtenus en TESE-ICSI
chez ces patients. L’objectif secondaire était de comparer ces résultats avec les résultats des TESE-ICSI dans le cas d’une
azoospermie obstructive ou sécrétoire.

MATERIELS ET METHODES: Une étude rétrospective observationnelle monocentrique a été menée entre janvier 2015 et
juin 2018 incluant 182 patients ayant consulté pour une infertilité masculine dans le service de médecine et de biologie de
la reproduction de I'Hopital Femme-Mére-Enfant a Bron. La population principale (groupe BTa) se composait de 45
patients répartis en 3 sous-groupes : 12 patients avec un taux de fragmentation de I’ADN spermatique élevé (sous-groupe
1), 16 patients avec une tératozoospermie sévere (sous-groupe 2) et 17 patients avec un trouble éjaculatoire (sous-groupe
3). Les deux autres groupes se composaient de 92 patients avec une azoospermie obstructive (groupe BTo) et 45 patients
avec une azoospermie sécrétoire (groupe BTs). Le taux de fragmentation de I’ADN spermatique et les résultats des TESE-
ICSl ont été étudiés dans chaque sous-groupe du groupe BTa ainsi que dans le groupe BTo et BTs.

RESULTATS : Au sein du groupe BTa, le taux de fragmentation de I’ADN spermatique des spermatozoides testiculaires était
statistiquement inférieur a celui des spermatozoides éjaculés (16,07 % + 11,22 vs 29, 71 % + 15,96) (p=0.006). Par ailleurs,
dans ce groupe BTa, le taux de fécondation était de 50.9 % +/- 27.4 avec un taux de clivage de 48.2 % +/- 28.8. L'utilisation
de spermatozoides testiculaires en FIV-ICSI a permis d’obtenir 19 grossesses (42%) apres transfert d’embryons frais et 25
grossesses cumulées (55%) pour ces 45 couples du groupe principal ayant eu au préalable une moyenne de 3 échecs de
tentatives d’ICSI avec les spermatozoides éjaculés. En comparant le groupe BTa avec le groupe obstructif (BTo) et le groupe
sécrétoire (BTs), le taux de fécondation était plus élevé pour le groupe BTo comparé aux deux autres groupes, toutefois
cette différence globale n’était pas significative. Le taux de fécondation et le taux de clivage étaient statistiquement
supérieurs pour le groupe BTo par rapport au groupe BTs. Les taux de grossesses n’étaient pas significativement différents
entre les groupes et il en est de méme pour les taux de grossesses cumulées.

DISCUSSION : Lintégrité de I’ADN spermatique est capitale pour la fécondation, le développement embryonnaire et
I'implantation de I'embryon. Ce travail a révélé au sein du groupe BTa, une diminution presque de moitié du taux de
fragmentation de I’ADN spermatique testiculaire comparé au taux de fragmentation de I’ADN des spermatozoides éjaculés.
Les résultats comparables, en termes de taux de fécondation, de clivage, de grossesse évolutive et de grossesse cumulée,
obtenus entre les 3 groupes sont rassurants et encourageants. L’extraction testiculaire permettrait d’obtenir des
spermatozoides avec un ADN moins fragmenté pouvant conduire a un meilleur développement embryonnaire. Il semblerait
que I’ADN spermatique et la stabilité membranaire se modifient au cours du transit épididymaire. Il faudrait confirmer ces
résultats par une étude prospective randomisée avec un plus grand effectif afin de conclure sur lI'intérét de la biopsie
testiculaire dans le cadre d’une prise en charge en AMP chez les patients avec un taux de fragmentation de I’ADN
spermatique élevé et persistant, une tératozoospermie sévére ou chez les hommes présentant des troubles éjaculatoires
soit en premiere intention, soit en cas d’échecs en FIV-ICSI avec spermatozoides éjaculés.

MOTS CLES : Injection intra-cytoplasmique, biopsie testiculaire, TESE, TESE-ICSI, taux de fragmentation de I'’ADN
spermatique élevé, tératozoospermie sévere, trouble éjaculatoire, azoospermie obstructive, azoospermie sécrétoire.
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