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Introduction

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, I'hypofertilité est définie par 'absence de grossesse
évolutive aprés au moins 12 mois de rapports sexuels non protégés. Face a cette hypofertilite,
des solutions médicales peuvent étre apportées aux couples. Elles consistent d’abord a
identifier dans ces couples des causes curables d’hypofertilités, pour espérer obtenir une
grossesse spontanée. En I'absence de traitement curatif, une prise en charge par technique
d’Assistance Médicale a la Procréation (AMP) peut étre proposée. Néanmoins, ces techniques
ont des pourcentages de réussites de I'ordre de de 10 a 45%, suivant les techniques et I'dge
de la femme (rapport d’activité Agence de la biomédecine, 2016). Le nombre de tentatives
d’AMP a la charge de la sécurité sociale étant limité, il semblerait alors intéressant de les
optimiser. Cette optimisation pourrait passer par I'amélioration des outils diagnostics
permettant d’identifier des anomalies gamétiques, notamment masculines. En effet, les
facteurs masculins seraient impliqués une fois sur deux dans l'infertilité du couple. Les causes
principales sont des perturbations de la spermatogénése et de la maturation épididymaire,
responsables d’anomalies en quantité et/ou en qualité des spermatozoides dans I'éjaculat.
Selon Hassanin et al., (2018), ces anomalies spermatiques pourraient étre expliquées en
partie par la présence d’une varicocéle. En effet, c’est I'élément clinique plus souvent retrouvé
chez les hommes infertiles, environ une fois sur cing. De plus, il semblerait que la varicocéle
ait un impact négatif sur 'environnement testiculaire et donc sur le bon déroulement de la
spermatogenése, particulierement sur la maturation chromatinienne des spermatozoides.
L’intégrité génomique du spermatozoide est indispensable pour la fécondation, le
développement embryonnaire jusqu’a l'implantation embryonnaire. Notre projet est donc
d’évaluer les paramétres spermatiques de routine et les marqueurs d’intégrité de la chromatine
des spermatozoides, dans une population de patients infertiles porteurs d’une varicocéle. Ces
mesures seront réalisées avant et aprés embolisation de la varicocéle, afin de valider l'intérét
du traitement de la varicocéle. Ce travail de thése va porter sur les paramétres initiaux des
premiers patients inclus, et permettra de valider la méthodologie qui sera mise en ceuvre pour
la poursuite de I'étude.

Durant ce travail, nous définirons d’abord la varicocele, tout en insistant sur la littérature
récente mettant en rapport la varicocéle et I'hypofertilité masculine. Ensuite nous exposerons
les grands axes de la spermatogénése afin de placer dans le temps et I'espace les phases
critiques de maturation chromatinienne. Ensuite nous définirons quelles sont les principales
causes d’altération de I'ADN spermatique. Nous évaluerons dans quelle mesure les
informations regroupées dans cette introduction se recoupent, pour justifier les défauts de
maturité de 'ADN spermatique chez les porteurs de varicocéle. Ensuite, nous exposerons
comment nous avons procédé pour mener a bien ce travail. Nous présenterons alors nos
résultats et porterons une analyse critique sur ceux-ci en les comparant a ceux de la littérature.

Enfin, nous proposerons un protocole d’étude afin que le projet puisse étre continué.
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l. Généralités

1. Anatomie et histologie du testicule

Figure 1 : Structure anatomique du testicule. (D’aprés Legoupil, ~ AU plan anatomique, le testicule est un

2013) . N .
organe pair de forme ovoide et aplatie.

Sa situation anatomique est singuliére,
COIFFE EFIDIDYMAIRE . , .
* puisqu’elle est extra corporelle afin de

satisfaire aux contraintes thermiques

rete testis

nécessaires a la spermatogéneése.

canal .
epididymaire  COmMMe nous pouvons le voir dans la

tubes

saminieres

figure 1, l'albuginée est la séreuse qui

canal

déféerent y . . .
'enveloppe et qui cloisonne le testicule

wbedreit  en  lobules, contenant les tubes

séminiféres. Le testicule mature contient

lobule

PR environ 250 a 300 lobules, séparés par

des cloisons fibreuses, contenant chacun
3 a 4 canalicules séminiféres. A la suite
TESTICULE de ceux-ci, le rete testis est issu d’'un
épaississement de [lalbuginée et permet via les canaux efférents d’orienter les
spermatozoides, nouvellement libérés dans les canaux séminiféres, en direction de
I'épididyme. Celui-ci coiffe le testicule au niveau de son bord dorso-cranial : Il s’agit d’'un tube
pelotonné de 5 a 7 métres de long séparé en 3 segments principaux : la téte, partie qui fait
suite a la convergence des canaux efférents. Puis le corps, séparé du testicule par le sillon
épididymo-testiculaire, contenant la plus grande partie du canal épididymaire. Et enfin la
queue, accolée a la face externe du testicule et qui forme la partie distale du canal
épididymaire. Pour finir le canal déférent continue I'épididyme et permet le cheminement des
spermatozoides vers les canaux éjaculateurs lors de 'émission des gamétes au moment de
'orgasme.
Au plan histologique, I'épithélium des tubes séminiféres est constitué majoritairement par les
cellules de Sertoli accompagnées de cellules de la lignée germinale (figure 2). L’épaisseur de
I'épithélium des tubes séminiféres est délimitée en deux compartiments : un compartiment
basal, qui correspond a la portion de I'épithélium située a proximité de la membrane basale,
et un compartiment adluminal, qui correspond a la région de I'épithélium située a proximité de
la lumiére du tube séminifere. Les cellules germinales s’organisent en syncytium au méme
stade de développement mais adoptent une conformation en spirale formant un aspect
hétérogéne lors d’'un examen d’une coupe histologique de testicule (figure 2).
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Les cellules de Sertoli, ont pour réle :

- de former une barriére hémato-testiculaire, évitant le contact des cellules germinales, avec
les cellules du systéme immunitaire.

- d’interagir avec les spermatozoides, particuliérement lors de la spermatogénése.

- de participer a la régulation hormonale de la spermatogénése.

Entre les tubes séminiferes se trouve un tissu conjonctif, trés vascularisé, ou se trouve les

cellules de Leydig. Ces cellules représentent la fonction endocrine du testicule.

Figure 2: Coupe histologique d’un tube séminifere. (Image libre de droit, Ressources Web Unisciel)

@
= = 6\_

A
Cellule de Leydig
P ——

Cellule germinale “souche”

Vaisseau sanguin

Lumiére du tube
séminifére

Spematozoides
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2. Physiopathologie de la Varicocéle

La varicocéle est frequemment retrouvée lors d’une infertilité. Elle serait une des causes
d’altération de la qualité du noyau spermatique. Il convient donc de décrire cette pathologie et
dans quelle mesure elle peut avoir un impact direct sur le bon déroulement de la

spermatogénése.

a. Le plexus veineux spermatique antérieur dit pampiniforme

Le systéeme veineux testiculaire correspond Figure 3: Vascularisation du complexe épididymo- testiculaire.
aux veines qui drainent le sang des testicules. (0@és Kamina, 2005)
Son trajet est particulierement long,
caractérisé par une terminaison différente a
droite (directement dans la veine cave

inférieur) par rapport a la terminaison a

gauche (directement dans la veine rénale

gauche).

Les veines testiculaires ont une origine

profonde dans le testicule. Elles prennent
naissance dés les cloisons inter-lobulaires.

Elles émergent ensuite au niveau du péle

supérieur du testicule. La quasi-totalité des
veines du testicule, de la téte et du corps de
I'épididyme s’anastomosent, formant un
faisceau (figure 3). Celui-ci est qualifié de
pampiniforme, issu d’'un nom latin évoquant
un cep de vigne. |l est d’abord en rapport avec
I'épididyme puis, en remontant, avec le canal

déférent et les artéres testiculaires, dans la

loge antérieure du cordon spermatique (figure

n°3). Cette organisation en faisceau Veines et artéres du testicule
et de I'épididyme
ermettrait de faciliter les échanges de

P 9 1. a. testiculaire 7. conduit déférent
chaleur afin de faire baisser la température 2 plexus pampiniforme 8. a. crémastérique

3. a. épididymaire unigque 9. v. de la queue
intra testiculaire, en addition a la localisation 4. épididyme de l'épididyme

5. festicule 10. anastomoses artérielles
extra corporelle du testicule. 6. a. du conduit déférent multiples

Comme nous pouvons le voir sur la figure 3, il existe également un réseau veineux postérieur

se drainant dans la veine épigastrique qui n’est pas concerné par la pathologie variqueuse.
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b. Etiologie
Figure 4 : Physiopathologie de la varicocéle. (D’aprés Jensen et al.,

La varicocele est définie par une dilatation 2017)

des veines du plexus pampiniforme,

rein gauche

conséquence d’'une stase veineuse. Celle-ci “""""g’f::h'z
est causée par une incontinence valvulaire du ' ;
réseau veineux testiculaire, entrainant une \ J ‘.L_‘L_
inversion du gradient de pression sanguine —_— —n

> I
(figure 4) normalement présent entre la veine ‘6 1

cave inférieure/veines rénales (ou la pression

est minime) et les veines testiculaires (ou la e

pression est élevée). Ce dysfonctionnement S

est retrouvé dans 80% des cas du coOté

J |
gauche. En effet, la veine testiculaire gauche f ' )4

a la particularité de se drainer dans la veine veine /LJ
; . . . spermatique {
rénale gauche, de plus petit diametre par interne /

R . . droite AR\
rapport a la veine cave inférieure. De plus la TANA\ J

veine
spermatique
interne

veine  testiculaire = gauche s’abouche gauche

quasiment perpendiculairement a la veine "5‘:'“0‘: - \1_varicocale

. , . | | gauche
rénale gauche via un trajet beaucoup plus v | &

tortueux a gauche qu'a droite (du a la / |

proximité avec le colon gauche). ,

Les causes de ces anomalies valvulaires ne

sont pas encore totalement expliquées. En Tflulvemeux normal l"'”“‘ veineux

effet, il existe des discordances entre la

fréquence de l'incontinence valvulaire du réseau veineux testiculaire et I'incidence de la
varicocéle, dans la population générale. Chez certains patients il pourrait y avoir une cause
organique héréditaire : 'avalvulie congénitale du réseau veineux testiculaire. En effet, selon
Gokege et al., (2010) le risque d’avoir un diagnostic clinique de varicocele est 3 fois plus
important lorsqu’un parent au premier degré a eu un diagnostic de varicocéle au méme age.
De plus ces varicocéles seraient de gravité supérieure par rapport au groupe contréle. Chez
d’autres patients, la cause pourrait étre acquise : I'appauvrissement valvulaire progressif, da
a une exposition a des métabolites toxiques d’origine rénale et surrénale. Ces étiologies
semblent aggravées par la faible concentration constitutionnelle en valvules au niveau du

réseau veineux testiculaire par rapport au reste du réseau veineux.

Nous décrirons dans ctte thése la varicocele primaire (dites « idiopathique »), la varicocéle
secondaire étant due a une compression directe ou a une obstruction (tumorale, thrombotique)

du réseau veineux. Celle-ci est beaucoup plus rare.
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c. Epidémiologie

La varicocéle apparaitrait dés I'adolescence (Dobanovacki et al., 2010) puisque son incidence
est déja d’environ de 16%, comparée a la population adulte ou l'incidence est de 15 a 20%.
Selon I'étude de Alsaikhan et al., (2016) dans la population hypofertile, le taux de patients
porteurs d’une varicocéle est significativement plus élevé que dans la population générale, de
'ordre de 25 a 35 %. De plus, une varicocéle est retrouvée chez prés de 80% des hommes
consultant pour un probléme d’hyporfertilité secondaire et chez 35% des hommes consultant
pour un probléeme d’hypofertilité primaire. La présence d'une varicocéle serait corrélée
positivement a I'adge (Alsaikhan et al., 2016). Environ un quart des ces patients auraient des

altérations spermatiques.

d. Clinique et classification

L’examen clinique masculin n’est pas réalisé en premiére intention lorsqu’un couple présente
une hypofertilité. En effet, il existe deux grandes circonstances de découverte de la varicoceéle:
- la présence d’une symptomatologie fonctionnelle, reflet de la stase veineuse a type de
douleur, ou de pesanteur plutét nocturne d’une bourse, accompagnée d’'un gonflement aigue
ou chronique de celle-ci.

- lors d’'un bilan d’hypofertilité avec, le plus souvent, une altération des paramétres
spermatiques.

L’examen clinique est bilatéral et débute par la position debout : a 'observation la varicocéle
a un aspect pelotonné, coiffant le testicule. A la palpation I'opérateur identifie une masse de
veines dilatées et tortueuses, dépressibles et souples. En position allongée, la varicocéle est
le plus souvent non visible. La manceuvre de Valsalva permet, grace a un effort bloqué
d’expiration forcée, de dilater le réseau veineux et ainsi mettre en évidence la varicocéle. Lors
de I'examen clinique, le volume testiculaire est calculé grace a un orchidomeétre. La varicocéle
droite est moins évidente et plus difficile a dépister. La varicocéle peut étre bilatérale. D’aprés
Hassanin et al., (2018), 'examen clinique a une spécificité de 100%, mais une sensibilité de
66%, appuyant l'intérét d’'un examen para-clinique supplémentaire. La classification clinique
de Dubin et Amelar (Dubin et al., 1970) pour la varicocéle est la plus utilisée pour évaluer la

gravité clinique de la pathologie (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification clinique de Dubin et Amelar (1970)

Grade Définition

stade 0 varicocéle infra-clinique dépistée par échographie scrotale

stade 1 varicocele non visible et palpable uniquement a la manceuvre de Valsalva
stade 2 varicocéle non visible mais palpable sans manceuvre de Valsalva

stade 3 varicoceéle visible a I'ceil nu
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e. L’écho-doppler scrotal

Figure 5 : Reflux doppler avant et aprés manceuvre de Valsalva. La varicocele apparait a I'échographie en
(Source Web : http.//www.ultrasound-images.com/scrotum.htm)
arriere du testicule, prés de I'épididyme,
sous la forme d’'une image alvéolée. Cet
aspect est d0 a un réseau hypoéchogéne
représentant les vaisseaux, contrasté par
le caractére anéchogéne du sang
veineux. Tout comme I'examen clinique
cet examen est réalisé debout, puis
VALSALYA #4 allongé et avec la manceuvre de Valsalva
LEFT SCROTUM i (figure n°5). Le volume testiculaire est

mesuré afin de déterminer I'existence

C— 51
CINE REVEW b T

comparé a I'estimation obtenue lors de I'examen clinique et au bilan hormonal du patient. Les

M| dune atrophie testiculaire. Le volume est

index dopplériques permettent d’évaluer la gravité du reflux et sa durée pendant la manceuvre
de Valsalva. L’écho-doppler permet également d’éliminer une cause secondaire compressive.
Cet examen paraclinique est complémentaire de la clinique et permet d’affirmer ou d’infirmer

la nécessité du traitement de la varicocéle.

f. Traitement

Il existe des solutions thérapeutiques purement chirurgicales ou les veines testiculaires sont
directement ligaturées. En opposition il existe des techniques moins invasives, la veine
testiculaire va étre embolisée grace a une technique de radiologie interventionnelle. Toute
technique confondue, le traitement serait efficace dans 90 a 99% (Schlegel et al., 2004). Le
risque de récidive restant faible, de 2 a 8% suivant les sources (Sepulveda et al., 2018). La
société frangaise d’urologie propose des critéres d’éligibilité au traitement (recommandations
de 2007) : la varicoceéle doit étre cliniquement palpable, l'infertilité du couple doit étre
documentée, il n'existe pas de probleme d'infertilité féminine ou celle-ci peut étre traitée, il

existe au moins une anomalie des paramétres spermatiques au spermogramme.

g. Influence de la varicocéle sur la fertilité masculine

Selon Garolla et al., (2015), il existerait une hyperthermie scrotale chez les porteurs de
varicocéle, avec une augmentation de la température scrotale de I'ordre de 2,6 °C. La stase
veineuse provoquée par la varicocéle entrainerait 'accumulation de métabolites testiculaires
toxiques issus du métabolisme de la testostérone (Hassanin et al., 2018). Cette stase piégerait
également des leucocytes normalement éliminés. Ces leucocytes sont vecteurs de stress

oxydant. L’insuffisance valvulaire entrainerait un reflux de métabolites toxiques d’origine rénale
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ou surrénalienne (catécholamines, sérotonines, prostaglandines). Ces métabolites toxiques
aggraveraient 'appauvrissement en valvules de la veine testiculaire et seraient responsables
de vasospasmes entrainant une grave hypoxie tissulaire (Ghandehari-alavijeh et al., 2019) :
atteinte de la microcirculation, anomalies de contraction des canaux déférents, défaut de la
barriéere hémato-testiculaire. Cette atteinte de la microcirculation aurait aussi un impact
important sur I'épididyme du fait de sa faible vascularisation physiologique (Koksal et al.,
2007). Selon ce méme auteur, c’est 'environnement testiculaire hypoxique qui serait la voie
principale des défauts spermatiques, se traduisant par une atteinte de la chromatine des
spermatozoides. Ces altérations entraineraient un défaut de régulation du métabolisme
oxydatif au sein de I'épididyme. Un des effets de ces altérations, serait une chute de la
concentration en zinc, plus particulierement chez les patients ayant une varicocéle de haut
grade clinique (Nguyen et al., 2019). Le zinc est un protecteur anti-oxydant qui permet
également de lutter contre les métaux toxiques comme le cadmium. D’ailleurs, la porosité au
niveau de la barriere hémato-testiculaire favoriserait 'exposition des spermatozoides a cet
élément métallique, induisant l'apoptose de ceux-ci (Benoff et al., 2000). L’analyse
protéomique du plasma séminal des patients porteurs d’une varicocéle est significativement
différente de celle d’'un patient indemne de varicocéle, particulierement au niveau de
régulateur du stress oxydatif, et des facteurs de peroxydation lipidique (Panner et al., 2018).
Ces moadifications de I'environnement épididymaire auraient un impact sur les altérations de
'ADN des spermatozoides : augmentation de la fragmentation, défaut de méthylation, et
réduction de la longueur télomérique des chromosomes spermatiques, qui ont un réle majeur
dans l'intégrité du génome (Santana et al., 2019). Dans le méme temps, la varicocéle serait a
I'origine d’'une perturbation de I'axe hypothalamo-hypophysaire secondaire aux désordres
hormonaux par insuffisance testiculaire primitive (Guercio et al., 2018). Ces déficits
hormonaux, notamment de la testostérone, ont un impact sur la spermatogénése et peuvent
expliquer une partie des anomalies des paramétres spermatiques. Pour appuyer ce propos,
Guido et al., (2011) a montré une baisse de I'expression des récepteurs androgéniques au
sein de la membrane spermatique chez les patients porteurs d’une varicocéle. La figure n°6
résume les différents impacts de la varicocéle sur I'environnement testiculaire et sur la

spermatogenése.
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Figure 6: Impact de la varicocele sur I'environnement testiculaire et la spermatogénése. (D'aprés Roque et al., 2018)
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La varicocéle aurait donc un impact direct sur le bon déroulement de la spermatogénése, et

Sperm DNA Apoptosis of
fragmentation spermatozoa

pourrait expliquer 'hypofertilité des patients qui en seraient porteurs. Pour autant, la varicocéle
semble une pathologie complexe et multifactorielle dont les composantes génétiques et les

facteurs environnementaux contribuent a I'’évolution de la maladie.

3. Grands axes du déroulement de la spermatogéneéese

La puberté marque le point de départ de la spermatogénése. Ce processus englobe la totalité
du développement, allant des spermatogonies jusqu’aux spermatozoides. Ces cycles de
spermatogénéses durent environs 74 jours. La production de spermatozoides s’opére tout le
long de la vie de 'lhomme, mais elle peut subir des dysfonctionnements avec 'adge. Cette
spermatogenése est constituée de 3 phases (figure n°7) : Phase de multiplication des cellules

souches, phase de croissance et maturation, phase de différenciation cellulaire et spermiation.
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Figure 7 : Schéma récapitulatif de I’évolution morphologique et chromosomique de la lignée germinale masculine. (Image libre
de droits - Alila Medical Media)
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a. Phase de multiplication des cellules souches
Les spermatogonies sont des cellules souches diploides (2 chromosomes et 2 chromatines)
se situant a proximité de la membrane basale du tube séminiféere. Il existe trois types de
spermatogonies, qui se distinguent par I'aspect de leur chromatine : les spermatogonies Ad
(considérées comme les cellules souches de la spermatogenése) : elles peuvent rentrer en
division par mitose s’il existe un déficit en aval, en se divisant en une autre spermatogonie Ad
pour reconstituer le stock (division homonyme) ou en formant des spermatogonies Ap (division
hétéronyme). Ensuite, ces spermatogonies Ap se divisent par mitose en spermatogonies de
type B. Ces dernieres se divisent par mitose pour donner les spermatocytes | qui auront la

capacité de rentrer en méiose.

b. Phase de croissance et maturation
On distingue deux types cellulaires qui caractérisent les deux phases de division de méiose :
1. Les spermatocytes primaires : présents de l'interphase au début de prophase I. |l s’agit

d'une phase de synthéses importantes, avec la réplication de I'ADN afin d’obtenir 2n
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chromosomes et 4c chromatides sceurs. Lors de la prophase, le matériel chromatinien
subit un brassage génétique par formation de chiasmas entre chromosomes
homologues. C’est la séparation aléatoire des homologues qui entrainera la diversité
génétique par réassortiment des chromosomes, hérités du pére et de la mére. Cette
phase permet également la séparation aléatoire des chromosomes sexuels et dure 24
jours.

2. Les spermatocytes secondaires (Il) abordent directement la deuxiéme division
méiotique. Comme il n'y a ni duplication de I'ADN, ni recombinaison du matériel
héréditaire, la deuxiéme division méiotique progresse rapidement et ne dure qu'environ
5 heures. La division des chromatides d'un spermatocyte secondaire donne naissance

a deux spermatides haploides qui subiront ensuite une phase de différenciation.

Au fur et a mesure des divisions de mitoses, puis de méioses, les cellules germinales migrent
de la membrane basale, en direction de la lumiére des tubes séminiféres (depuis le

compartiment basal, en direction du compartiment adluminal) (figure 7)

c. Phase de différenciation cellulaire et spermiation
Cette phase se passe dans le compartiment adluminal des tubes séminiféres (figure 7). Elle
est caractérisée par la rupture des ponts cytoplasmiques liant les spermatides sceurs, et par
une différenciation cellulaire radicale. Ces modifications sont regroupées sous le terme de
spermiogénése, qui dure 24 jours :
* L’acrosome est issu de la convergence des vésicules golgiennes donnant une vésicule
unique formant les 2/3 antérieurs de la téte et coiffant le noyau sur sa partie supérieure. Il
contient des enzymes protéolytiques qui seront mobilisées lors de linteraction avec le
complexe cumulo-ovocytaire.
* La condensation du noyau : changement de conformation de la chromatine permettant de
réduire le volume au minimum (environs 1/3 de la téte).
* La piéce intermédiaire : Les mitochondries se regroupent de fagon spiralée autour de
I'axonéme formant la piéce intermédiaire. Elles sont indispensables pour I'apport énergétique
afin d’assurer la propulsion des spermatozoides.
* Le flagelle se développe a partir du centriole distal, se trouvant sous le noyau. Les
microtubules constituant le centriole s’allongent progressivement en repoussant la membrane
plasmique, formant la structure flagellaire.
* Les restes de cytoplasmes non-utilisés sont progressivement refoulés sous la forme d’'une

gouttelette appelé « corps résiduel » le long de la téte.

La phase finale de la spermatogénése se nomme la spermiation : c’est la libération du

spermatozoide dans la lumiére du tube séminifére. Les cellules de Sertoli jouent un réle majeur
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dans cette phase puisqu’elles phagocytent la plupart du corps résiduel, ce qui permet de libérer
le spermatozoide dans la lumiére. Les cellules de Sertoli secrétent le fluide testiculaire
permettant aux spermatozoides de continuer leur chemin vers I'épididyme dans un
environnement adapté. Elles sécrétent un transporteur de la testostérone permettant son
action sur les spermatozoides dans la lumiére. A ce stade les spermatozoides testiculaires

sont morphologiquement complets, mais n’ont pas encore acquis leurs pouvoirs fécondants.

d. Trajet intra-testiculaire et maturation épididymaire
Les tubes séminiféres se contractent afin de faire cheminer les spermatozoides dans le fluide
testiculaire en direction du rete testis. lls cheminent ensuite des canaux efférents jusqu’au
canal épididymaire ou le fluide testiculaire est peu a peu remplacé par le fluide épididymaire.
L’avancée des spermatozoides dans I'épididyme est possible grace a une pression intra-
luminale qui décroit de la téte a la queue, cette chute de pression est associée a la contraction
des cellules musculaires lisses de I'épididyme. La durée du transit est de 2 a 6 jours. Dans le
canal épididymaire, les spermatozoides subissent des modifications pour acquérir leurs
fonctions complétes, on parle alors de « maturation épididymaire ». En effet, I'épididyme
constitue un environnement séquentiel qui se modifie de maniére continue de la téte a la queue
afin de permettre aux spermatozoides d’acquérir leurs pouvoirs fécondants : la mobilité
progressive, la réduction et les fonctions de régulation du volume de la téte, et la capacité a
reconnaitre la zone pellucide ovocytaire. Enfin, I'environnement au sein de la queue de
I'épididyme permet de maintenir les spermatozoides dans un état de faible consommation
d’énergie (concentration des spermatozoides, faible température de 34°C, pH acide et
osmolarité élevée) pour les stocker et les protéger contre les agressions.
La maturation finale ou « capacitation » s’effectue au sein des voies génitales féminines par
retrait des facteurs décapitant par la glaire cervicale permettant aux spermatozoides

d’exprimer leurs pouvoirs fécondants.

Nous allons maintenant développer les modifications chromatiniennes spermatiques qui se

déroulent lors de la spermiogénese et de la phase de maturation épididymaire.
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4. Les modifications de la chromatine pendant la spermiogénése et

la maturation épididymaire

L’environnement au sein du tractus génital féminin est délétére pour le spermatozoide.
Pourtant, le spermatozoide doit avoir la capacité de fournir un génome intégre a I'ovocyte,
pour le bon développement embryonnaire. Ces capacités sont en partie dues a des
modifications chromatiniennes singulieres que l'on ne retrouve pas chez les cellules

somatiques. Nous développerons les phases critiques de ces modifications dans cette partie.

a. Moadification post-traductionnelle des histones
Chez les spermatogonies et les spermatocytes, les résidus Lysines des histones subissent
une vague d’acétylation afin d’ouvrir le nucléosome, dans les régions transcriptionnellement
actives. Puis les histones sont globalement désacétylées lors de la méiose et dans les
spermatides rondes. Une seconde vague d’acétylation massive des histones s’opére a partir
des spermatides allongées alors que, paradoxalement, le contexte transcriptionnel est inactif.
Cette acétylation pourrait ainsi participer a 'enlevement des histones grace a la régulation par
des variants d’histones (notamment « H2A.L.2 »), décrit par Barral et al., (2017).
Une autre modification importante des histones est la méthylation de leurs résidus Lysines et
Arginines. Cette méthylation marque des régions de I'hétérochromatine, et a des effets
activateurs et répresseurs de la transcription, qui auraient un réle important dans la régulation
de la spermatogénése.
Des histones subissent également une phosphorylation de leurs résidus Sérines, Thréonines
ou Tyrosines. Cette phosphorylation entraine une répulsion de charge entre I'ADN et les
histones, perturbant leurs interactions physiques.
En effet TADN qui est sous forme libre et superenroulé au moment du remplacement des
histones aura besoin d’étre déroulé. Ce déroulement est générateur de cassures de 'ADN. La
réparation de ces cassures passe par l'incorporation des protéines de transition et des

protamines.

b. Incorporation de variants d’histones

Il existe des variants d’histones spécifique du testis. Ces variants ont une homologie de
séquence avec les histones somatiques et auraient un réle dans les étapes de programmation
du génome male, lors de la phase de substitution des histones par les protamines. Les profils
d’expression de ces variants d’histones sont trés variables. Certains s’expriment tout au long
de la spermatogénése alors que d’autres s’expriment seulement a certains stades de la
spermatogeénése. Leur incorporation permettrait une instabilité de la chromatine et ainsi des
modifications structurales et fonctionnelles différentes de celles du nucléosome conventionnel.

Cette incorporation de variants serait nécessaire pour le remplacement des histones du
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nucléosome par les protéines de transition, puis par les protamines, nécessaire au

compactage final du génome (Barral et al., 2017).

c. Le remplacement des histones par les protéines de transition puis les
protamines

Au cours de la spermiogénése, phase de différenciation cellulaire radicale, il se produit un
événement unique absent chez les cellules somatiques : les histones sont remplacées a 90%
par des protéines de transition, puis des protamines permettant une meilleure protection de
'ADN contre les potentielles agressions, grace a I'’hyper-compaction chromatinienne. Ce
mécanisme favoriserait également la pénétration du spermatozoide dans I'ovocyte mature
(Barral et al., 2017). Les génes codant pour les protéines de transition et les protamines sont
transcrits principalement dans les spermatides rondes puis les ARNm correspondants sont
maintenus dans un état de traduction réprimé jusqu’a leur traduction dans les spermatides
tardives.
Les protéines de transition sont des molécules fortement basiques, riches en résidus Arginines
et Lysines se fixant de maniéere transitoire a '’ADN. Quatre protéines de transition ont été
identifiées : de TP1 a TP4. Les protéines TP1 et TP2 représentent respectivement 50% et
40% des protéines nucléaires des spermatides et condensent la chromatine de fagon accrue.
Les génes TP1 et TP2 sont transcrits dans les spermatides rondes, puis les ARN messagers
correspondants sont stockés dans le cytoplasme pendant 3 a 7 jours apres la transcription
sous forme de ribonucléoprotéines avant d’étre traduits dans les spermatides condensées.
L’intégration de ces protéines de maniére transitoire permettrait la réduction du nombre des
cassures de I'ADN et donc réduire le risque de perte d’'intégrité du génome. Lorsqu’elles ne
sont pas associées a I'ADN, les protéines de transition sont associées a une protéine
chaperonne.
Les protamines sont principalement traduites dans les spermatides condensées, ce sont donc
les protéines nucléaires majeures du stade tardif des spermatides et des spermatozoides. Ce
sont des molécules basiques riches en arginines et en cystéines. L’homme posséde deux
protamines, PRM1 et PRM2 (portés par le chromosome 16 et localisés sur la région p13.13).
PRM1 est directement traduite a partir de ’TARNm correspondant, PRM2 est synthétisée sous
la forme d’un précurseur puis subit un clivage apres son incorporation dans ’ADN. La richesse
du domaine central des protamines en Arginine faciliterait leur interaction avec 'ADN en créant
des liaisons hydrogénes entre ’ADN et les deux groupements amines des Arginines, on parle
de domaine d’ancrage a 'ADN. De facon similaire aux protéines de transition, les protamines
condensent ’ADN. Les protamines possedent deux extrémités terminales enrichies en résidus
Cystéines qui sont essentiels pour la compaction finale de la chromatine dans les

spermatozoides.
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Ces substitutions se font de la maniére suivante : 'hyperacétylation préalable des histones
diminue leurs affinités pour 'ADN et permet a 'ADN super-enroulé de se décondenser. Les
boucles d’ADN se retrouvent alors libres, sans aucune contrainte physique, 'ADN est alors
trés instable. Les boucles entre les points d’ancrage des histones sont enlevées par des
coupures simples ou doubles brins grace a 'activité endonucléasique des topoisomérases de
type Il. Cette topoisomérase posséde également la double fonction de religation temporaire
de ces cassures jusqu’a leur réparation. En effet, ce sont les protéines de transition et les

protamines qui lors de leur incorporation stimulent les mécanismes finaux de réparation.

d. Impact de la maturation épididymaire sur la chromatine

A la suite de la spermiogénése, la chromatine compléte sa condensation au sein de
I'épididyme. C’est le réle de la glutathion peroxydases 4 (GPx4) permettant 'oxydation des
groupements thiols libres portés par les résidus cystéines contenus dans les protamines. Cette
oxydation permet la formation de ponts disulfures qui verrouillent la structure condensée dans
le noyau des spermatozoides. En effet, cette réaction permet de diminuer I'espace entre les
protamines et ainsi, couplée aux mouvements d’eau et d’ions, entraine une diminution de la
taille de la téte spermatique. Le but de ces événements est d’acquérir une protection des
spermatozoides et de permettre 'obtention d’'une vélocité optimale lors de leur phase mobilité.
Les ponts disulfures se forment progressivement au cours de la maturation des
spermatozoides dans [I'épididyme. La glutathion peroxydase 5 (GPx5) sécrétée par
I'épithélium de I'épididyme proximal contrdle le niveau luminal en H.O. afin d’obtenir un
équilibre. Par conséquent, un défaut de GPx5 entraine des dommages oxydants de I'’ADN,
tandis qu’un défaut de GPx4 entraine des défauts de condensation. On peut donc affirmer que
le spermatozoide est dans une situation paradoxale : c’est I'état de quiescence tant au plan
transcriptionnel (la compaction extréme de ’ADN bloque 'accés aux polymérases) qu’au plan
traductionnel (élimination de la plupart des organites cytoplasmiques lors de la
spermiogénése) qui leur permet une protection maximale contre les agressions mais c’est ce
méme état de quiescence qui les rend tres fragiles et les rendent dépendant de mécanismes
de protection au sein de leur environnement épididymaire.

Ces ponts disulfures seront réduits au moment de la fécondation, juste aprés I'entrée du
spermatozoide dans I'ovocyte afin de décondenser 'ADN. Cette oxydation est possible grace
a la mise a disposition d’H>O- par la superoxide dismutase (SOD) qui catalyse la dismutation

des anions superoxyde (O2-) issus principalement de la respiration cellulaire mitochondriale.
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e. Structure finale de la chromatine

Figure 8 : Structure tridimensionnelle de I'ADN spermatique
versus somatique. (D’aprés Braun et al., 2001)
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marquages sont principalement présents au niveau de promoteurs de génes nécessaires pour

le développement embryonnaire précoce (Brykczynska et al., 2010).

5. Origines des anomalies de maturation de ’ADN spermatique

a. Défaut du remodelage de la chromatine spermatique et des
mécanismes de réparation

Tout défaut dans le contréle du processus de l'activité endonucléasique, qui provoque des
cassures de I'ADN spermatique pour favoriser la protamination, peut entrainer une
augmentation de la présence de spermatozoides fragmentés dans I'éjaculat. En effet, selon
Amor et al., (2017), le ratio normal PRM1/PRM2 est d’environ 1. Lorsque ce ratio est
déséquilibré, ou lorsque la concentration en pré-protamine augmente on peut considérer que
le processus de condensation est incomplet (Ni et al., 2016). En effet si le nombre de
protamines inclues est insuffisant, le nombre de ponts disulfures sera trop faible pour que la
chromatine soit protégée. La quantité d’ADN toujours couplée aux histones sera supérieure a
la normale et des cassures de '’ADN spermatique pourront persister. Le spermatozoide étant
haploide a ce stade, il ne dispose pas de chromatine sceur pour pouvoir établir un mode de
réparation par recombinaison homologue et reste trés vulnérable.
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b. Déséquilibre de 'homéostasie des substances réactives de I'oxygéne
(ROS).

Les substances oxygénées réactives (ROS) sont des agents oxydants comme le peroxyde
d’hydrogéne (H20.), les anions superoxydes (O2-) et les radicaux libres (O.. et O.). Comme
nous I'avons vu précédemment ils sont indispensables et physiologiquement présents au sein
de I'épididyme (figure n°9). Combinés avec d’autres molécules ils provoquent directement par
oxydation des changements structurels de la chromatine. On peut considérer qu'un
déséquilibre homéostasique entre la génération des ROS et leur détoxification (figure 9)
comme un facteur d’hypofertilité masculine (Aitken et al., 2014). D’ailleurs, il semble que le
stress oxydatif soit une des voies majeures du défaut de condensation de ’'ADN (Muratori et
al., 2015). En ce sens, Aitken et al, (2014) insiste sur le fait qu’il s’agit plutét d’'une
augmentation du stress oxydant qu’une baisse de fonction des facteurs anti-oxydants. En effet,
ces ROS en exces peuvent étre générées : par des pathologies, comme la varicocéle par
exemple, par les spermatozoides eux-mémes afin de permettre leur autodestruction (cascade
de signalisation cellulaire apoptotique) et également par les leucocytes présents en trop
grande quantité dans les fluides épididymaire. Nous sommes alors face a un cercle vicieux
puisque I'augmentation du nombre de spermatozoides défectueux entretien 'augmentation du
stress oxydant par apoptose des spermatozoides. De plus ces dommages oxydatifs sont
également retrouvés sur I'albuginée et le tissu interstitiel testiculaire pouvant avoir une action
négative sur sa fonction Sertolienne comme Leydigienne et ainsi sur la régulation hormonale

de la spermatogénése.

Figure 9: Homéostasie oxydo-réductionnelle au sein de I’épididyme.
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c. Activité apoptotique anormale
Comme nous l'avons dit précédemment, I'apoptose est indispensable a une bonne

spermatogenése, ce phénoméne permet I'élimination des spermatozoides défectueux et
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d’augmenter la concentration de spermatozoides ayant un haut potentiel fécondant dans la
queue de [I'épididyme. Deés les mitoses des spermatogonies, lI'apoptose est un des
mécanismes de régulation, permettant d’éviter un emballement de la division mitotique des
spermatogonies Ad. Elle est également utilisée comme un moyen d’élimination du cytoplasme
lors de la spermiogénése car la gouttelette cytoplasmique exprime des signaux apoptotiques.
Un des éléments majeurs de la signalisation cellulaire apoptotique est la protéine
membranaire Fas (Sakkas et al., 1999) qui est un facteur tumoral dans les cellules somatiques.
Les cellules de Sertoli expriment des Fas liguant. Les cellules germinales possédant sur leur
membrane la protéine Fas sont reconnues par les cellules de Sertoli via la liaison Fas
liguant/Fas. Ces cellules germinales sont alors détruites par apoptose. Cette destruction
semble s’opérer par voie endonucléasique et fragmente 'ADN en fragments de 50kb
(Sotolongo et al., 2005). Certains spermatozoides peuvent échapper a ce processus de
destruction, ils poursuivent alors leur maturation tout en gardant des éléments de signature

apoptotique, ce qui entraine alors une fragmentation excessive de leur ADN.

d. Autres facteurs
Selon Muratori et al., (2019), toute exposition a des agents cytotoxiques (chimiothérapie,
radiothérapie, traitement de maladie chronique) et certains facteurs environnementaux (mode
de vie, comorbidité, exposition professionnelle a des toxiques ou a la chaleur) peuvent induire

des cassures anormales de ’ADN spermatique (figure 10).

Figure 10 : Facteurs environnementaux ayant un impact sur le taux de fragmentation de I’ADN spermatique. (D’aprés Muratori
etal., 2019)

Lifestyle habits Diseases Aglng Therapies Infection
Western diet Cancer Fungi
Diabetes
Alcohal Bacteria
Smoking
Wirus
Radiation
I
— e

. e
| Abortive apnptﬂsis] | Defect in chromatin maturation | | Oxidative attack]

e ==

Sperm DNA fragmentation

31
BOSQUET
(CC BY-NC-ND 2.0)



6. Problématique du travail

Comme nous pouvons le voir dans cette introduction, la varicocéle aurait un impact sur la
spermatogénése. Ces défauts de spermatogénése et de maturation chromatinienne
pourraient étre mesurables dans I'éjaculat, chez des hypofertiles porteurs d’'une varicoceéle.
Pour vérifier cette hypothése, nous proposons d’évaluer les paramétres spermatiques issus
du spermogramme-spermocytogramme, test de migration survie et les marqueurs de l'intégrité
de la chromatine des spermatozoides. Les mesures seront réalisées avant et aprés
embolisation de la varicocéle. La premiéere étape de ce travail consiste a inclure les patients
et a mesurer les paramétres spermatiques et chromatiniens avant I'embolisation de leur
varicocéle. La deuxiéme étape consistera a mesurer ces mémes parameétres 3 mois apres la
réalisation de I'embolisation. La troisiéme étape consistera a éventuellement répéter ces
mesures a 6 puis 12 mois et a comparer le résultat des patients pour lesquels une Fécondation

in vitro aura été réalisée par rapport a une population témoin.

Dans cette thése, nous réaliserons la premiére étape, c’est-a-dire I'étude préliminaire des
résultats obtenus avant 'embolisation de la varicocéle. En effet, ce travail préliminaire nous
permettra de décrire la premiére série de patients qui a été inclue. Il permettra également de
valider nos méthodes d’analyses. Enfin nous pourrons comparer ces premiers résultats a la
littérature et ainsi préciser nos objectifs afin de définir au mieux de quelle facon le travail doit

étre continué.
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Il. MATERIEL ET METHODE

1. Mise en place de I’étude

a. Choix du type d’étude.

Nous avons réalisé une étude prospective. Nous mettrons donc en place une étude de cohorte
afin de faire bénéficier du traitement 'ensemble des patients inclus tout en restant non-
interventionnel. Ces données brutes pourront étre utilisées pour évaluer I'impact de
'embolisation de la varicocéle sur les anomalies spermatiques et pourront ensuite étre
intégrées dans d’autres travaux. L’étude est monocentrique nécessitant une étroite
coopération avec I'’équipe d’andrologie du centre. Une déclaration de I'étude a été réalisée au
CHU et a été examinée par la commission du comité d’éthique d’établissement qui nous a

rendu un avis positif.

b. Proposition d’'une structure d’étude.
Pour ce mémoire, nous allons présenter les données acquises lors de la premiére étape du
projet, ce sont donc des résultats préliminaires correspondant a 4 mois d’inclusion. A ce terme

de l'inclusion, 'effectif est petit, nous resterons donc descriptifs sur les paramétres analysés.

c. Criteres d’inclusion et d’exclusion.

Les criteres d’inclusion et d’exclusion des patients sont résumés dans le tableau n°2.

Tableau 2: Mode d’inclusion dans I'étude

Critéres d’inclusion Critéres d’exclusion

- Homme, majeur. - Processus infectieux ou inflammatoire
- Dans les limites d’age Iégal pour la prise en | durant les 3 derniers mois.

charge en AMP. - Prise de traitement interférant avec la
- Présenter un primo diagnostic d'une | spermatogénése.

varicocéle clinique. - Période d’abstinence non conforme au
- Hypofertilité primaire ou secondaire d’au | moment de la réalisation des examens
moins 1 an. spermatiques.

- Patient a risque viral.

- Anomalie de I'éjaculation.

- Varicocele déja traité par une technique
autre.

- Varicoceéle secondaire.

- Antécédents de cancer avec
chimiothérapie ou défaut chromosomique
somatique
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d. Méthode d’analyse statistique :
L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel SPSS (SPSS v21 IBM, lll, Chicago, EU).
L’effectif étant de petite taille, les paramétres quantitatifs seront présentés sous la forme
moyenne + écart-type avec la valeur de la médiane et I'étendue. Limité par I'effectif, aucune
comparaison de moyenne n’a été effectuée a l'aide de tests statistiques. Les paramétres
quantitatifs seront présentés sous la forme moyenne + écart-type avec la valeur de la médiane
et I'étendue. Les corrélations entre le DNA fragmentation index (DFI) et le Sperm
decondensation index (SDI) et les paramétres spermatiques ont été calculé avec le Rho de
Spearman (r). Un coefficient de corrélation est considéré comme significatif, lorsque p est

inférieur a 0,05.

2. Techniques d’analyses du sperme utilisées

a. Le spermogramme
Il s’agit d’'une technique de routine accréditée dans notre centre. Le recueil se fait par
masturbation au laboratoire aprés deux a cing jours d’abstinence. Un protocole de désinfection
des mains et des parties génitales est réalisé par le patient. L’analyse du sperme est réalisée
a température ambiante aprés liquéfaction du sperme au moins 30 minutes aprés I'’émission.
D’emblée une partie de I'éjaculat est prélevée pour réaliser I'analyse bactériologique
(spermoculture, PCR chlamydia). L’aspect du sperme est évalué : normal, hémorragique,
purulent. Le volume est mesuré par pesée. La viscosité est évaluée a I'aide d’'une pastette. Le
pH est mesuré en utilisant les bandelettes pH-FIX® (Macherey NAGEL, Duren, Allemagne).
La concentration spermatique est estimée en réalisant 2 dépbts de 10 uL de sperme sur une
lame recouverte d’une lamelle 22mm x 22mm au grossissement x400. Cette estimation de la
concentration permet de déterminer la dilution a réaliser pour la numération précise avec une
cellule de Thoma. La mobilité des spermatozoides est estimée a trois temps différents : 30
minutes aprés le recueil, puis 2 a 3h aprés le recueil et enfin =2 4h aprés le recueil. L'opérateur
procede a I'estimation des mobilités totales (a+b+c), progressives (a+b), mobiles sur place (c),
et des immobiles (d). Le Mar Test SpermMar® (Fertipro, Beernem, Belgique) est réalisé, 30 a
60 minutes aprés I'émission du sperme. Le test est considéré comme positif si =2 20% des
spermatozoides mobiles sont attachés aux billes de latex. La vitalité est réalisée 30 a 60
minutes aprés I'’émission du sperme par coloration a l'éosine. Pour la numération des
spermatozoides, la dilution est faite selon I'estimation de la concentration en spermatozoides
(effectuée lors de I'évaluation de la mobilité a 'examen direct lame/lamelle) dans du formol a
2%. On dépose ensuite 10 uL de cette dilution dans les 2 chambres d’'une cellule de Thoma.
Si possible, au moins 200 spermatozoides dans chacune des 2 chambres de la cellule sont

comptées et une moyenne des deux mesures est réalisée. Dans le méme temps on réalise la
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numération des cellules rondes. On réalise le pourcentage de leucocyte grace au kit
histochimique semi-quantitatif a la peroxydase Leucoscreen® (Fertipro, Beernem, Belgique).
Pour réaliser le spermocytogramme on dépose entre 3 a 10 yL de sperme (selon la
concentration spermatique) sur des lames a coloration rapide Testsimplets ® (Waldeck,
Munster, Allemagne). Les spermatozoides sont classés selon la classification de David
modifiée. L’index d’anomalie multiple (IAM) est alors calculé suivant cette formule : Somme

des anomalies totales / Nombre des spermatozoides atypiques.

b. Le Test de migration survie
Il s’agit d’'une technique de routine accréditée dans notre centre. L’objectif du test de migration
survie est d’évaluer 'amélioration des caractéristiques spermatiques aprés sélection des
spermatozoides par un gradient de densité discontinu. Un gradient a 3 couches (90, 70 et 50
%) de PureSperm100® (Nidacon, Mélndal, Suéde) est réalisé par une dilution avec le milieu
de culture Universal IVF Medium® (Origio, Malagv, Danemark). En fonction de I'estimation des
caractéristiques spermatiques entre lame et lamelle, on dépose jusqu’a 1,5 mL maximum de
sperme au-dessus du gradient préalablement préparé. Le tube est centrifugé durant 20 min a
394 g. Le plasma séminal et les couches 50% et 70% sont éliminés. La derniére fraction du
gradient (90%) aprés remise en suspension est lavée avec 4 mL de Ferticul® (Fertipro,
Beernem, Belgique). Aprés une centrifugation de 10 min a 701 g, le surnageant est éliminé et
le culot est remis en suspension dans un volume de milieu de culture Universal IVF Medium®
(Origio, Malgv, Danemark). Le volume de reprise est défini en fonction de la taille du culot (de
30 a 1000 pL). La préparation est incubée pour un minimum 30mn dans une étude avec une
température de 37°C et un taux de CO2 a 5%. La concentration et la mobilité sont mesurées
avec une cellule de Makler® (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israél). Six microlitres de
sperme traité sont déposés sur la cellule de Makler, les numérations sont effectuées a 0, 2 et
24 heures en comptant séparément le nombre de spermatozoides totaux, mobiles totaux
(a+b+c) et mobiles progressifs (a+b). Une nouvelle mesure de la morphologie des
spermatozoides est effectuée sur la fraction traitée. Le pourcentage de formes typiques et

atypiques est évalué sans détail pour apprécier la différence avec le sperme non traité.
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c. Etude de la fragmentation de 'ADN spermatique par la technique
TUNEL.

Il s’agit d’'une technique de routine
Figure 11 : aspect microscopique des spermatozoides aprés
accréditée dans notre centre. La protocole TUNEL, a I'objectif x100. (D’aprés Khalili et al., 2014)
technique dite TUNEL pour Terminal
Uridine Nick End Ligation, permet
d'observer in situ la fragmentation de
I'ADN nucléaire spermatique : les
cassures simples ou doubles brins sont
visualisées grace a l'incorporation de
nucléotides marqués, au niveau de
I'extrémité 3'OH de ces cassures, par
l'action d'une enzyme : la terminal
désoxynucléotidyl transférase (TdT).
Pour I'étude de la fragmentation 25 a 30
pL de sperme traité (c’est-a-dire obtenu
aprés sélection sur un gradient
discontinu) sont déposés sur une lame

et séchée a température ambiante

|~ um |

pendant 24h, puis stockée a -20°C
jusqu’a leur utilisation. Les cellules sont décongelées a température ambiante puis fixées avec
du formol 4% et perméabilisées avec du PBS contenant 1% de triton X100® (Sigma-
Aldrich,Saint-Louis, Etats-Unis). La peroxydase endogéne est inhibée avec de I'H,O> diluée a
3%. L’élongation de I'ADN est effectuée grace au Kit Apoptag® (Merck Millipore, Burlington,
Etats-Unis). Les cellules sont d’abord incubées avec un tampon d’équilibration, puis incubées
a 37°C avec une solution de Terminal d Transferase (TdT) pendant 1 heure, dans une chambre
humide. L’élongation est stoppée avec la solution "Stop Reaction" du kit. La révélation de
I'élongation est réalisée avec un anticorps anti-digoxigénine couplé a la peroxydase. Les sites
de marquages sont révélés avec une incubation a la Di Amino Benzidine qui va réaliser un
dépdt marron la ou la peroxydase est présente. Les cellules non marquées sont contre-
colorées avec de 'Hématoxilyne de Harris pour faciliter le comptage. 500 spermatozoides sont
comptés afin de calculer le taux de spermatozoide anormalement fragmenté (DFI: DNA
fragmentation index). Les noyaux spermatiques sont considérés comme fragmentés si plus de

50% de la surface de la téte spermatique est coloré en marron.

36
BOSQUET
(CC BY-NC-ND 2.0)



d. Etude de la condensation de 'ADN spermatique par coloration au bleu
d’aniline.
Cette technique n’est pas utilisée en routine dans notre centre mais posséde un protocole déja

défini dans le cadre de la recherche. La coloration au bleu d'aniline permet de mesurer la

persistance d’histones dans le
. Figure 12: aspect microscopique des spermatozoides apres coloration
noyau spermatique et Par  qu bleu d’aniline & I'objectif x100. (D’apreés Kim et al., 2013)

conséquent, le niveau de maturité

nucléaire spermatique. Les histones

sont des protéines principalement
constituées de Lysines. Ces lysines

vont réagir positivement a la .
coloration en prenant une couleur >
bleue. Les spermatozoides matures

possédent un noyau riche en

protamines qui contient beaucoup .
de cystéine. Ces noyaux seront peu
ou pas colorés par le bleu d’aniline et seront alors trés pales ou incolores. Pour I'étude de la
condensation de la chromatine, 25 a 30 pL de sperme traité est déposé sur une lame qui est
séchée a température ambiante pendant 24h puis stockée a -20°C. Les cellules sont fixées
avec du formol 4% (pendant 10 minutes), puis rincées avec du PBS et mise a sécher a
température ambiante pendant une nuit. Puis, les cellules sont rincées deux fois avec de l'eau
distillée. Les cellules sont incubées avec du bleu d'aniline (Labo-moderne, Gennevilliers,
France) 5% a pH 3,5 pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite rincées deux fois a I'eau
distillée puis déshydratées dans des bains d'alcool (70°,90°, 100°) pendant respectivement 3
minutes. Les lames sont montées avec de 'Eukitt© (Dutscher, Brumath, France). Un témoin
négatif est réalisé, pour cela une lame est faite sans incubation préalable des échantillons
avec le colorant. Chaque série de coloration est réalisée avec un témoin issu d’'une méme
préparation de sperme afin de définir si la coloration est conforme. La lecture se fait en
immersion a I'objectif x100 sous lumiére blanche. Au total, 500 spermatozoides sont comptés
pour chacune des lames analysées, en veillant a compter dans des zones dont I'étalement est
homogéne. Sont considérés comme positifs les spermatozoides colorés a plus de 50% de la
surface de la téte. Une moyenne des comptages est réalisée sur 3 lectures afin de déterminer

le taux de spermatozoides anormalement condensés (SDI : Sperm Decondensation Index).
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lll. Résultats

1. Données a l'inclusion

Lors de la rédaction de ce mémoire, nous avons inclus 17 patients. Dans cette cohorte, nous
avons exclu 5 patients pour les raisons suivantes : pour un patient présentait une absence de
reflux a I'échographie et il n’y avait pas d’indication de traiter ultérieurement la varicocéle. Pour
un patient, il y avait une absence de reflux a la manceuvre de Valsalva, ce patient a été exclu
de I'étude. Pour un couple, survenue d’'une grossesse spontanée a la suite de I'embolisation
de la varicocele, 'lhomme n’a pas souhaité continuer a étre intégré dans la cohorte. Pour deux
patients, il y a eu un échec d’embolisation, ces patients ont été exclus étant donné qu’ils ne
pourraient pas continuer I'étude. Le tableau 3 fait un récapitulatifs des principales données
cliniques des patients inclus actuellement dans I'étude (n = 12). Les délais d’hypofertilité, 'age
moyen et I'IMC sont cohérent avec les valeurs moyennes dans notre centre. Le volume
testiculaire moyen est normal, ce qui est cohérent avec les bilans hormonaux, qui sont tous

normaux dans cette cohorte.

Tableau 3 : Descriptif des données cliniques

Paramétres cliniques Moyenne * écart type Médiane Etendue
Délai hypofertilité (ans) 21+1,3 2,0 0,7;5,0
Age (ans) 35,6 +5,5 34,6 26,7 ; 46,8
IMC (kg-m™2) 252 +21 243 23,6 ;29,4
Volume testiculaire Gauche (mL) 15,0+ 4,1 15,0 8,0;20,0
Volume testiculaire Droit (mL) 16,5+ 3,2 15,0 10,0 ; 20,0

IMC = Indice de masse corporelle.

Sur les 12 patients inclus, 2 sont des anciens fumeurs, 7 n’ont jamais fumé et 3 continuent a
fumer. Un patient (1/12) a consommeé du cannabis et a arrété, un patient (1/12) consomme du
cannabis tout en fumant du tabac. Chez les 2 patients présentant des troubles la sexualité, un
patient (1/12) a des troubles de I'érection (imputabilité faible a la varicocéle) et un patient (1/12)
a des troubles de la libido. Aucun des patients inclus n’a de maladie chronique. La varicocéle
est a gauche pour 'ensemble de la cohorte. Sept patients (7/12) travaillent dans le secteur
tertiaire. Les 5 autres patients travaillent dans le secteur secondaire, dont un est exposé a des
solvants. Huit patients ont une varicocéle de grade 3, 2 une varicocéle de grade 2, et 2 de
faible grade, selon Dubin et Amelar. L’ensemble de la population a bénéficié d’un écho-doppler
scrotal afin de confirmer radiologiquement la varicocéle. Les spermoculture et PCR chlamydia

sont négatives pour 'ensemble de notre cohorte.
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2. Caractéristiques spermatiques de la cohorte
Les paramétres spermatiques initiaux sont caractérisés, par des caractéristiques
spermatiques moyennes normales par rapport aux normes de 'OMS, si ce n'est les valeurs
moyennes de la mobilité totale et progressive (au 3 temps de mesures) qui sont modérément
abaissées, il en est de méme pour le pourcentage moyen de formes typiques. Il est a noté que

la concentration moyenne en cellules rondes semble importante (3,5 + 2,7 M/mL) (Tableau 4).

Tableau 4 : Parametres du spermogramme-spermocytogramme

Parameétres Moyenne * écart-type Médiane Etendue
pH 8,0+£0,2 7.9 7,6;84
volume (mL) 3,5+2,1 3,2 0,9;8,0
Concentration (Millions/mL) 66,6 + 62,2 48,2 0,9;205,0
Numération (Millions/éjaculat) 223,4 + 275,1 71,9 2,6;761,9
Vitalité (%) 72,0 + 20,6 81,0 27,0;91,0
Cellules rondes (Millions/mL) 3,527 3,0 1,0; 10,0
Leucocytes (Millions/mL) 1,0+ 2,1 0,1 0,0;6,0
Mobilité (%) initiale
Totale (a+b+c) 38,7 +10,7 40,0 20,0 ;50,0
Progressive (a+b) 29,2 +£13,3 28,0 10,0 ; 50,0
Mobilité (%) a 2 heures
Totale (a+b+c) 35,0+ 11,5 40,0 15,0 ; 50,0
Progressive (a+b) 269+124 26,0 10,0;45,0
Mobilité (%) a 4 heures
Totale (at+b+c) 33,7+ 13,0 40,0 15,0 ; 50,0
Progressive (a+b) 239+129 25,0 10,0 ; 40,0
Formes typiques (%) 12,1+£9,8 9,0 2,0;29,0
IAM 1,8+0,2 1,7 1,5;2,1

IAM = Index d’anomalies multiples.

Quant aux paramétres issus du test de migration-survie (Tableau 5), ils sont caractérisés par
une ameélioration de la mobilité totale (67,2% * 25,6% vs 35,0% £ 11,5%), la mobilité
progressive (60,7% * 26,1% vs 29,2 + 13,3%) et le pourcentage de forme typique (15,5
11,9% vs 12,1% £ 9,8%) avec un nombre de spermatozoides typique mobiles moyen a 9,5

millions dans la préparation aprés sélection
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Tableau 5 : Parametres issus des tests de migration-survie

Paramétres Moyenne * écart-type Médiane Etendue
Numération initiale (million/éjaculat)
Totale 44,6 + 70,1 18,1 0,4;195,5
Mobile 23,6 +43,5 10,5 0,2;155,8
Mobile progressive 21,1+ 39,7 8,3 0,1;141,7
Numération a 2 heures (million/éjaculat)
Totale 55,7 + 87,1 18,3 0,4;257,8
Mobile 31,3+57,9 11,2 0,2;198,3
Mobile progressive 29,2 +54,2 8,3 0,2;184,2
Mobilité a 2 heures (%)
Mobilité totale 67,2 £ 25,6 76,9 10,2 ;94,3
Mobilité progressive 60,7 £+ 26,1 71,4 8,9;94,3
Numération a 24 heures (million/éjaculat)
Totale 64,3 £ 94,3 22,3 242777
Mobile 38,7+76,4 8,3 2,1;249,3
Mobile progressive 34,7 £ 68,2 6,6 1,4;221,0
Formes typiques (%) 15,5+ 11,9 10,0 4,0; 38,0
NTMSI 9,5+20,9 2,0 0,0;70,0

NTMSI = Nombre de spermatozoides typiques mobiles dans I'inséminat.

3. Corrélation entre le DFI et SDI avec les paramétres spermatiques

Il N’y a pas de corrélation significative entre le SDI et le DFI (r = 0,07 avec p = 0,829). Parmi

les différents paramétres spermatiques, il existe une corrélation positive significative entre le

DFI et le volume spermatique (r = 0,620 avec p = 0,027), et négative significative entre le DFI

et la mobilité initiale totale spermatique (r = -0.655 avec p = 0.021) (Tableau 5). Pour le SDI, il

existe une corrélation positive significative avec le pH (r = 0,763 avec p = 0,017) (Tableau 6).
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Tableau 6 : Corrélations entre le DFI et le SDI et les caractéristiques spermatiques.

DFI SDI
r Valeur de p r Valeur de p
Age 0.112 0.729 0.091 0.779
BMI 0.347 0.399 -0.587 0.126
pH -0.328 0.389 0.763 0.017
volume (mL) 0.634 0.027 0.133 0.680
Concentration (Millions/mL) 0.527 0.096 0.018 0.958
Numération (Millions/éjaculat) 0.552 0.063 0.098 0.762
Vitalité (%) -0.283 0.460 -0.017 0.966
Cellules rondes (Millions/mL) -0.050 0.898 0.633 0.067
Leucocytes (Millions/mL) 0.100 0.798 0.617 0.077
Mobilité (%) initiale
Totale (at+b+c) -0.655 0.021 -0.276 0.385
Progressive (a+b) -0.555 0.061 -0.492 0.104
Mobilité (%) a 2 heures
Totale (at+b+c) -0.475 0.197 -0.373 0.323
Progressive (a+b) -0.462 0.210 0.412 0.271
Mobilité (%) a 4 heures
Totale (a+b+c) -0.506 0.164 -0.236 0.540
Progressive (a+b) -0.323 0.396 -0.179 0.645
Formes typiques (%) -0.073 0.863 0.390 0.339
IAM -0.036 0.933 -0.431 0.286

DFI = DNA fragmentation index. SDI = Sperm Decondensation index. IAM = Index

d’anomalies multiples.

Pour les paramétres du TMS, il existe des corrélations significatives entre le DFl et le
pourcentage de spermatozoides mobiles total (r = -0.673 avec p = 0.023) et progressifs (r = -
0.882 avec p = 0.001). Il existe une corrélation positive signification entre le SDI et le
pourcentage de spermatozoides de formes typiques aprés sélection (r = 0,629 avec p =

0,038) (Tableau 7).
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Tableau 7 : Corrélations entre le DFI et le SDI et les résultats du TMS.

DFI SDI
Paramétres r Valeur de p r Valeur de p
Numération initiale
(million/éjaculat)
Totale 0.406 0.191 0.049 0.880
Mobile 0.238 0.457 0.091 0.779
Mobile progressive 0.238 0.457 0.091 0.779
Numération a 2 heures
(million/éjaculat)
Totale 0.291 0.385 0.100 0.770
Mobile 0.064 0.853 0.136 0.689
Mobile progressive -0.018 0.958 0.118 0.729
Mobilité a 2 heures (%)
Mobilité totale -0.673 0.023 -0.073 0.832
Mobilité progressive -0.882 0.001 -0.100 0.770
Numération a 24 heures
(million/éjaculat)
Totale 0.333 0.347 0.042 0.907
Mobile 0.067 0.855 0.018 0.960
Mobile progressive -0.055 0.881 0.139 0.701
Formes typiques (%) 0.105 0.759 0.639 0.038
NTMSI -0.145 0.670 0.136 0.689

DFI1 : DNA fragmentation index. SDI : Sperm decondensation index. TMS : Test de migration-
survie. NTMSI = Nombre de spermatozoides typiques mobiles dans I'inséminat.

En fonction de la classification de Dublin & Amelar, le DFI et le SDI semblent plus important

lorsque la classification est inférieure a 3 (Tableau8).

Tableau 8 : DFI et SDI en fonction de la gravité de la varicocéle (moyenne + écart type)

Classification clinique de Dublin & Amelar
<3 >3
Effectif 2 8
DFI 14.1+8.6 9.8+8.1
SDI 62.0 £ 354 34.5+20.6
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IV.DISCUSSION

Notre cohorte d’hommes hypofertiles porteurs de varicocéle semble avoir pour tendance
des altérations spermatiques modérées avec un DFI subnormal (13,8% + 10,2%) et un SDI
augmenté (41,4% £ 23,8%). Dans cette étude préliminaire nous avons montré que le DFI était
corrélé positivement au volume spermatique, négativement a la mobilité totale spermatique
initiale, négativement aux pourcentages de spermatozoides mobiles totaux et progressifs
obtenus aprés le TMS. Il semblerait donc qu’il y ait un lien entre I'élévation du DFI et les
altérations de la mobilité. Ces résultats vont dans le sens de ceux trouvés par Alargkof et al.,
(2019) qui compare la fragmentation de 'ADN spermatique dans 3 groupes : les patients ayant
une varicocéle avec des paramétres spermatiques normaux, les patients ayant une varicocéle
avec des parameétres spermatiques anormaux et un groupe contrdle. Cette étude a montré
'existence d’'une liaison entre un DFI élevé et la présence varicocéle indépendamment des
paramétres spermatiques (p<0,001). De plus, dans le groupe des patients porteur d’'une
varicocéle, il a été montré une liaison significative entre I'augmentation du DFI et des
altérations de la mobilité progressive, de la vitalité et de la morphologie (p<0,001). On peut
considérer que I'asthénozoospermie pourrait expliquer I'’hypofertilité pour une partie de nos
patients (Bjorndahl et al., 2010). En effet, on peut émettre 'hypothése que le défaut de mobilité
serait la conséquence d’une fragmentation excessive de 'ADN spermatique, et marque un
dysfonctionnement soit lors de 'acquisition de la mobilité pendant la maturation épididymaire
(la ou le taux de stress oxydant est le plus important), soit a une incapacité a acquérir une
mobilité d0 a des dommages plus précoces (Muratori et al., 2018). Ces résultats sont
comparables a ceux d’Agarwal et al., (2016) qui nous propose une approche par méta-
analyse. Dans son travail, une dizaine d’études traitant de I'impact de la varicocéle sur les
parameétres spermatiques est rassemblé. Des baisses significatives de la mobilité (p<0,001),
du nombre de spermatozoides typiques (p=0,007) chez les porteurs de varicocéle ont été
retrouvées.

Le SDI est corrélé positivement au pH du sperme et au pourcentage de spermatozoides
avec une forme typique obtenue aprés le TMS. Ces résultats vont dans le sens de I'analyse
morphométrique de Kipper et al., (2017), ou un défaut de condensation de la chromatine
entraine des modifications de forme et de volume de la téte. On peut alors émettre ’hypothése
que ces spermatozoides atypiques ne sont pas sélectionnés lors du traitement du sperme par
gradient de sélection. Pourmasumi et al., (2019) évalue la corrélation entre la coloration au
bleu d’aniline et les paramétres spermatiques. Il compare une population contrdle versus une
cohorte de patients normozoospermiques hypofertiles. Selon cette étude, le bleu d’aniline a
une corrélation négative avec la morphologie uniquement chez les patients infertiles
(p<0,001). Cet auteur retrouve une également corrélation négative entre SDI et mobilité
progressive des spermatozoides (p<0,001). Selon cet auteur, il semble donc exister un lien

entre infertilité et augmentation du taux de spermatozoide mal condensé dans I'éjaculat, la
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présence d’'une varicocele chez les patients inclus n’est pas prise en compte. Talebi et al.,
(2008) évalue la condensation de la chromatine par bleu d’aniline en comparant une
population de patients infertiles porteurs d’'une varicocéle, une population de patients infertiles
sans varicocéle et un groupe contréle indemne. Le taux de spermatozoides mal condensés
est significativement plus haut dans le groupe de patients infertiles porteur d’une varicocéle
par rapport aux autres groupes de patients (p<0,001). Ces résultats sont confirmés par I'étude
plus récente de Sadek et al., (2011) qui a utilisé le méme protocole.

Nous avons monté une absence de corrélation entre le DFI et le SDI. Ceci irait dans le
sens ou le SDI apporterait des informations complémentaires au DFI, en ce qui concerne la
qualité du noyau spermatique. Ceci nous permet de comprendre qu’un défaut de maturité de
la chromatine spermatique pourrait étre présent sans que ’ADN soit anormalement fragmenté.
En effet, la qualité de compaction chromatinienne contribue a la qualité finale du génome fourni
a l'ovocyte, pour le bon déroulement de la cinétique du développement embryonnaire. Il est
donc possible d’obtenir, dans certains cas, des anomalies de développements embryonnaire
alors que le DFI était normal. De plus, la mesure du DFI et du SDI est principalement utilisé
en tant que facteur pronostic pour les chances de réussite de la tentative en AMP (Bichara et
al., 2019 ; Benchaib et al., 2003). Notre objectif étant d’évaluer I'impact du traitement de la

varicocele sur ces deux biomarqueurs, la comparaison a d’autres études semble difficile.

Nous n’avons pas montré de corrélation entre I'age et le DFI, et I'age et le SDI dans
notre cohorte. Toutefois, notre échantillon étant petit avec une dispersion des ages restreinte
(35,6 £ 5,5 ans), nous ne sommes pas dans les conditions optima pour mettre en évidence
I'existence ou non de cette relation. En effet, selon Hachemi et al., (2019), plus 'hnomme est
d’age avanceé plus l'incidence de la varicocéle sur la spermatogenése serait importante et plus
le DFI serait élevé. Pour cet auteur, la varicocéle serait dynamique et évoluerait
continuellement jusqu’a ce qu’elle se révéle cliniquement avec un impact plus ou moins
important sur la spermatogenése. Il semble donc licite de tenir compte du délai d’exposition a
la pathologie, différent d’'un patient a 'autre, et de I'dge des patients pour l'interprétation futur
des résultats. De méme nous n’avons pas mis en évidence de corrélation significative entre
'IMC et le DFIl et 'IMC et le SDI. La méta-analyse de Song et al., (2019) montre que I'incidence
de la varicocéle serait supérieure chez les populations a des patients ayant un IMC normal ou
bas. L'IMC élevé serait protecteur sur la survenue de la varicocele. La taille de notre cohorte
ne nous permet pas de mettre en évidence un « effet de dose » entre la gravité de la varicocele
selon la classification de Dubin & Amelar et la gravité de I'atteinte des marqueurs d’intégrité
chromatinienne comme il a été montré par Pallotti et al., (2018). Cet auteur, grace a des
données acquises de fagon rétrospective sur 4000 patients, a réparti sa cohorte en deux
groupes : les patients présentant une varicocéle de bas grade (<3 selon Dubin et Amelar) et
de haut grade (de grade 3). La comparaison des deux groupes montre une différence

significative pour la numération, la mobilité progressive et le taux de spermatozoides
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atypiques. En effet, la gravité de la varicocéle semble un élément important a prendre en
compte pour évaluer si le traitement de la varicocéle a un intérét pour le patient. Selon Sadek
et al., (2011), I'amélioration du taux de condensation en post opératoire serait significative

uniquement lorsqu’il s’agit d’'une varicocéle de grade 3.

Notre étude préliminaire présente des limites. La limite la plus importante de notre
travail est la taille réduite de notre effectif, probléme qui pourrait étre résolu par 'augmentation
du temps d’inclusion des patients et/ou par la mise en place d’'une étude multicentrique. La
constitution d’un groupe contréle semble indispensable dans le cadre de la poursuite de ce
travail. Comme nous l'avons vu précédemment dans I'étude de Talebi et al., (2008), l'idéal
serait de former trois groupes : infertiles porteurs d’une varicocéle, infertiles sans varicocéle
et sains. Il pourrait étre également intéressant de constituer un groupe de porteur de varicocéle
fertile, mais cela semblerait logistiquement difficile, d’autant plus que ces porteurs de
varicocele ayant prouvé leur fertilité pourraient étre d’'un &ge sensiblement plus élevé et surtout
ne viendraient pas consulter dans un service ’AMP. Les groupes seraient donc difficilement
comparables. De plus, il existe dans notre étude un biais de sélection, en effet, pour que le
DFI et le SDI soient quantifiables, il faut une concentration spermatique >2,5 millions/mL. Ainsi
les patients présentant une oligospermie sévére sont exclus. Cette population, patients ayant
une oligospermie séveére, serait intéressante a évaluer puisque leur éligibilité au traitement de
la varicocéle est prouvée, que ce soit pour améliorer les paramétres spermatiques ou en
mesure adjuvante avant une biopsie testiculaire (Kohn et al., 2017). Une autre limite de notre
étude est la prise éventuelle d’un traitement antioxydant par les patients avant la réalisation
des mesures. Nous avons décidé de prendre en compte la date de premiére remise
d’'ordonnance de ces compléments alimentaires. La durée d’exposition moyenne au moment
de la réalisation des examens étant de 37,1 jours, son impact sur linterprétation des
paramétres, et plus particulierement sur le DFI, serait minime (Busetto et al., 2019), bien que
nous ne maitrisions pas la composition de ces compléments qui peut étre différente en fonction
du prescripteur (Smith et al., 2019). Le DFI est positivement corrélé avec le volume moyen de
I'éjaculat et pourrait étre en rapport avec un délai d’abstinence sexuelle trop important. Le délai
depuis la derniére éjaculation semble donc indispensable a intégrer dans notre étude afin de
tenir compte de ce paramétre dans l'interprétation des résultats. En effet, selon Greening et

al., (2007), le DFI diminue lorsque I'écart entre deux éjaculations diminue.

Les biais de confusion sont nombreux et doivent étre corrigés dans la mesure du possible. La
varicocele est un facteur parmi d’autre ayant un impact sur I'intégrité de la chromatine Aitken
al., (2014). Pokhrel et al., (2019) a montré I'impact des seuls facteurs environnementaux et du
mode de vie sur l'altération de la qualité spermatiques, notamment sur la mobilité progressive
et le taux de spermatozoides de forme typique. L’approche statistique multivariée, comportant

des données d’anamnése exhaustives, semble donc une approche intéressante pour évaluer
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le niveau de dépendance des altérations spermatiques par rapport a la présence d'une

varicoceéle.

En conclusion, nos premiers résultats montrent I'existence de corrélations entre le DFI, le
SDI et les paramétres spermatiques, dans cette cohorte de patients hypofertiles porteurs d’une
varicocéle. Malgré la trés faible puissance statistique de nos données, ces premiers résultats
sont cohérents avec la littérature. Les protocoles d’analyse du sperme mis en place dans ce
travail sont donc validés et semblent nous apporter les informations nécessaires a la poursuite

de I'étude.

Grace a ces résultats préliminaires, nous avons pu définir les éléments a améliorer pour
la poursuite du travail : avant tout, 'augmentation de la taille de la cohorte semble
indispensable pour obtenir la puissance nécessaire. Pour cela le temps d’inclusion doit étre
augmenté. D’autres centres pourraient étre inclus, malgré les biais inhérents aux études
multicentriques, comme les biais techniques. Afin de continuer le travail, nous proposons
d’effectuer la mesure de ces mémes paramétres aprés scléro-embolisations de la varicocéle
a 3 mois post-embolisation. Nous partons de I'hypothése que la scléro-embolisation de la
varicocéle permettrait d’améliorer les caractéristiques spermatiques et lintégrité de la
chromatine des spermatozoides. L’analyse statistique devra étre multivariée afin d’inclure des
données exhaustives d’anamnése afin d’affiner le niveau de dépendance des résultats de la
présence de la varicocéle. De plus les résultats des tentatives de fécondation in vitro réalisées
aprés embolisation des patients inclus pourraient permettre de juger de fagon plus globale de
l'intérét de la scléro-embolisation sur les tentatives d’AMP. A condition que ces résultats post-
FIV soient comparés a une population témoin qui n’a pas regu le geste d’embolisation de la
varicocéle. En effet la littérature reste discordante a I'heure actuelle sur l'intérét de traiter la
varicocéle, lorsqu’elle prend en compte la qualité de la tentative, le taux de grossesse et de

naissance vivante (Bichara et al., 2019 ; Hachemi et al., 2019 ; Irez et al., 2018).
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Mem, prénom du candidat | BOSQUET Derian
CONCLUSIONS

La varicocéle est une anomalie vasculaire fréguemment refrouvée lors d'une infertilite. La
physiopathologie de la varicocéle a un Impact négatif sur I'environnement testiculaire, et donc
probablement sur le bon déroulement de la spermatogénése. Chez les patients hypofertiles et
porteurs d'une varicocéle, un défaut de maturation de la chromatine spermatiqgue est
fréquemment Incriming dans la littérature. Le but de ce travail préliminaire a été d'évaluer
limpact de la varicocéle sur la qualité du noyau spermatique. Pendant une periode de 4 mois,
une cohorte de 12 hommes hypofertiles porteurs d'une varicocéle a été constituée. Chez ces
patients, il a &té réalisé les examens suivants : un spermogramme-sparmaocylogramme, un test
de migration-survie (TMS), La qualité du noyau spermatique a été évaluée par la mesure de la
fragmentation de I'ADN spermatigue quantifige par la technigue TUNEL et la mesure la
condensation chromatinienne spermatique quantifiée par la coloration au bleu d'aniine. Ces
deux mesures ont permis de calculer le taux de spermalozoides ayant leur ADN fragmenté
{DFl : DMA fragmentation index) et le taux de spermatozoides ayant une chromatine
décondensée (S0| ; Sperm Decondensation Index). || a denc ete possible d'étudier les liaisons
entre les parameétres issus du spermogramme-spermocytogramme et du TMS avec le DF| et le
S0l

Chez ces 12 patients, le pourcentage de spermatozoides & mobilité progressive est
modérément abaissé : 29,2% + 13,3% pour une valeur de référence de 32,0%, il en est de
méme pour le pourcentage de formes typiques | 12,1% £ 8 8% pour une valeur de réference de
20%. La valeur moyenne du DF] ne semble pas altérée : 13,8% £ 10,2% pour une valeur de
référence de 20%. Le SDI moyen est augmenté . 41,4% + 23 8%, pour une valeur de reférence
de 20%. Pour les patients dont le DF| est supérieur a 20%, il existe une baisse de la mobilite
progressive des spermatozoides . 20,7% % 7,1% vs 33,7% £ 13,6%. Pour les patients dont le
SDI est inférieur & 30%, il existe une baisse du pourcentage de spermatozoides de formes
typiques aprés un gradient de selection . 7.2% % 27% vs 20,3 £ 12,7%. Nous meltons en
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évidence quil n'y a pas de corrélation significative entre le SDI et le DF| (r de Spearman = 0,07
avec p = 0,829)

L'absence de corélation entre le DF| et le SD| va dans le sens ol le SDI apporte des
informations complémentaires au DF|, en ce qui concerne la qualité du noyau spermatique. Ceci
nous permet de comprendre qu'un défaul de maturité de la chromatine spermatique peul étre
présant sans que 'ADN soit anormalement fragmenté. En effet, la gualité de compaction
chromatinienne contribue & la qualité finale du génome fourni & |'ovocyte, pour le bon
déroulement de la cinétique du développement embryonnaire. |l est denc probable d'obtenir,
dans certains cas, des anomales de développements embryonnaire alors que le DFI était
normal. Il est prévu de réaliser le traitement par scléro-embolisations des varicocéles. Mous
mesurerons  I'évolution des paramétres spermatigues et des margueurs  d'intégrite
chromatinienne & 3, 6 et 12 mois post-embolisation. Ces mesures permettraient d'objectiver
I'impact de la scléro-embolisation de la varicocéle sur les caractéristiques spermatiques. De plus
les résultats des tentafives de fécondation in vitro réalisées aprés embolisation des patients
inclus pourraient permetire de juger de fagon plus globale de lintérét de la scléro-embolisation
sur les tentatives d'AMP. En effet |a littérature reste discordante a I'heure actuelle sur l'intérét de
traiter la varicocéle, lorsqu'elle prend en comple la qualité de la tentative, le taux de grossesse
et de naissance vivante, Cette étude préliminaire permet donc de valider ce projet et de
comprendre l'intérét de le poursuivre et de le compléter.
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Objectif : L a moitié des cas d’infertilité du couple pourraient étre imputés a des facteurs
masculins. Chez cette population d’hommes hypofertiles, la varicocéle serait I'élément
clinique le plus souvent rencontré, environ une fois sur cing. Il semblerait que la varicocele
ait un impact négatif sur la spermatogénése, particulierement sur la maturation
chromatinienne des spermatozoides. Le projet de ce travail est d’évaluer les paramétres
spermatiques de routine et des marqueurs d’intégrité de la chromatine des
spermatozoides avant et apres embolisation de la varicocéle, afin de valider l'intérét du
traitement de la varicocéle. Dans cette thése, nous effectuerons la premiére étape du
travail, qui consiste a inclure les patients hypofertiles porteurs d’une varicocéle et a
mesurer les parameétres spermatiques et chromatiniens avant I'embolisation de leur
varicocéle.

Méthode : Des patients présentant une varicocéle clinique ont été inclus sur une période
de 4 mois. lls bénéficient d’'une analyse spermatique de routine avec étude de la
fragmentation de I'’ADN spermatique par la technique TUNEL® et de la condensation
chromatinienne spermatique par la coloration au bleu d’aniline, effectués au moment du
diagnostic de la varicoceéle.

Résultat : Une premiére série de douze patients a été incluse, notre population est
caractérisée par des paramétres spermatiques modérément altérés avec un DFI (DNA
fragmentation index) moyen normal (13,8% + 10,2%) et un SDI (Sperm Decondensation
Index) moyen augmenté (41,4% + 23,8%). Dans cette cohorte, nous avons montré que le
DF1 était corrélé positivement au volume spermatique (r = 0.634, p = 0.027), négativement
a la mobilité totale spermatique initiale (r = -0.655, p = 0.021), et négativement au
pourcentage de spermatozoides mobiles totaux et progressifs obtenus aprées le TMS
(respectivement r = -0.673, p = 0.023 et r = -0.882, p = 0.001). Le SDI est corrélé
positivement au pourcentage de spermatozoides avec une forme typique obtenus aprés
apres traitement par gradient de sélection (r = 0.639, p = 0.038). Il n'y a pas de
corrélation entre le DFI et le SDI.

Conclusion : Nos premiers résultats montrent I'existence de liens entre le DFI, le SDI
avec des paramétres spermatiques chez les patients porteurs d'une varicocéle. Ces
premiers résultats permettent donc de valider nos méthodes et la poursuite de notre projet.
Nous devons agrandir la taille de la cohorte. Nous pouvons poursuivre ce travail en
réalisant I'embolisation de la varicocéle et les mesures a 3 mois de ces mémes
parametres.
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