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L'expansion de la population mondiale suggère que, globalement, les fonctions 

de reproduction de l'homme soient extrêmement correctes. Cependant, les échecs en 

matière de reproduction, des anomalies pendant la grossesse, et les malformations 

congénitales restent courantes et sont une dépense médicale et émotionnelle 

importantes pour la famille et la société. 

Jusqu'à un sur sept couples (14%) éprouvent des difficultés à concevoir et, dans 

30% à 50% des cas, le problème a été attribué à l’homme (Bashamboo et al, 2010). 

En Afrique ce pourcentage est de 12 à 21% (Gam, 2002). 

L'infertilité est classiquement définie comme un état dans lequel un couple désirant un 

enfant est incapable de concevoir après 12 mois ou plus de rapports sexuels réguliers 

et non protégés. On parle d’infertilité primaire s’il n y a jamais eu de grossesses, et 

d’infertilité secondaire si elle a eu lieu après une grossesse ou plus (Geidam et al, 

2008). 

L'infertilité masculine peut être expliquée par des problèmes hormonaux, 

immunologiques, d’acheminement de sperme, environnementaux et de la structure 

physique des organes reproducteurs.  Toutefois, dans un certain nombre de cas, la 

cause de l'infertilité est inconnue en raison du manque de connaissance des 

mécanismes génétiques et moléculaires qui jouent un rôle dans le contrôle de la 

production de spermatozoïdes et leur maturation (Cameron, 2006).  

L'infertilité masculine peut être classée en 3 groupes principaux : 

- non obstructive (60%) : qui se définie par une production insuffisante de 

spermatozoïdes par les testicules. 

- obstructive (38%) : la production de spermatozoïdes est normale mais il y a un 

blocage dans le tractus génital. 

- coïtal (2%) : la production de spermatozoïdes est normale ainsi que les voies 

génitales, mais l'infertilité est secondaire à une dysfonction sexuelle (Abdel 

Raheem et al, 2012). 

Une évaluation de la fertilité chez les hommes est basée sur la concentration des 

spermatozoïdes dans le sperme. La production correcte de ces cellules 

(spermatozoïdes) a été attribuée à plus de 1666 gènes (Zhang et al, 2013). Un défaut 

dans l'un de ces gènes peut affecter le développement des cellules germinales. 

L’identification de gènes responsables, leurs variations (Mutations et 
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polymorphismes) ainsi que les phénotypes associés représente une étape importante 

dans la prévention, le diagnostic et le traitement des maladies. 

 Des anomalies génétiques sont impliquées dans environ 30% de l'ensemble des 

infertilités masculines, dont un grand nombre se manifestent sous la forme de 

mutations génétiques affectant la spermatogenèse (Cameron, 2006). Elles peuvent être 

classées en trois groupes :  

- Le premier groupe concerne les anomalies chromosomiques et plus 

particulièrement les aneuploïdies qui peuvent être trouvées chez 14% des patients 

azoospermiques et 3% des patients oliogozoospermiques (Cameron, 2006).  

- Le second groupe d’anomalies génomiques concerne la présence de délétions 

submicroscopiques ou "microdélétions" qui sont des suppressions de groupes de 

gènes sur le chromosome Y impliquées dans la spermatogenèse.  

- Troisièmement, des mutations ponctuelles dans un gène unique peuvent 

conduire à un défaut spermatogénique sévère. Récemment, il a été démontré que des 

mutations affectant le gène NR5A1 peuvent expliquer certains cas d’infertilité 

idiopathique (Bashamboo et al, 2010). 

 

L’objectif général de notre travail de thèse : 

- Appliquer les techniques de cytogénétique et de biologie moléculaire pour 

mettre en évidence les éventuelles mutations responsables des infertilités masculines 

en Algérie. 

Objectifs spécifiques : 

- Réaliser les analyses de cytogénétiques conventionnelles, par le caryotypage 

en bandes G et en bandes R. 

- Explorer le génome somatique chez des hommes présentant des anomalies 

sévères de la spermatogenèse par l’étude de certains gènes impliqués (AZF, MTHFR). 

- Apprendre et appliquer la technique de séquençage afin d’identifier 

d’éventuelles mutations au niveau du gène NR5A1. 
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1. La spermatogenèse  

La spermatogenèse (ou gamétogenèse mâle) est un processus complexe et 

hautement coordonné dans lequel les spermatogonies (2n) diploïdes se différencient 

en spermatozoïdes haploïdes (1n) matures dans l'épithélium séminifère (Figure 1). 

Dans ce processus, les spermatogonies subissent plusieurs divisions mitotiques et 

entrent dans une voie de renouvellement des cellules souches, ou s’engagent elles-

mêmes pour un développement ultérieur. Les spermatocytes diploïdes subissent par la 

suite deux divisions méiotiques et le résultat est la production de spermatides rondes 

haploïdes. Ces derniers entament le processus de la spermiogénèsepour donner lieu à 

des spermatozoïdes fécondants (Wing-Yee et Yan Cheng, 2008). 

La spermatogenèse dure environ 74 jours et est permanente. 

 

Figure 1 : Déroulement de la spermatogenèse (Raven et al, 2007). 
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1.1 Structure et fonctions du testicule humain  
Les testicules sont des organes pairs situés à l’intérieur du scrotum. Chez 

l’homme adulte, chaque testicule est une masse ovoïde qui mesure environ 5 cm de 

long, 3 cm de large et 2,5 cm d’épaisseur, entourée d’une enveloppe conjonctive, 

l’albuginée. Au pôle supérieur du testicule, il existe un épaississement conjonctif 

appelé le corps de Highmore. Celui-ci est relié à l’albuginée par des cloisons 

radiaires, les septatestis, qui délimitent 200 à 300 lobules testiculaires. Chaque lobule 

contient 2 ou 3 tubes séminifères mesurant 30 à 150 cm de long pour un diamètre de 

150 à 300 μm (Figure 2).  

 

 

Figure 2 : Structure sagittale du testicule humain(Czyba et Montella, 1993). 

Les tubes séminifères, sont constitués de cellules de la lignée germinale en 

cours de spermatogenèse, et de cellules somatiques qui ne se divisent pas, les cellules 

de Sertoli. Entre les tubes séminifères, les espaces interstitiels sont remplis d’un tissu 

conjonctif lâche, riche en capillaires sanguins et lymphatiques. Au contact des 

capillaires sont situées les cellules de Leydig (Figure 3), dont l’ensemble constitue la 

glande interstitielle du testicule. Les tubes séminifères déversent leur sécrétion dans 

les tubes droits, qui débouchent dans le retetestis, puis dans l’épididyme qui coiffe 

chacun des testicules et qui se poursuit par le canal déférent (Faure, 2007).   
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Figure 3 : Coupe transversale partielle d’un testicule humain adulte  

(Johnson et Everitt, 2002) 

  

Le testicule assure deux grandes fonctions : la gamétogenèse et 

lastéroïdogenèse.  

 La gamétogenèse correspond à la mise en place et au développement des 

cellules germinales pendant la vie fœtale et néonatale et à la spermatogenèse qui 

s’instaure après la puberté. Cette ontogenèse est fondamentale, puisqu’elle 

conditionne la fertilité de l’individu adulte et la masculinisation des organes génitaux 

(Rouiller-Fabre et al, 2008). 

 La stéroïdogenèse correspond, à la synthèse et à la sécrétion des hormones 

stéroïdes, la principale étant la testostérone. Cette hormone est responsable de la 

masculinisation chez le fœtus et de l’établissement et du maintien des caractères 

sexuels secondaires mâles et de la spermatogenèse chez l’adulte. Cette double 

fonction correspond à une organisation anatomique en deux compartiments 

fonctionnels : 
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- le tissu interstitiel, conjonctif vascularisé, contenant les cellules de Leydig 

responsables de la production de la testostérone ; 

- les tubes séminifères, de nature épithéliale, avasculaires, contenant les 

cellules germinales et les cellules de Sertoli qui servent de support à la 

spermatogenèse. 

 

1.2 Les phases de la spermatogenèse  

1.2.1 La mitose  
La division mitotique aboutit à la production de spermatogonies dont certaines 

se différencient en spermatocytes de premier ordre (spermatocytes I)(Hess etRenato 

de Franka, 2008). 

Chez l’homme, les spermatogonies peuvent être séparées en trois groupes selon les 

caractères de leur noyau. On distingue les cellules de type A sombres (Ad), les 

cellules de type A pâles (Ap) et les cellules de type B. Les spermatogonies de type Ad 

seraient les vraies cellules souches de la spermatogenèse, donnant naissance par 

mitose à d’autres spermatogonies Ad et à quelques spermatogonies Ap, lesquelles, à 

leur tour, se divisent par mitose pour constituer des amas de cellules filles reliées 

entre elles par des ponts cytoplasmiques. Ces spermatogonies Ap se différentient 

ensuite en spermatogonies de type B qui se multiplient par mitose puis se 

différencient en amas pour former des spermatocytes I (Figure 4). 

 

Figure 4 : Les spermatogonies et leur renouvellement (PonceletetSifer, 2011). 
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1.2.2 La méiose  
Les spermatocytes I répliquent leur ADN peu après leur formation et subissent 

une longue prophase, de 22 jours environ, pendant laquelle les modifications de la 

chromatine nucléaire permettent d’identifier les stades pré-leptotène, leptotène, 

zygotène, pachytène et diplotène.  

La première division méiotique survient après le stade diplotène, avec formation de 

spermatocytes de deuxième ordre (spermatocyte II). Ceux-ci subissent rapidement (en 

quelques heures) la deuxième division méiotique qui sépare les deux chromatides de 

chaque chromosome, aboutissant à des spermatides haploïdes (Figure 

1)(PonceletetSifer, 2011). 

1.2.3 La spermiogénèse 

Processus dans lequel une profonde restructuration morphologique et 

biochimique se produit avec notamment la compaction de la chromatine nucléaire, la 

réduction cytoplasmique et la formation de l'acrosome et du flagelle(Hess etde 

Franka, 2008). 

 

1.3  Contrôle neuro-endocrinien de la fonction testiculaire 

      La fonction testiculaire est régulée en grande partie par l’axe hypothalamo-

hypophyso- testiculaire (Figure 5).  
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Figure 5 : Schéma des différentes composantes de l’axe hypothalamo-

hypophysotesticulaire(Poncelet etSifer, 2011). 
 

1.3.1 Les gonadotrophines  
 La Follicle Stimulating Hormone (FSH) : elle est l’hormone hypophysaire 

qui a une action principale sur la spermatogenèse. Cependant, seule, n’est pas 

suffisante pour assurer une spermatogénèse normale. Un des nombreux effets de la 

FSH sur les cellules de Sertoli est d’entraîner la libération de lactate (substrat préféré 

au glucose par les spermatocytes de 1er ordre) permettant de fournir l’énergie 

nécessaire aux cellules germinales en développement (Courchesne, 2009). Elle active 

également la protéine CREB (CRE-Binding Protein), qui initie à son tour la 

transcription de gènes essentiels à la différenciation des cellules germinales (Walker 

et al, 1998). 

 
 La Luteinizing Hormone (LH) : agit aussi sur la spermatogenèse mais de 

façon indirecte. Son action principale se passe sur les cellules de Leydig qui 

produisent la testostérone. La FSH associée à la LH entraîne la production, par les 

cellules de Sertoli, d’une protéine de liaison appelée ABP (Androgen Binding Protein) 
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qui permet le transport de la testostérone depuis la partie basale vers les cellules 

germinales (HagenasetRitzén, 1975). 

 La testostérone : les récepteurs aux androgènes (AR) sont présents dans les 

cellules de Leydig, les cellules péritubulaires et les cellules de Sertoli. Il est connu que 

la testostérone intervient dans le maintien de la spermatogenèse, cependant les 

mécanismes par lesquels elle agit ne sont pas encore définis. En effet, la réduction du 

taux de testostérone testiculaire après hypophysectomie, l’administration d'anti-

androgènes ou la destruction des cellules de Leydig sont responsables du détachement 

des spermatides en développement de la cellule de Sertoli, et de l'arrêt de la 

spermatogenèse au cours du processus de la méiose ou de la spermiogénèse chez le rat 

(Walker, 2010). 

 La prolactine : des taux élevés de PRL ont pour conséquence une infertilité 

chez l’homme (Krause, 1978 ; Micic et al, 1982). D’autre part, les cellules de Sertoli 

expriment les récepteurs à la PRL (Guillaumot et Benahmed, 1999), et la fixation de 

celle-ci stimule leur croissance, la sécrétion de lactate et la synthèse de nombreuses 

protéines nécessaires à la spermatogenèse (Scarabelli et al, 2003).  

 

1.3.2 Contrôle de la sécrétion des gonadotrophines 
Ce contrôle résulte de mécanismes complexes encore mal élucidés. 

 La Gonadotropin Realising Hormone (GnRH) d’origine hypothalamique 

assure le contrôle principal. 

 La testostérone exerce également un rôle dans la boucle de rétrocontrôle en 

inhibant la sécrétion de LH et de GnRH par l’hypophyse et l’hypothalamus 

respectivement (Figure 3). 

 L’inhibine et l’activine : des études sur les rongeurs ont établi que l’inhibine 

et l’activine modulent le nombre de spermatogonies et de cellules de Sertoli : les 

inhibines exercent un effet inhibiteur/répresseur alors que les activines présentent un 

effet stimulateur (De Kretser et al, 2004). 

 

1.3.3 Autres hormones 

Les hormones thyroïdiennes, surrénaliennes (le cortisol abaisse le taux de 

testostérone plasmatique chez l’homme), pancréatiques (l’insuline stimule la 
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stéroïdogenèse) interviennent également dans la régulation des fonctions testiculaires 

(Poncelet et Sifer, 2011). 

 

2. L’infertilité masculine  
L’infertilité est communément définie comme l’impossibilité pour un couple de 

concevoir une grossesse après douze mois de rapports sexuels réguliers et non 

protégés (Liu et Handelsman, 2003). 

Lesinfertilités du couple,peuvent résulter defacteurs masculins et/ou féminins. 

Dans35%descasl'infertilitéest due àdes facteursféminins, dans 30% des cassont dues 

généralement àun facteur masculinseul,tandis que 20% des cas sont dusà des facteurs 

masculinset féminins. Quant au 15% des cas restant le problème d’infertilité 

resteinexpliqué.  

L'infertilité masculineest multifactorielle etles étiologiespeuvent être regroupées 

encauses génétiques etnongénétiques.Cependant, dans environ 40% descas, la causede 

l'infertilitéreste inconnue ou idiopathique (Agata, 2010). 

L'infertilité masculineestdiagnostiquée sur la basedes paramètresspermatiques. 

 

2.1 Paramètres spermatiques  

L'organisation mondiale de la santé (OMS, 1999)a établi des critèrespour 

l'évaluationdes paramètres du spermedes hommesinfertilesbasés surla concentration 

du sperme, la mobilitéet la morphologie (Tableau 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 11 

Tableau 1 : Paramètres spermatiques normaux définis selon les critères del’OMS. 

Type d’infertilité Paramètres spermatiques 
Concentration 

(106 /ml) 
Mobilité 

(%) 
Morphologie 

Normale 
(%) 

Oligospermie 
- Modérée 
- Sévère 

- Très sévère 

˂20 Normal Normal 
≥ 5 mais ˂ 20 Normal Normal 
˂5 mais ≥ 1 Normal Normal 

˂ 1 Normal Normal 
Asthénozoospermie Normal ˂ 50 Normal 

Tératozoospermie (OAT) Normal Normal ˂ 30 
OligoAsthénoTeratozoospermie ˂ 20 ˂ 50 ˂ 30 

Azoospermie Pas de spermatozoïdes dans l’éjaculat 
Aspermie Pas d’éjaculat 

Leucospermie Présence de polynucléaires dans le sperme 
Nécrozoospermie Altération de la vitalité des spermatozoïdes 

Paramètres spermatiques 
normales 

≥ 20 ≥ 50 ≥ 30 

 

Un tableau avec les nouveaux paramètres spermatiques (2010) de l’OMS se situe dans 

l’annexe I. 

2.2  Étiologie 
L'infertilité masculine a été associée à des facteurs non génétiques et génétiques. 

Les facteurs non génétiques de l'infertilité masculine peuvent inclure : 

- des déséquilibres hormonaux,  

- des problèmes de cryptorchidie,  

- l'obstruction acquise,  

- varicocèle,  

- une maladie chronique,  

- des facteurs immunologiques, 

- l'impuissance,  

- l'utilisation de drogues récréatives, la chimiothérapie et les radiations.  

- Récemment, il a été rapporté quel'exposition à des facteurs environnementaux 

joue également un rôle important (Agata, 2010).  

Pour les facteurs génétiques d'infertilité masculine, on cite les anomalies 

chromosomiques somatiques, les microdélétions du chromosome Y et des mutations 

géniques (Agata, 2010). 
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2.3 Exploration de l’infertilité masculine 
La recherche de causes génétiques d’une pathologie, part toujours du phénotype 

des patients atteints.Pour l’infertilité, la situation est plus difficile car de 

multiplescauses génétiques peuvent correspondre à une anomalie phénotypique 

identique comme la diminution du nombre ou l’absence de spermatozoïdes chez 

l’homme. 

Il existetrois types d’infertilité :  

 l’infertilité Coïtal : la production de spermatozoïdesainsi que les 

voiesgénitales sont normales, mais l'infertilitéest secondaireà une dysfonction sexuelle 

(Abdel Raheem et al, 2012). 

 de nature obstructive : encore appelées « infertilités excrétoires » 

représentant entre 30% et 40% des cas d’azoospermie, elles se définissent par un 

obstacle sur le tractus génital alors même que la production de gamètes est normale. 

Le bilan hormonal est normal(Ravel, 2007).  

 de nature non obstructive : encore appelées « infertilités sécrétoires », elles 

se traduisent par des oligozoospermies plus ou moins sévères ou des 

azoospermiesavec atteinte de la spermatogenèse. Le bilan hormonal est perturbé, en 

rapport avec un dysfonctionnement de l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique avec, 

comme principal signe, une FSH augmentée et une inhibine B diminuée. La biochimie 

séminale est normale ou montre des marqueurs globalement diminués (Ravel, 

2007).Les causes de cette infertilité peuvent être :  

- non idiopathiques : le patient a eu une cryptorchidie ou une orchite, ou bien 

l’infertilité peut être expliquée par la prise médicamenteuse, la chimiothérapie, la 

radiothérapie. Ce qui a provoqué l’altération de la spermatogenèse voire même son 

arrêt. Ce sont donc des causes organiques.  

- idiopathiques : lorsqu’aucune explication plausible de l’infertilité n’est 

donnée, des causes génétiques sont impliquées.Cependant, elles restent souvent non 

confirmées en raison du très grand nombre de gènes impliqués dans la 

spermatogenèse(Ravel, 2007).Trois arguments en faveur d’une origine génétique de 

l’infertilité doivent être cités : 

- les réarrangements chromosomiques sont retrouvés avec une fréquence 

supérieure à la normale chez des hommes infertiles. Ces réarrangements pourraient 
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être responsables d’une anomalie mécanique de la méiose mais aussi de l’inactivation 

d’un gène crucial pour la spermatogenèse ; 

- des cas familiaux de stérilité ont été décrits dans lalittérature, avec plusieurs 

membres d’une fratrie atteints ouplusieurs individus infertiles de la même famille 

surplusieurs générations (oncle-neveu par exemple). La présence de consanguinité 

chez les parents de certains patients stériles laisse à supposer une transmission 

récessivede gènes mutés impliqués dans la spermatogenèse ;  

- les modèles animaux montrent que des mutations géniques spontanées ou 

induites sont responsables d’infertilité. On estime, sur la base de l’extrapolation à 

l’homme des données obtenues à partir de l’étude du génome de la drosophile ou de la 

souris, que les gènes impliqués dans le bon déroulement de la spermatogenèse sont 

plusieurs centaines, voire des milliers (Vialard et al, 2009). 

 

2.4 Caryotype et infertilité masculine 
Les techniques de cytogénétique ont beaucoup évolué depuis la découverte du 

nombre exact de chromosomes chez l’homme en 1956. Le caryotype standard est 

utilisé depuis 1959 en cytogénétique classique. Il permet initialement une résolution 

de 10 à 15 Mb. À partir des années 1970, le marquage en bandes et le caryotypehaute 

résolution ont permis d’améliorer la résolution et la sensibilité de l’analyse 

cytogénétique (Hugon-Rodin, 2010).  

Classiquement, un marquage de l’euchromatine en bandes G (Giemsa) et en bandes R 

(Reverse) est réalisé.  

 Les bandes G : sont obtenues par dénaturation enzymatique, avec la trypsine. 

Cette dernière digère les protéines et permet l’apparition après coloration au Giemsa 

d’une succession de bandes permettant de classer et d’analyser les chromosomes. Les 

bandes G correspondent aux bandes R négatives. Les bandes G marquent des régions 

d’ADN riches en liaison A-T et représentent des centres de condensation précoces 

pauvres en gènes actifs et en séquences Alu (Egea, 2010). 

 Les bandes R : sont obtenues par dénaturation thermique des chromosomes. 

Elles marquent des régions d’ADN riches en liaison G-C correspondant à des régions 

riches en gènes actifs et en séquences Alu (Egea, 2010). 

Il existe par ailleurs d’autres techniques de marquage complémentaires qui 

permettentd'analyser certaines régions particulières du génome : 
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 les bandes C : qui, par coloration au sulfate de Baryum, mettent en évidence 

l'hétérochromatine constitutive (1, 9, 16, Y). Elles correspondent à des régions non 

codantes du génome comme les régions centromériques (Arrighi et Hsu, 1971). 

 les bandes Q : superposables aux bandes G, colorent intensément la partie 

distale, hétérochromatique, des bras longs de l’Y, certains centromères et certains bras 

courts des acrocentriques (Caspersson et al, 1970). 

 les NOR qui, par dépôt de nitrate d’argent, mettent en évidence les 

organisateurs nucléolaires. Ces structures correspondent aux régions du génome 

contenant les gènes qui codent pour les ARN ribosomaux (Bloom et Goodpasture, 

1976). 

La place des anomalies chromosomiques congénitales dans l’étiologie de 

l’infertilité masculine n’est pas négligeable.  

Les anomalies chromosomiques associées à des troubles de la gamétogenèse, et plus 

particulièrement chez l’homme, peuvent être classées en deux grandes catégories : 

-  celles affectant le nombre des chromosomes (aneuploïdies) et 

-  celles touchant leur structure.  

Ces deux types d’anomalies sont retrouvés dans 14% desazoospermies, avec des 

mutations touchant préférentiellementles gonosomes (chromosomes sexuels) et dans 

5% des oligospermies on retrouve des anomalies touchant préférentiellement les 

autosomes (Vialard et al, 2009). 

 

2.4.1 Le syndrome de Klinefelter et la mosaïque XXY 

Le syndrome de Klinefelter(SK) est l’aneuploïdie des gonosomesla plus 

fréquentechez les hommes, survenant chez environ0,1 à 0,2%desnouveau-nés de sexe 

masculin. La prévalence deSKchez leshommes infertilesest très élevée, pouvant aller 

jusqu'à 5% en oligozoospermiesévère et10% en azoospermie(Vialard et al, 2009). Le 

SK estune forme de défaillancetesticulaire primaireavechypotrophie testiculaireet une 

élévation du niveau des gonadotrophines plasmatiques, et il représente la forme la 

pluscommunede l'hypogonadisme masculin. 

L’infertilité pourrait être due à : 

- une anomalie de la méiose, la formation du complexe synaptonémal de l’X et 

l’Y dans la vésicule sexuelle pourrait être perturbéepar la présence d’un chromosome 

X surnuméraire (Solari, 1999) ; 



ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 15 

- la surexpression de gènes sur l’X: sept gènes de spermatogenèse sont en effet 

portés par l’X : FTHL17 (Ferritin, heavy polypeptide-like 17), USP26 

(UbiquitinSpecific Peptidase 26), TKTL1(TransKeTolase-Like 1),TAF7L(TAF7-like 

RNA polymerase II, TATA box bindingprotein (TBP)-associated factor), 

NFX2(Nuclear transcription Factor, X-boxbinding 2), 

TEX13A/B(TestisEXpressedgene 13), ainsi que le gène du récepteur aux androgènes 

(AR), le gène FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1)impliqué dans le syndrome de 

l’X fragile et le gène de l’hélicaseXH2(Vogt et al, 2008). 

Néanmoins, il existe des cas de syndrome de Klinefelter en mosaïque, associant des 

cellules 47,XXY majoritaires à une faible proportion decellules 46,XY, où l’on 

retrouve des spermatozoïdes lors d’une biopsie testiculaire ou, beaucoup plus 

rarement, dans l’éjaculat.L'incidence de l’aneuploïdiedes spermatozoïdes est 

augmentée dansle SK(Laron et al, 1982).  
 

2.4.2 Le syndrome du mâle XYY 
Le caryotype 47,XYY est la deuxième aneuploïdie la plus fréquente des 

chromosomes sexuels. L'incidence est de 1pour 1000 de l'ensemble des naissances 

vivantes de sexe masculin (Torniero et al, 2011). 

Les hommes porteurs sontphénotypiquement normaux, et ils sont généralementgrands 

(plus de 2mètres). L'origine de ce trouble est une non disjonction paternelle à la 

méiose II. L'analyse du sperme révèle généralement une oligozoospermie sévère 

ou une azoospermie. 

Les hommes 47,XYY sont pour la plupartféconds. La perte pré-méiotique du 

chromosome Y surnuméraire permet la réalisation de la spermatogenèse et la 

production de spermatozoïdes normaux (Gabriel et al, 1996).  

 

2.4.3 Mâle 46, XX 
L’anomalie chromosomique 46,XX est observée essentiellement chez les mâles 

azoospermiques, avec une fréquence de 0,9% (Mau-Holzmann, 2005). Le phénotype 

est semblable au syndrome de Klinefelter, mais avec une taille normaleet une 

intelligenceintacte. Le gène SRY est présent dans la plupart des cas (SRY+) ; dans ces 

cas les mâles sont toujours stériles, et l’azoospermie résulte de l'atrophie testiculaire. 

L'autre catégoriede mâle XX sont les mâles (SRY-), ce qui suppose une mutation dans 
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un gène autosomique ou lié à l'X impliqué dans la cascadedu déterminismesexuelqui 

devraitremplacer legène SRY, permettant de déterminer des testicules en l'absence de 

SRY (Ferlin et al, 2006). 

 

2.4.4 Anomalies de structure des chromosomes 
Parmi les anomalies de structure des chromosomes, les translocations 

robertsoniennes (fusions centriques) et réciproques peuvent être également 

responsables d’infertilité étant donné le caractère plutôt aléatoire des points de 

cassures chromosomiques rencontrés, il paraît peu vraisemblable que l’atteinte de la 

gamétogenèse soit due à la cassure d’un gène d’intérêt impliqué dans la formation des 

cellules germinales.Par contre, le risque de mal-ségrégation chromosomique dans les 

gamètes augmente la probabilité de voir naître un enfant porteur d’un syndrome 

malformatif avec retard mental mais également celui de fausses couches spontanées 

précoces, ce qui peut aboutir à un certain degré d’hypofertilité pour les couples 

concernés. 

 Translocations robertsoniennes 

Les translocations robertsoniennes sont les anomalies chromosomiques 

structurales les plus fréquentes chez l'homme. Elles se produisent lorsque deux 

chromosomes acrocentriques (13,14, 15, 21, 22) fusionnent. Le résultat est la 

formation d’un seul chromosome anormal, généralement dicentrique. Les 

translocations sont des remaniements équilibrés à 45 chromosomes. L'incidence est 

d'environ 1 nouveau-né sur 1000 (Therman, 1993). Ce type d’anomalie peut survenir 

de novo dans environ50% des cas ou être transmis par la mère ou le père. Les porteurs 

de la translocation robertsonienne ont généralement un phénotype normal. Dans les 

populations d'hommes infertiles 0,8% étaient porteurs d'une translocation 

robertsonienne, c’est jusqu'à neuf fois plus élevée que dans la population générale 

(Ferlin et al, 2006). 

 Translocations réciproques 

Les translocations réciproques sont trouvées avec une fréquence de 0,9 sur 1000 

nouveau-nés (Therman, 1993). Une translocation consiste en un échange réciproque 

de fragments entre deux chromosomes. En général, il n'y a aucune altération 

phénotypiqueapparente du porteur.Pour les couples qui ont subi des avortements 
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répétés, l'incidence des translocations chromosomiques est plus élevée que l'incidence 

actuelle en série desnouveau-nés (De Braekeleer, 1991).  

 Anomalies de structure du chromosome Y 

Malgré sa petite taille, des anomalies de structure ont pu être observées au 

caryotype et leur relation avec le phénotype d’infertilité a permis d’assigner à 

certaines régions du chromosome Y un rôle majeur dans la spermatogenèse. 

- Translocations impliquant le chromosome Y 

Le chromosome Y peut être impliqué dans des translocations avec le 

chromosome X, un autosome (à l’exception des chromosomes 11 et 20), ou un autre 

chromosome Y surnuméraire. Les translocations (X ; Y) entraînent des phénotypes 

très variables selon les gènes délétés, allant du phénotype masculin, au phénotype 

féminin, en passant par différents stades d’ambiguïtés sexuelles et/ou d’anomalies 

phénotypiques associées (petite taille, infertilité, dysmorphisme, retard mental, 

anomalies de la face, …). 

La fréquence des translocations (Y ; autosomes) est estimée à 1/2000 dans la 

population générale(Faure, 2007).   

- Isochromosomes Y 
L’isochromosome Y (iY) est constitué de deux bras identiques, soit longs, soit 

courts. Il survient lorsque le chromosome normal ne se divise pas longitudinalement 

mais transversalement. 

Les phénotypes rapportés dans la littérature pour l’isochromosome du bras court, 

i(Yp) vont de l’ambiguïté sexuelle avec des stigmates de syndrome de Turner, à un 

phénotype masculin. À l’inverse, pour l’isochromosome du bras long, i(Yq)et du fait 

de l’absence du gène SRY, les phénotypes sont féminins, avec des gonades réduites à 

de fines bandelettes fibreuses avec impubérisme. 

Le chromosome Y isodicentrique étant instable, il est souvent retrouvé en association 

avec une lignée cellulaire 45,X(Faure, 2007). 

- Chromosomes Y en anneau 

Les chromosomes en anneaux sont des chromosomes refermés sur eux-mêmes 

par leurs bras courts et longs après une cassure chromosomique dont la localisation 

déterminera la perte de fragments distaux p et q plus ou moins importants. 

La taille de ces derniers et la nature des gènes qu’ils contiennent conditionneront 

ensuite le phénotype. En général, ce dernier est masculin car le gène SRY est souvent 
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conservé. Parfois, le phénotype est féminin, soit parce que le gène SRY est perdu lors 

de la formation de l’anneau, soit plutôt parce qu’il existe une lignée cellulaire 45,X 

importante.Les mosaïques 45,X/46,X r(Y) sont en effet extrêmement fréquentes en 

raison de la grande instabilité mitotique de ces anneaux (Ravel et Siffroi, 2009). 

- Les polymorphismes du chromosome Y 
 Longueur de l’hétérochromatine 

La partie hétérochromatique en Yq12 du chromosome Y humain présente des 

tailles différentes selon les individus, sans entraîner d’anomalies phénotypiques. 

 Satellites du chromosome Y 

La présence de satellites aux extrémités du bras long du chromosome Y (Yqs) 

est considérée comme une variation normale sans incidence phénotypique. 

 Inversions du chromosome Y 
Les inversions du chromosome Y sont le plus souvent considérées comme des 

variants sans conséquence phénotypique. 

Les inversions péricentriques du chromosome Y (inv(Y)(p11q11)) sont le plus 

souvent héritées. On estime qu’elles sont présentes à l’état de variant normal dans 

0,06% des cas. Elles entraînent une infertilité masculine lorsque qu’elles sont 

associées à une délétion.Les inversions paracentriques du bras long du chromosome 

Y, quant à elles, n’ont été décrites que très rarement dans la littérature (Faure, 2007). 

 

2.5 Chromosome Y et infertilité masculine 

2.5.1 Structure du chromosome Y 
Le chromosome Yest l'undes plus petitschromosomesdu génome humain, avec 

une tailletotale d'environ60Mb. Environ24Mbse rapportent àla régioneuchromatique 

et environ30Mbse rapportent àla régionhétérochromatique (le reste correspond à la 

région pseudo-autosomale PAR), combinées, les deux régions sont appelées 

NRY(Non-Recombining region of Y chromosome) actuellement rebaptisées 

MSY(Male Specific Region) (Figure 6), qui représententenviron 95% du chromosome 

Y(Butler,2003). 

Le chromosome Y suit un héritage purement paternel et est hérité complètement 

de père en fils à travers les générations ancestrales (Butler,2003). Il peut être 

subdivisé en trois régions :  
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Figure 6 : Schéma de la structure globale du chromosome Y montrant les deux 

régions PAR encadrant la partieMSY (Ravel et Siffroi, 2009) 

 
 régions Pseudoautosomale (PARs) 

Les régions pseudoautosomales (PARs) sont les extrémités télomériques situées 

à la partie distale du bras court (Yp), dénommée PAR1, et est d'environ 2,5 Mb en 

longueur et à la partie distale du bras long(Yq), dénommée PAR2, qui est inférieure à 

1Mb en longueur. Les deux régions contiennent des gènes homologues qui se 

recombinent avec les gènes homologues du chromosome X au cours de la méiose 

masculine (Butler,2003). 

 région hétérochromatique  

La région hétérochromatique est située sur la partie distale du bras long (Yq) du 

chromosome Y(Skaletsky et al, 2003) et comprend deux grandes séquences 

hautement répétées DYZ1 et DYZ2 et des séquences répétées alphoïdes qui sont 

regroupées en tandem près du centromère et qui incluent le SINE (Short Interspersed 

Nuclear Element) majeur Alu, et diverses familles de séquences satellites (Gusmao et 

al, 1999). 

 région spécifiquement mâle (MSY) ou région non recombinante (NRY) 

La région spécifiquement mâle, située entre les régions PAR, représente la 

partie de l’Y qui normalement ne recombine jamais avec le chromosome X. Elle 

montre, dans la partie distale du bras long, une zone d’hétérochromatine non 
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fonctionnelle. La partie fonctionnelle ou euchromatique deMSY s’étend à la fois sur 

le bras court et la partie proximale du bras long, ce qui représente un peu moins de 1% 

du génome humain. 

Le séquençage du chromosome Y a permis de préciser la structure moléculaire de 

cette région MSY et trois types de séquences particulières ont pu être 

individualisés(Figure 7). 

 
Figure 7 : Répartition des trois classes de séquence de l’euchromatine du 

chromosome Y (Charmot-Bensimon, 2006) 

 

- Il existe tout d’abord une région dénommée « X transposée » de 3,4 Mb qui 

présente 99% d’identité avec la région Xq21.2 du bras long du chromosome X qui 

aurait été transposée sur le bras court de l’Y il y a relativement peu de temps (3 à 4 

millions d’années). Cette région est pauvre en gènes mais riche en séquences répétées, 

comme les séquences LINE1 (Long InterspersedNuclearElements 1), qui représentent 

60 % de l’ensemble (Ravel et Siffroi, 2009). 

- Le deuxième type de séquences retrouvées dans le chromosome Y porte le 

nom de séquences « X-dégénérées », présentes à la fois sur le bras court et le bras 

long, et qui s’étendent sur 8,5 Mb. Ces séquences sont le témoin de l’origine 

commune des deux gonosomes que l’évolution a fait progressivement diverger. Elles 

renferment de nombreux pseudo-gènes et 16 gènes qui sont effectivement transcrits 

en protéines ou famille de protéines à expression plutôt ubiquitaire (Ravel et Siffroi, 

2009). 

- Enfin, le dernier type de séquences caractéristiques est de type amplicon et 

constitue près d’un tiers de la région MSY euchromatique. Elles se situent à la fois sur 

le bras court et long du chromosome et, sur le bras long, elles sont organisées en 
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palindromes (Figure 7). Dans ces amplicons se trouvent la plupart des gènes portés 

par l’Y et plus particulièrement ceux impliqués dans la spermatogenèse sous forme 

d’une soixantaine de gènes répartis en neuf familles différentes et à expression 

exclusivement ou majoritairement testiculaire. Au total, le chromosome Y humain 

contient 78 gènes codant pour 27 protéines ou familles de protéines dont 11 à 

expression testiculaire forte(Ravel et Siffroi, 2009). 

 

2.5.2 Gènes du chromosome Y 

Uncertain nombre degènes sur le chromosomeYont été rapportés 

(HsChrY.shtml http://www/ncbi.nlm.gov/genomeguide/) (Figure 8). 

 
Figure 8 : Représentation schématique des gènes et des régions AZF (AZoospermia 

Factor) du chromosome Y humain (AZFa, AZFbetAZFc). (Quintana-Murci, 2001) 

 

 Gène SRY  

Le gène Sexe Determining Region of Y chromosome (SRY), aussi appelée TDF 

(Testis Determining Factor) est le plus important en raison de son implication dans le 

déterminisme du sexe masculin (Goodfellow et Lovell-Badge, 1993). Ce gène est 

http://www/ncbi.nlm.gov/genomeguide/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0379073801003875
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situé sur le bras court du chromosome Y en position Yp11.31 et code pour un facteur 

de transcription de 204 acides aminés à partir d'une seule ORF (Open Reading Frame) 

de 669 paires de bases (Behlke et al, 1993). Le SRY est un membre de protéines de 

liaison à l’ADN HMG (High Mobility Group) avec le domaine hautement conservée 

'HMG-box". Des mutations dans 

ce gène donnent lieu à des femmes XY avec dysgénésie gonadique et la translocation 

d'une partie de l’Y contenant ce gène sur le chromosome X conduit à un phénotype 

masculin avec une constitution chromosomique XX. 

 Les gènes domestiques  

Présents en copie unique sur le chromosome Y et exprimés dans de nombreux 

tissus. Ils possèdent des homologues sur le chromosome X, échappant à l’inactivation 

et codant pour des isoformes similaires, mais non identiques, aux produits des gènes 

correspondants sur le chromosome Y. Parmi eux, on peut citer Ubiquitin-Specific 

Protease 9 Y chromosome (USP9Y) (anciennement appelé Drosophila Fat-Facets 

Related Y) (DFFRY), Dead-box protein 3 Y chromosomal (DDX3Y) (anciennement 

appelé Dead Box Y (DBY), Ubiquitous Tetratrico peptide repeat motif Y (UTY), 

Selected Mouse Complementary DNA on the Y (SMCY) et eukaryotic translation-

Initiation Factor 1A Y isoform (eIF1AY) (Faure, 2007) (Figure 8). 

 Les gènes exprimés spécifiquement au niveau testiculaire  

Présents en copies multiples le long du chromosome Y. Ils codent pour des 

protéines avec des fonctions spécialisées. Plus d’une dizaine de familles de gènes a 

été identifiée. C’est le cas par exemple de la famille RBM (RNA Binding Motif), 

DAZ (Deleted in AZoospermia), PRY (PTP-BL (Protein tyrosine phosphatase BAS 

like) Related Y), XKRY (XK related Y), BPY2 (Basic Protein on Y chromosome 2) 

et CDY (Chromo Domain Y) (Faure, 2007) (Figure 8).  

Une liste des gènes du chromosome Y est présentée dans l’annexe. 
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2.5.3 Les microdélétions du chromosome Y 

Dès 1976, Tiepolo et Zuffardi , en décrivant de grandes délétions Yq terminales 

chez six patients azoospermiques, ont émis les premiers l’hypothèse de la présence 

d’un facteur de contrôle de la spermatogenèse dans la partie euchromatique proximale 

du bras long de l’Y (Yq11), facteur qui prendra ensuite l’appellation générique 

d’AZF.L’existence d’un tel facteur a ensuite été vérifiée par de très nombreuses 

observations cytogénétiques (Ravel et Siffroi, 2009). 

Il existe trois régions sur le bras long du chromosome Y appelées :AZFa, AZFb 

et AZFc, dont les pertes sont associées soit à l’absence de spermatozoïdes soit à la 

diminution du nombre de spermatozoïdes. Les hommes porteurs de ces 

microdélétions sont en bonne santé apparente. Néanmoins, aucune étude de survie à 

long terme de ces patients n’a encore été publiée. Chacune de ces microdélétions est 

le résultat de la recombinaison entre blocs de séquences répétées flanquants les 

intervalles délétés.  

 Les différents types de délétions de la région MSY 

- Les délétions AZFa 

Les délétions AZFa sont la conséquence de recombinaison entre séquences 

homologues de nature rétrovirale (HERV15). Elles ne représentent que 5% des 

délétions AZF mais entraînent les atteintes les plus graves de la spermatogenèse 

puisqu’elles sont classiquement associées à une absence de cellules germinales et à un 

tableau de syndrome SertoliCellOnly (SCO). Curieusement, cette sévérité du 

phénotype testiculaire n’est pas corrélée au nombre de gènes perdus puisque 

seulement deux gènes s’expriment dans cette région, USP9Y et DDX3Y(Ravel et al, 

2007).  

- Les délétions AZFb 

Les délétionscomplètes d’AZFbemportent 6,23 Mb et sont la conséquence de 

recombinaisons entre séquencespalindromiques. Elles s’étendent sur 1,5 Mb de la 

région proximale d’AZFc (McElreavey et al, 2008). Représentant environ 15% des 

microdélétions de l’Y, elles s’accompagnent classiquement d’une azoospermie par 

blocage des cellules en méiose. 

Une dizaine de gènes exprimés dans le testicule sont situés dans la région de délétion 

AZFb mais le mode d’expression dans l’organisme, ubiquitaire ou testicule-spécifique 

n’est pas clairement définie. Une délétion AZFb proximale limitée au gène HSFY a 
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été décrite chez unhomme azoospermique. En fait, la famille de gènes qui a été la plus 

étudiée est celle des gènes RBMY qui comprend entre 20 et 50 membres répartis à la 

fois sur le bras court et le bras long du chromosome, sous la forme de gènes et de 

pseudo-gènes. L’étude de l’expression de ces gènes a permis, d’une part, de révéler le 

rôle fondamental joué par les exemplaires situés dans la région AZFb et, d’autre part, 

de montrer qu’en l’absence de protéine RBMY la spermatogenèse des patients ne va 

pas au-delà de la méiose (Ravel et al, 2007). 

 

- Les délétions AZFb+AZFc sont également la conséquencede recombinaison 

entre séquences palindromiques, couvrent 7,66 Mb et n’emportent pas la région 

distale d’AZFc.  

 

- Les délétions AZFc 

Les délétions de la région AZFc sont les plus fréquentes (80% des 

microdélétions) et touchent un homme sur 4000. Ces hommes présentent une 

azoospermie ou une oligozoospermie sévère (<1 × 106/ml).Ces microdélétions, 

dénommées b2/b4  (Kuroda-Kawagachi et al, 2001) sont la conséquence de 

recombinaisons entre deux éléments répétés de 229kb dans une région 

chromosomique presque entièrement composée de longues séquences répétées, 

directes ou inversées dénommées amplicons. C’est dans cette région AZFc que sont 

localisés plusieurs gènes candidats de la fertilité humaine dont trois copies du gène 

BPY2, deux copies de CDY1a et CDY1b ainsi que quatre copies du gène DAZ. 

Chacun de ces trois gènes pourrait contribuer conjointement au phénotype d’infertilité 

ou bien encore être un gène majeur d’infertilité (McElreavey et al, 2008). 

Les différents types de microdélétions dans la région AZF sont résumés dans la 

figure 8. 

 

2.6 Mutations géniques et infertilité masculine 
Plusieurs centaines de gènes sont nécessaires pour un développement sexuel 

normal, pour la détermination testiculaire, la descente des testicules, et de la 

spermatogenèse. 
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2.6.1 Mutations du gène CFTR  

Le gène CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) se 

trouve dans la région q31.2 sur le bras long du chromosome 7 humain. Environ 80% 

des mutations observées chez les patients atteints de fibrose kystique (CF) résultent de 

la délétion de trois paires de bases causant la perte de l'acide aminé phénylalanine 

situé à la position 508 dans la protéine (F508). Plus que 900 mutations ont été décrites 

(Ferlin et al, 2006). L'infertilité causée par une azoospermie obstructive a étésignalée 

dans plus de 95% des hommes atteints de mucoviscidose. Par ailleurs, il est admis que 

60 à 70% des patients avec absence congénitale bilatérale des canaux déférents 

(ABCD) présentent des mutations dans le gène CFTR, sans autres symptômes 

cliniques de la mucoviscidose.La spermatogenèse chez ces patients est normale, et 

l'aneuploïdie n'est pas augmentée dans le sperme des patients touchés (Ferlin et al, 

2006). 

2.6.2 Mutations du gène du récepteur aux androgènes 

Les androgènes etle récepteur fonctionnel aux androgènes (AR) sont 

essentiels pour le développement et la maintenance du phénotype masculin 

et de la spermatogenèse. L’ARest codé parun gènesituésur le chromosomeX en Xq11-

q12 et s’étend sur environ 90 kb et comporte 8 exons. Plus de 600 mutations 

ponctuelles ont été décrites sur ce récepteur entraînant le plus souvent un syndrome 

d’insensibilité aux androgènes et sont responsables d’environ la moitié des cas de 

pseudohermaphrodisme masculin (Ravel, 2007). 

2.6.3 Mutations des gènes INSL3-RXFP2 

Insulin-Like Factor 3 (INSL3), également connu sous le nom de Relaxine-Like 

Factor (RLF) est unmembre dela famille des relaxine-likehormonproduite par 

lescellules de Leydig. Ce gènecomprenddeux exons, avecun introninterrompantle 

domaine C-peptide de codage,il est localisé surle chromosome 19. Les 

recherchesmenées surINSL3chez l’hommeont augmentécesdernières années.  

Le rôlede ce gène dans la cryptorchidie humaine a été suggéré depuis la découverte de 

plusieurs mutations dans INSL3 et RXFP2(RelaXin/insulin-likeFamily Peptide 

receptor 2) conduisant à une substitution d'acide aminé. Une revue de la littérature a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/122042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/122042
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trouvé une prévalence de mutations de 4 à 5% chez les hommes atteints de 

cryptorchidie ou ex-cryptorchidie. Certaines de ces mutations représentent des 

polymorphismes communs trouvés avec une fréquence similaire à la fois chez les 

patients et les contrôles, tandis que sept d'entre eux ont été détectés exclusivement 

chez les hommes ayant des antécédents de cryptorchidie (P49S, R73X, P93L, R102C, 

R102H, N110K dans INSL3 et T222P dans RXFP2). Toutes ces mutations étaient 

hétérozygotes, et les patients avec deux allèles mutants ou hétérozygotes composites 

pour des mutations dans INSL3 et RXFP2 n'ont jamais été retrouvés (Ferlin et al, 

2006). 

2.6.4 Mutations du gène AURKCet macrozoospermie 

Le gène AURKC (Aurora Kinase C) situé en 19q13.43, comporte 7 exons,code 

pourunmembredelasous-famille Auroradessérine/thréoninekinases, il est fortement 

exprimé au niveau des testicules (El Inati et al, 2012). La protéine codéeforme des 

complexes avecAurora-Betavec les protéinescentromériques internesetpeutjouer 

unrôle dans l'organisationdes microtubuleslors de la mitose. Des mutationsde type 

délétion avec décalage de cadre de lecture (c.114delC) dans ce gène ont été rapportées 

en association avec une morphologie anormale de spermatozoïdes 

(macrozoospermie)(Dieterich et al, 2009). 

La mutation homozygotea été identifiée chez 10 hommes infertiles souffrant de 

macrozoospermie et originaires de nord-africain et fournie un support solide de son 

effet causatif avec ce type d’anomalie spermatique (Dieterich et al, 2007). 

Cette découverte a été renforcée par la suite par d’autres études qui ont montré que 

100% (66 individus) des hommes infertiles avec macrozoospermie et originaire du 

Maghreb (Maroc) sont porteurs de la mutation sur les deux allèles. De plus, la 

majorité d'entre eux étaient homozygotes c.114delC (Dieterich et al, 

2007 ;2009 ;Kerch et al, 2011). Aucun homozygoten’a été trouvé dans le groupe 

témoin de plusieurs hommes fertiles (Dieterich et al ; 2007, El Kerch et al, 2011). 

L'analyse généalogique de deux familles a révélé que tous les mâles homozygotes 

étaient stériles alors que les femmes et les hommes hétérozygotes étaient fertiles 

(Dieterich et al, 2007, 2009). Cela indique un modèle d'héritage récessif pour la 

transmission de mutation AURKC avec le phénotype d'infertilité réservée aux 

hommes. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/122042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/122042
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2.6.5 Mutations du gène NR5A1 (SF1) 

Le gène NR5A1 (Sous-famille desrécepteursnucléaires5,group A, membre 1) 

précédemmentconnu sous le nom de SF-1(Steroidogenic Factor 1), découvert en 1992 

par Keith Parker, est un régulateur cléde la transcriptionde gènes impliqués 

dansl'axehypothalamo-hypophyso-stéroïdogénique. Son expression apparait 

précocement au cours de la vie fœtale dans les tissus stéroïdogènes surrénalien et 

gonadique, mais aussi dans l’hypothalamus (Ferraz de Souza et al, 2011). 

NR5A1 a été initialement identifié dans la glande surrénale de bœuf sous le terme 

d’Ad4BP (Adrenal 4-Binding Protein).Ce gène est localisé chez l’homme sur le 

chromosome 9 en position 9q33 et comporte 7 exons qui s’étendent sur environ 30 

kb(Figure 9), ce qui en fait un gène relativement facile à analyser. Le premier exon est 

non codant. Les 6 exons suivants codent pour les différents domaines fonctionnels 

classiques des récepteurs nucléaires. NR5A1 est une protéine de 461 acides aminés 

(Martinerie et al, 2009). 

La protéine NR5A1 est un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires, la 

plus grande famille de facteurs de transcription chez les eucaryotes. Ellecomporte 3 

domaines fonctionnels (Figure 9) :DBD ; domaine de liaison à l’ADN, la région 

charnière et le LBD ou domaine de liaison au ligand, incluant le domaine d’activation 

fonctionnelle AF2 facilitant le recrutement des coactivateurs transcriptionnels. 

NR5A1 se lie sur le promoteur de gènes cibles sous forme monomérique à un demi-

site ERE (Estrogen Response Element) classique (Martinerie et al, 2009). 

 
Figure 9 : Structure du gène et de la protéine NR5A1 (Martinerie et al, 2009). 
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Les mutations NR5A1chez l'homme ont d'abord été identifiées chez des patients 

avec dysgénésie gonadique (GD) 46, XY, avec une insuffisance surrénale 

(Achermann et al, 1999 ; 2002). Toutefois, ces derniers temps,les mutations 

NR5A1sont plusgénéralement associées àune gamme de troublesdu développement 

sexuel(DSD), tels que la dysgénésie gonadiquepartielle ou complète(Allali et al, 

2011), l'hypospadias(Kohler et al, 2009)et l’anorchiebilatérale 

avecmicropénis(Philibert et al, 2007).En outre, des mutations dans NR5A1ont 

égalementété démontrées d'être associées àune insuffisance ovariennechez les femmes 

46,XXprésentant une aménorrhée primaire ou une insuffisance ovarienne prématurée 

(Lourenco et al, 2009). 

Récemment, des mutations faux-sens altérant l'activité transcriptionnelle ont été 

signalées chez des hommes atteints d'insuffisance spermatique sévère (Bashamboo et 

al, 2010). 

Considéranttous les phénotypesdécrits, plus de 30mutations du NR5A1ont été décrites 

(Annexe III). 

2.7 Polymorphisme génétique et infertilité masculine  
Un gène est qualifié de polymorphe lorsque plusieurs allèles sont présents chez 

au moins 1% des individus. Un polymorphisme génétique se définit par la coexistence 

de plusieurs allèles (variation au niveau de la séquence nucléotidique) pour un gène 

donné dans une population. Ces variations peuvent concerner un seul nucléotide 

(SNP), intra génique ou non, ou une très large zone d’un chromosome incluant 

plusieurs gènes. Les SNPs sont très fréquents puisqu’il en existe plusieurs millions 

dans le génome humain. La modification d’une paire de base apparaît environ toutes 

les 800 paires de bases. Cette propriété confère aux SNPs un rôle de marqueurs du 

génome et d’outils en cytogénétique moléculaire. 

L'analyse des polymorphismes des gènes impliqués dans la spermatogenèse 

représente l'un des domaines les plus dynamiques de la recherche en génétique de 

l'infertilité masculine. Les polymorphismes ou variantes génétiques dans ces gènes 

sont considérés comme des facteurs de risque potentiels qui peuvent contribuer à la 

sévérité de l'insuffisance spermatique. Plusieurs variantes polymorphes ont été 

décrites en association avec l'infertilité masculine. Toutefois, ces études d’association 

n’apportent pas souvent un résultat unique.  
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Les effets phénotypiques du polymorphisme génétique sont modulés par d'autres 

facteurs génétiques ou des facteurs génétiques et environnementaux, fournissant un 

exemple important de l'interaction gène-environnement dans le développement du 

phénotype et peuvent par conséquent conduire à une insuffisance ou un 

dysfonctionnement testiculaire spermatogénique (Hugon-Rodin, 2010). 

 

2.7.1 Polymorphisme de l’exon 1 du gène du récepteur aux 

androgènes 
L'AR présente deux sites polymorphes dans l'exon 1, caractérisé par des 

nombres différents de répétitions CAG et GGC. Le nombre de répétitions CAG et 

GGCsont comprises entre 10 à 35 et de 4 à 24, respectivement, chez l'homme normal 

(Ferlin et al, 2006).  

Une expansion de plus de 40 répétitions entraîne la maladie de Kennedy (pathologie 

récessive liée à l’Xcaractérisée par une atrophie musculaire spinobulbaire). Cette 

dernière, liée à la neurodégénérescence des motoneurones, associe une faiblesse 

musculaire proximale qui apparaît progressivement chez l’homme entre 30 et 40 ans, 

une oligo ou azoospermie, un défaut de masculinisation, une atrophie testiculaire et 

une fertilité réduite. D’autres maladies sont dues à une expansion de triplets différents 

des CAG comme par exemple le syndrome de l’X fragile (CCG), l’ataxie de 

Friedreich (GAA) ou encore la dystrophie myotonique de Steinert (CTG).La 

caractéristique commune de toutes ces maladies est la présence d’expansions de 

triplets et l’instabilité de ces séquences (Figure 10) (Ravel et al, 2007). 

 

Figure 10 : Polymorphisme CAG du premier exon du gène du récepteur aux 

androgènes (Ravel et al, 2007) 
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2.7.2 DAZL 
DAZL est un homologue autosomique du gène lié à Y DAZ, et il est exprimé 

dans les cellules germinales où il code pour une protéine RNA binding. Aucune 

mutation dans le gène DAZL n’a été signalée jusqu'à présent, à l'exception de deux 

simples polymorphismes nucléotidiques (SNP) dans l'exon2 (A260G) et 3 (A386G) 

(Hsu et al, 2010). 

2.7.3 POLG « ADN polyméraseγ » 

Elle est responsable de la réplication et la réparationdu génome mitochondrial. 

L’ADN polymérase γ humaine est constituée d'une sous-unité catalytique et d’une 

sous-unité accessoire. Des mutations dans le gènedela sous-unité catalytique (POLG) 

ont été démontrées comme étant une cause fréquente de maladies mitochondriales.  

Le gène POLG humain contient une unité de 10 répétitions de trinucléotides CAG 

codant pour un tronçon de poly-glutamine à proximité de la N-terminale de la 

protéine mature. Les premières études ont suggéré que l'altération de la répétition 

CAG pourrait être associée à la perte de la qualité du sperme et de contribuer de 5 à 

10% des cas d'infertilité masculine dans la population européenne. Cependant, des 

études plus récentes d'Italie et de la France ont indiqué que des altérations dans la 

répétition du trinucléotide CAG de POLG ont été trouvées avec la même fréquence 

chez les hommes normaux et infertiles. Par conséquent, il n'est pas encore précisé si le 

polymorphisme des répétitions trinucléotidiques de POLG peut contribuer à 

l'infertilité masculine ou à une spermatogenèse défectueuse (Ferlin et al, 2006). 

2.7.4 FSHR 
L'interaction entre la FSH et sonrécepteur (FSHR) est essentielle pour 

l'ovogenèseet la spermatogenèse normale. Récemment, des polymorphismes de type 

SNP ont été attribués au gène FSHR. Ceux-ci donnent lieu à des haplotypes FSHR 

différents qui modifient l'action de la FSH. Dans l'exon10du gène de l'FSHR deux 

SNP sont trouvés et correspondent aux positions 307et 680 d’acides aminés de la 

protéine mature. 
Une étude récente (Ahda et al, 2005) a rapporté une fréquence allélique différente 

chez une population d’hommes avec azoospermie par rapport aux hommes 

normozoospermiques. Il est donc possible que les haplotypes FSHR pourrait 

représenter l'un des polymorphismes génétiques qui, seuls ou en combinaison, 
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peuvent influencer la spermatogenèse. L'importance de cette association doit 

maintenant être vérifiée par des études complémentaires dans d'autres populations, 

peut-être d'origine ethnique différente (Ferlin et al, 2006). 

 

2.7.5 Récepteur d’Estrogen (ER)α 

La réponse physiologique aux œstrogènes est médiée par au moins deux 

isoformes fonctionnels de récepteur auxœstrogènes (ER), codées par deux gènes 

différents. Le dépistage génétique du locus du gène ER a révélé l'existence de 

plusieurs sites polymorphes (Ferlin et al, 2006). Les plus largement étudiés sont les 

RFLPP vuII et Xbal dans l'intron 1. 

Des études récentes ont suggéré une association entre les polymorphismes Erα et 

l'infertilité masculine, bien que de données définitives ne peuvent pas être extrapolées 

(Ferlin et al, 2006). 

2.7.6 MTHFR  

L’enzyme 5-10 méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est une enzyme 

clé dans le métabolisme des folates (Annexe IV). L’activité normale de cette enzyme 

permet de maintenir le pool de folates et de méthionine circulants et de prévenir une 

éventuelle augmentation de la concentration en homocystéine. MTHFR joue 

également un rôle dans les processus de méthylation de l’ADN, de protéines, de 

neurotransmetteurs et de phospholipides. La méthylation de l’ADN joue un rôle 

primordial dans la régulation de l’expression des gènes et le maintien de la stabilité 

génomique. La MTHFR est également impliquée dans la production de désoxy 

thymidine monophosphate (dTMP) via la synthèse de purines et la thymidilate 

synthase. MTHFR est donc un élément essentiel à la provision de nucléotides 

nécessaires à la synthèse d’ADN et sa réparation (Annexe IV) (Zhou-Cun et al, 2007).  

La voie enzymatique des folates est ainsi impliquéedans la stabilité de l’ADN et toute 

altération sur cette voie peut induire des cassures simple ou double brin dans l’ADN 

et/ou modifier le taux d’expression de certains gènes voire induire des anomalies de la 

ségrégation chromosomique. Par ce biais, les folates jouent un rôle essentiel dans les 

régulations épigénétiques de l’expression des gènes. Un déficit en folates, par carence 

d’apport ou en rapport avec des polymorphismes nucléotidiques se traduit par une 
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hypo méthylation de l’ADN et d’autres molécules, ainsi que par une accumulation 

d’homocystéine. 

Le gène MTHFR a été localisé sur le chromosome 1, en 1p36.3. Il comprend 11 

exons et s’étend sur une longueurde 2.2 Kb (Goyette et al, 1998). Une mutation 

ponctuelle dans sa région codante, entraînant la substitution d’une cytosine par une 

thymidine au niveau de la 677e paire de base dans le quatrième exon (C677T), aboutit 

à la substitution d’une alanine par une valine dans la séquence protéique. Cette 

mutation entraîne une diminution de l’activité enzymatique de 30 % chez les 

hétérozygotes (CT) et de 80% chez les homozygotes (TT) (Ravel et al, 2007).  

Plusieurs étudesont été réalisées pour tenter de mettre en évidence lerôle éventuel sur 

la fertilité masculine des polymorphismes dans le gène MTHFR. Ainsi, il a été 

démontré que 20% des hommes consultant pour infertilité se révélaient être 

homozygotes pour le polymorphisme 677TT, soit le double de la fréquence dans la 

population contrôle étude (Bezold et al, 2001). 

La fréquence du variant 677T chez des hommes fertiles et infertiles a été analysée 

mais les différentes études sont contradictoires en fonction des populations étudiées 

(Ravel et al, 2007). 

2.8 Épigénétique et infertilité masculine  

L’épigénétique réfère à « un changement héritable mais réversible de l’activité 

du génome qui est dû à un mécanisme autre que l’altération dans la séquence primaire 

de l’ADN » (Jaenisch et Bird, 2003). Les modifications épigénétiques caractérisées 

par la méthylation de l'ADN, les modifications pos-traductionnelles des histones, et 

leremodelage de la chromatine sont des régulateurs importants d’un certain nombre de 

processus biologiques, y compris la spermatogenèse.Plusieurs gènes dans les 

testicules sont régis par des mécanismes épigénétiques, ce qui indique une influence 

directe deces derniers sur leprocessus de la spermatogenèse.La revue de la littérature a 

suggéré un impact significatif des aberrations épigénétiques (épimutations) sur la 

spermatogenèse, ce qui pourrait entraîner l'infertilité masculine. Les épimutations 

(souvent hyperméthylations) dans plusieurs gènes, à savoir MTHFR, PAX8 (Paired 

Box 8), NTF3 (Neurotrophin 3), HRAS (Harvey rat sarcoma viral oncogene 

homolog), IGF2 (Insulin-like Growth Factor 2), H19 (Imprinted maternally expressed 

transcript), RASGRF1 (Ras protein-specific guanine nucleotide-releasing factor 1), 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3265
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PLAG1(Pleiomorphic Adenoma Gene 1), MEST (MesodermSpecificTranscript), 

KCNQ1(potassium voltage-gatedchannel, KQT-likesubfamily, member 1)et SNRPN 

(Small Nuclear Ribo Nucleo protein Polypeptide N), ont été rapportés en association 

avec des paramètres spermatiques diminués ou avec une infertilité masculine. Les 

toxines environnementales / médicaments peuvent affecter la fertilité par 

l'intermédiaire de modifications épigénétiques. Par exemple, la 5-aza-20-

désoxycytidine, un agent anticancéreux, provoque une diminution de la méthylation 

de l'ADN globale qui mène à une morphologie altérée des spermatozoïdes,une 

diminution de la motilité, diminution de la capacité de fécondation et une diminution 

de la survie des embryons. 

Les changements épigénétiques, à la différence des aberrations génétiques, peuvent-

être moins nuisibles parce qu'ils sont potentiellement réversibles. D'autres recherches 

pourraient identifier certains médicaments capables d'inverser les changements 

épigénétiques (Rajender et al, 2011). 

2.8.1 La méthylation d’ADN 

Les profils de méthylation des résidus cytosine dans les dinucléotides CpG 

transmettent des informations épigénétiques importantes à propos de l'expression des 

gènes. En 1987, Gardiner-Garden et Frommer ont défini un îlot CpG comme une 

longueur de 200 paires de bases de l'ADN avec une teneur en G+C de 50% ou plus. 

Les ilots CpG ont été trouvés près des promoteurs (Bird et al, 1995), ce qui 

suggèrequ’ils jouent un rôle important dans la régulation de l’expression des gènes. 

En effet, l’hyperméthylation de l’ADN dans les ilots CpG est associée avec le 

maintien de la suppression du gène, tandis que l'hypométhylation dans ces régions est 

associée à l'expression du gène (Biermann et Steger, 2007).  

2.8.2 Les modifications des histones  

Les modifications post-traductionnelles des histones sont essentielles pour une 

fonction cellulaire adéquate. Les extrémités N-terminales des histones contiennent des 

résidus d'acides aminés qui sont touchés par des : méthylation, acétylation, 

phosphorylation, ubiquitination et sumoylation. La somme de ces modifications et les 

informations qu'ils communiquent est appelée code histone.  
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La méthylation est l'une des modifications post-traductionnelles les plus répandues 

des histones. Elle est assurée par des histones méthyltransférases (HMTases) et est 

généralement associée à une suppression génique. Cependant, dans certains cas, la 

méthylation des résidus arginine et lysine peut conduire à une activation des gènes 

(Noma et al, 2001).  

L'acétylation des histones est associée à des niveaux accrus de transcription et est 

modulée par les deux enzymes : Histones Acétyles Transférases (HATs) et les 

Histones DésAcétylases (HDAC). HATs activent l'expression des gènes, alors que les 

HDAC l’inhibent (Berger et al, 2002).  

La phosphorylation des histones se produit sur les résidus sérine et conduit 

généralement à une activation des gènes (Berger et al, 2002).  

Les modifications covalentes des histones par ubiquitination des résidus lysine 

peuvent provoquer l'expression génique et la répression. Par exemple, l'ajout de 

l'ubiquitine à l'histone H2A est lié à une inactivation génique (Baarends et al, 2003) 

alors que l'ubiquitination d’H2B est liée à l'activation de gènes (Zhu et al, 2007).  

 

2.8.3 Remodelage de la chromatine  

Contrairement aux deux processus épigénétiques décrits précédemment, le 

remodelage de la chromatine n’est pas basé sur des interactions covalentes. Les 

complexes de remodelage de la chromatine ATP dépendants utilisent l’énergie à partir 

de l’hydrolyse de l’ATP pour altérer la localisation et/ou la structure du nucléosome. 

Ces changements dont les gènes sont disponibles pour la transcription et peuvent 

conduire à une expression ou à une désactivation d’autres gènes (Narlikar et al, 2002). 

 

En résumé, ces modifications pourraient entrainer des changements dans 

l’expression des gènes impliqués dans la spermatogenèse. 
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1. Patients et témoins 

1.1 Recrutement des patients 
Les patients inclus dans notre étude sont des hommes infertiles recrutés au 

niveau du laboratoire d’analyse médicale « Ibn Sina » etdu centre de reproduction 

médicalement assistée « Ibn Rochd ». Deux types de patients infertiles ont été pris en 

compte : les hommes présentant une azoospermie non obstructived’une part et d’autre 

part les hommes infertiles présentant une oligospermie. 

Ces patients ont signé un consentement éclairé et répondent à la définition de 

l’infertilité d’origine sécrétoire (Annexe V). 

Notre étude s’est étendue du Mai 2009àMai 2012 

 

1.1.1 Critères d’inclusion 

Les patients ayant une azoospermie ou une oligospermie d’origine sécrétoire 

avec ou sans hypogonadisme (FSH élevé, LH élevé ou normal), c'est-à-dire présentant 

une atteinte testiculaire, sont inclus dans cette étude. Au total 80 patients ont été 

recrutés. 

1.1.2 Critères d’exclusion 

- Infertilité d’origine obstructive. 

- Cryptorchidie. 

- Infection. 

- Varicocèle. 

- Infertilité d’origine immunologique 

 

1.2 Recrutement des témoins 
20 volontaires fertiles ont été recrutés, âgés de 25 à 55 ans. 

Les 84 témoins utilisés dans l’étude du polymorphisme de la MTHFR ont été 

pris à partir de la banque d’ADN du laboratoire de biologie et génétique moléculaire. 

1.2.1 Critères d’inclusion 

- basées sur des paramètres spermatiques normaux selon les critèresde l'OMS 
- une fertilité prouvée avec un enfant déjà né. 

Au total, 184 échantillons ont été obtenus. Le groupe d'étude d’hommes 

infertiles a été subdivisé en deux sous-groupes : les patients avec uneabsence totale de 
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spermatozoïdes dans l’éjaculat « azoospermie » (n= 49) et les patients avec une 

numération des spermatozoïdes inférieure à 20 millions par millilitre (n = 31). 

 

2. Méthodes  
2.1 Analyse hormonale 

Le dosage des paramètres hormonaux :FSH, LH et testostéronea été effectué sur 

un automate au niveau du laboratoire IbnSina(COBAS 6000 ROCHE DG, ELECSYS 

2010 ROCHE ET AXSYM ABBOTT) et au niveau de la clinique Ibn Rochd. Les 

normes pour cesparamètres sont mentionnées dans l’annexe. 

2.2 Étude cytogénétique 

2.2.1 Le caryotype 

Le caryotype est une analyse de l’ensemble des chromosomes, après 

classement. Il permet l’identification et le classement des chromosomes d’un individu 

et la détection d’anomalies de nombre et de structure. 

Le caryotype constitutionnel réalisé à partir de lymphocytes sanguins consiste en :  

 Culture Cellulaire 

Une mise en culture de lymphocytes à partir de prélèvement de sang total 

recueilli stérilement sur héparine est réalisée. La division des lymphocytes est 

stimulée par un agent mitogène. L’agent mitogène utilisé est une lectine, la 

phytohémagglutinine (PHA).  

La culture cellulaire se fait en respectant des conditions précises de température, pH, 

CO2, humidité, stérilité, ainsi qu’un milieu de culture adéquat. 

Le milieu de culture utilisé est le RPMI ou TC 199, complémenté par des nutriments 

etdes additifs nécessaires pour la croissance cellulaire, comme : 

• le sérum de veau fœtal« SVF » ; 

• les antibiotiques. 

 Obtention des métaphases  

- Traitement par Colchicine ou Colcémide 

Après 72 heures de culture, les lymphocytes activés sont bloqués en métaphase 

par l’adjonction de colchicine (un poison du fuseau mitotique, bloquant les cellules en 

métaphase), pendant 1h :30 min à 37°C.  
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- Choc hypotonique  

Les cellules récupérées après centrifugation sont traitées par une solution 

hypotonique deKCL à 0,075M, préchauffée à 37°C. Le passage d’eau à l’intérieur de 

la cellule parosmose permet de gonfler les cellules, laissant ainsi plus de place aux 

chromosomespour bien s’étaler. 

- Fixation 

Fixation des cellules par la solution Carnoy (1 volume d’acide acétique glacial 

pour 3volumes de méthanol).Elle est répétée trois fois (préfixation suivie de deux 

autres fixations) 

La préfixation est obtenue par ajout de 1ml de fixateur. Après centrifugation 

(1500t/min) suivent 2 fixations : addition de solution Carnoy/ incubation 20 min / 

centrifugation et décantation. 

Les cellules sont ainsi prêtes à l’étalement ou à une conservation à +4°C. 

- Étalement 

-On laisse tomber des gouttes de la suspension obtenue sur des lames. 

-Séchage des lames avec examen parallèle au microscope après coloration au Giemsa. 

- Remarque 

L’étalement est sensible à plusieurs variables : température, humidité, technique 

de séchage et qualité du choc hypotonique. 

 

 Marquages chromosomiques 

La technique de marquage en bandes permet de reconnaître les différents 

chromosomes etd’identifier les anomalies de structure. Sur chaque chromosome, se 

présente une alternance debandes transversales claires et sombres, reflet des variations 

de la structure des chromosomes. Toute variation dans cette alternance peut 

représenter une modification génomique. 

Les deux principales techniques de marquage en bandes des chromosomes utiliséesen 

routine sont : les bandes G (Figure 11) et les bandes R (Figure 12). 
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Figure 11 :Caryogramme 46, XY en bandes G (résolution 400 bandes)(Egea,2010) 

 

 
Figure 12 : Caryogramme 46,XY en bandes R (résolution 400 bandes) (Kremp, 2007) 

 

 



                                                                                    MÉTHODOLOGIE 

 

 39 

- Caryotypes en bandes GTG (Bandes G,Trypsine, Giemsa) 

Une solution de trypsine à 0,25% est préparée dans le PBS (Phosphate Buffer 

Salt). Les lames sont plongées dans cette solution pendant 10 à 45 secondes à la 

température ambiante, rincées au PBS et colorées au Giemsa. 

- Caryotype en bandes RHG (Bandes R, Heat, Giemsa) 

Les préparations chromosomiques sont traitées dans un milieu physiologique à 

pH 6,5 à 87°C. Ce milieu physiologique est la solution de Earle qui peut être fournie 

prêt à l’emploie ou être préparée extemporanément au laboratoire (Annexe VII). 

Cette solution a un pH de 5,2 qui est ajusté à 6,5 par addition de cristaux de Na2HPO4. 

La solution est portée à 87°C au bain-marie. La température est un paramètre critique 

de la technique. 

 Pour les lames étalées le même jour, les plonger dans la solution pendant 1 à 2 

heures. 

 Pour des lames vieilles de 8 jours les plonger pendant 15 à 45 minutes. 

 À l’eau courante, rincer rapidement les lames à la fin du traitement. 

 Colorer au Giemsa. 

Les étalements métaphasiquesont été analysésau microscope optique(Zeiss) 

connecté à un ordinateuréquipé d'un logiciel d'analyse chromosomique (ASI DATA 

BASE). Quinze métaphases ont été analysées et caryotypées (classées), et cinq 

métaphases supplémentaires ont été comptées pour chaque patient. 

 

2.3  Étude moléculaire  

2.3.1 Extraction d’ADN à partir de sang total (Annexe VIII) 

Le sang des patients est prélevé (5 à 10 ml) sur anticoagulant (EDTA), par 

ponctionveineuse. 

 Principe 

- La Lyse : une lyse cellulaire est réalisée en présence de solution de lyse 

(Annexe V), de protéinase K et de détergent SDS (Sodium Dodécyle Sulfate). Les 

éléments figurés du sang, dont les leucocytes sont lysées. 

- Extraction : l’ADN nucléaire est libéré dans le lysat et les protéines qui lui 

sont associés sont digérés et éliminés par précipitation au NaCl.  

- Lavages : la pelote d’ADN est formée dans le surnagent par précipitation avec 

l’éthanol pur.L’ADN est ensuite solubilisé en phase aqueuse (eau stérile bidistillée).  
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- Détermination de la pureté d’ADN : les acides nucléiques ont un spectre 

d'absorption maximum en UV à 260nm. Cette absorption est proportionnelle à la 

concentration de l'ADN. La mesure de la densité optique de chaque échantillon à 

260nm et 280nm est établie.Le rapport DO260 /DO280nm doit être compris entre 1.8 

et 2, afin depouvoir considéré que l'ADN est pur. 

 

2.3.2 Recherche des microdélétions du chromosome Y 

Tous les patients et les témoins recrutés ont été testés pour les marqueurs 

analysant la région AZF : sY84, sY86, sY127, sY134, sY254, sY255, ainsi que SRY 

272 par PCR directe. 

Les séquences des primers et les conditions d’amplification sont répertoriées dans le 

tableau 2 : 

 

Tableau 2: Séquences des amorces utilisées pour la recherche de microdélétions 

du chromosome Y et conditions d’amplification. 
  

STS Y Séquences des amorces Dénaturation Hybridation Élongation Cycles 

AZF a 

sY 84 
 
F 5' AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT 3' 
R 5' GCCTACTACCTGGAGGCTTC 3' 
 

95°C, 30s 60°C, 30s 72°C30s 35 

sY 86 
 
F 5'GTGACACACAGACTATGCTTC 3' 
R 5' ACACACAGAGGGACAACCCT 3' 
 

95°C, 30s 60°C, 30s 72°C, 30s 35 

AZF b 

sY 127 
 
F 5'GGCTCACAAACGAAAAGAAA 
R 5' CTGCAGGCAGTAATAAGGGA 3' 
 

95°C, 30s 56°C, 30s 72°C, 30s 37 

sY 134 
 
F 5'GTCTGCCTCACCATAAAACG 3' 
R 5' ACCACTGCCAAAACTTTCAA 3' 
 

95°C, 30s 56°C, 30s 72°C, 30s 37 

AZF c 

sY 254 
 
F 5'GGGTGTTACCAGAAGGCAAA 3' 
R 5' GAACCGTATCTACCAAAGCAG 3' 
 

95°C, 30s 58°C, 30s 72°C, 30s 35 

sY 255 
 
F 5'GTTACAGGATTCGGCGTGAT 3' 
R 5' CTCGTCATGTGCAGCCAC 3' 
 

95°C, 30s 58°C, 30s 72°C, 30s 35 

 SRY 
272 

 
F 5'CTCTAAGTATCAGTGTGAAACGGGG 3' 
R 5' CGAAGCGGGATCTGCGGGAAGCGGG 3' 
 

95°C, 30s 58°C, 30s 72°C, 30s 35 
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 Réactifs utilisés pour la PCR 

- Les enzymes 

L’enzyme Taq DNA Polymérase (Kit Bioline) est utilisée à une concentration 

de 5 U/μl.La Taq polymérase est extraite de la bactérie Thermophilus aquaticus, elle 

estthermorésistante, sa température optimale d’action est de 72°C. C’est une 

enzymecapable d’associer des nucléotides en polymère d’ADN de l’extrémité 5’ 

versl’extrémité 3’. 

- Les tampons 

On utilise 1 μl de tampon pour un volume final de 10 μl par tube de PCR.Le 

tampon de la Taq « Bioline » nommé 10X NH4 Reaction Buffer est composé de :160 

mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCL (pH 8.8 à 25°C), 0.1% stabilizer. 

- Les oligonucléotides 

Les dNTP (DésoxyNucléotides-TriPhosphates) sont composés de :dATP, dTTP, 

dGTP, dCTP. Ce sont les éléments de bases utilisés par la Taqpolymérase pour 

synthétiser les brins d’ADN complémentaires lors de l’élongation.La concentration de 

la solution stock est de 25mM pour chaque base. La concentrationfinale de chaque 

base dans la réaction de PCR est de 0.2. 

- Le MgCl2 

Il s’agit d’un cofacteur pour la Taqpolymérase. Il est utilisé à une concentration 

stock de 50 Mm. 

 

 Protocole 

- Généralités 

La réaction de PCR comporte trois étapes qui se dérouleront à des températures 

différentes de façon cyclique. Le procédé s’effectue en une trentaine de cycles: 

La dénaturation : les molécules d’ADN sont dénaturées par chauffage de quelques 

minutes à 94 ou 95°C ce qui provoque la rupture des liaisonshydrogènes et donc la 

séparation des deux chaînes complémentaires. 

L’hybridation : La température est rapidement abaissée à 55-60°C environ(selon 

l’amorce utilisée) pendant 15 à 30 secondes. Les amorces s’hybrident chacune surleur 

brin d’ADN cible grâce à l’appariement des bases complémentaires. 

L’élongation : la température est augmentée à 72°C pendant le tempsnécessaire à la 

Taq polymérase pour ajouter des nucléotides aux amorceshybridées, dans le sens 5’ 
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vers 3’. Chaque base ajoutée est complémentaire de labase correspondante du brin 

matrice. 

Les cycles se succèdent rapidement. Les premiers fragments recherchés 

appelésamplicons sont présents dans le milieu. Ainsi chaque cycle permet de 

synthétiserautant de brins complémentaires que de brins cibles présents dans 

l’échantillon. 

La réaction s’effectue à l’aide de thermocycleurs : Eppendorf ou Techne. 

 

- Préparation du mélange réactionnel de la  PCR (QSP 10µl) :  

 
Tableau 3 : Composants du mélange réactionnel de PCR pour la région AZF 

 

Mix 
 

Vol (µl)/tube de PCR 

H2O 4,02 
MgCl2 à 1,5 final (50mM) 0,3 
Amorce sens (100 ng/µl) 
Amorce anti-sens (100 ng/µl) 

1 
1 

Tampon 10X 1 
Taq DNA 5U/µl 0,08 
dNTP 0,2 final  1,6 
DNA 20 à 50 ng/µl 1 

 

- Migrationélectrophorétique et révélation de la PCR  

Ungeld’agarose à 2% est préparé (2 g d’agarose dans 100 ml de TBE 1X) (Tris 

Borate, EDTA) (Annexe IX)pour des fragments de taille de 300 à 800 pb. 

Une goutte desolution de bromure d’éthidium(BET), substance intercalante 

s’interposant entre les bases d’acides nucléiques etrendant l’ADN fluorescent sous 

UV est ajouté au gel d’agarose. 

Le gel est immergé dans la cuve d’électrophorèse contenant le tampon TBE 1X. 10µl 

du produit de PCR sont déposés dansles puits avec 2 µl de tampon de charge (Bleu de 

bromo-phénol) ; ce tampon de charge alourdit les fragments et permet de repérer le 

front demigration(120 V pendant 1h). 

Un marqueur de poids moléculaire 100pb (Invitrogen) est utilisé (10 µl de la solution) 

pourdéterminer approximativement la taille des fragments. 

Après migration, le gel est visualisé sous lumière ultraviolette. 
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2.3.3 Génotypage de la Méthylènetétrahydrofolate réductase 
La méthode pratiquée est la PCR/digestion  

 PCR/Digestion  

- Amorces 

Sens :5'-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3' 

Anti sens :5'- AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3' 

 

- Préparation du mix PCR (QSP 50µl) : 

Tableau 4 : Composants du mélange réactionnel de PCR pour la MTHFR 

 
Mix 

 
Vol (µl)/tube de PCR 

H2O 35,2 
MgCl2 (25mM) 5 
Amorce sens C677T (8 picomol/µl) 
Amorce anti-sens C677T (8 picomol/µl) 

0,2 
0,2 

Tampon PCR 10X 5 
Taq DNA 5U/µl 0,4 
dNTP 2 Mm 5 
DNA 250 ng/µl 2 
 
 
Tableau 5 : Programme d’amplification PCR de la MTHFR 

 Température (°C) Temps (min) 
Dénaturation initiale 94 5 

 30 cycles 
 Température (°C) Temps (sec) 

Dénaturation 94 30 
Hybridation 65 30 
Élongation 72 40 

 Température (°C) Temps (min) 
Élongation 72 10 

 

- Électrophorèse 

Dépôt de 10 µl sur gel d’agarose à 2 %,migration à 120 V pendant 1h et révélation 

sous UV. 
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- Préparation de la digestion 

Les fragments d’ADN amplifiés sont soumis à une digestion enzymatique 

clivant les molécules à des endroits précis appelés sites de restriction. Toute 

modification par mutation dans la séquence du site de restriction pourrait entraîner ou 

empêcher l'action de l'enzyme. Ces modifications de l'ADN sont détectées par des 

variations du nombre et de la longueur des fragments de restriction obtenus après 

digestion enzymatique. 

Tableau 6 : composants du mélange de la digestion  
 

Mix Vol (µl)/tube de digestion 

Produit de PCR 30 
H2O 4 
Tampon Enzyme 10X 5 
Enzyme de restriction HINF 1 1 
BSA 0,2 
 

Les tubes de digestion sont incubés à 37 °C pendant une nuit, 20min à 80°C. 

- Électrophorèse 

Dépôt de 20 µl sur gel d’agarose à 2,5%. 

Migration 100 V pendant 2h dans TBE 1X et révélation par BET sous UV. 

 
Tableau 7 : Génotypage de la MTHFR 

MTHFR Génotypage Longueur du fragment pb 
Homozygote sauvage CC 198 
Homozygote muté TT 175 
Hétérozygote CT 198 +175 
 

2.3.4 Séquençage du gène NR5A1 (SF1) 
Le séquençage de l'ADN consiste à déterminer l'ordre d'enchaînement des 

nucléotides d’un fragment d’ADN donné. 

Pour réaliser leséquençage il faut : 

 amplifier le gène d’intérêt par PCR à partir de l’ADN extrait ; 

 purifier le produit de PCR ;  

 réaliser une PCR séquence (Marquage du fragment purifié). 

 



                                                                                    MÉTHODOLOGIE 

 

 45 

 

 Principe :  

Les techniques de séquençage utilisent des oligonucléotides particuliers : les 

didéoxyribonucléotides (ddNTP). Les ddNTP diffèrent des dNTP par l’absence d’un 

groupement OH bien précis (Figure 13).En effet, lorsqu’une ADN polymérase utilise 

un ddNTP au lieu d’un dNTP, elle n’estplus capable de rajouter le moindre nucléotide 

: la synthèse du brin d’ADN s’arrête. 

 

 
Figure 13 :Schémas des deux types de nucléotides triphosphates 

 

 Amplification du gène  

L’amplification par PCR des séquences du gèneNR5A1 a été réalisée avec des 

conditions et des amorces décrites ci-dessous.  

 Préparation du mix dePCR(QSP 10µl) 

 

Tableau 8 : Mélange réactionnel pour la PCR du gène NR5A1 
 

Mix 
 

Volume (µl)/tube de PCR 

dNTP 0,2 final  1,6 
Tampon 10X 1 
Amorce sens (100 ng/µl) 
Amorce anti-sens (100 ng/µl) 

1 
1 

MgCl2 à 1,5 final (50mM) 0,3 
TaqDNA 5U/µl 0,08 
Bétaine  1,2 
H2O 2,82 
DNA 20 à 50 ng/µl 1 
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Tableau 9 : Séquences d'amorces et conditions d'amplification des exons du gène 

NR5A1. 

Exons Séquences des amorces Températures 
d’amplification 

 
Nombre 
de cycles 

 

Exon 1 
 
F : 5’GGGCACAGAGAGGGGATTAC 3’ 
R ; 5’ CTGCGGGGAGCTGAGAGTC 3’ 
 

 

 

 

95° 5 min 

 

 

95° 30 sec 

64° 30 sec  

72° 30 sec 

 

 

72° 4 min 

37 

Exon 2 
 
F : 5’ ATTCGTACGACGAGGACCTG 3’ 
R : 5’CGAAGGCCAATGGTACTATCC 3’ 

 

Exon 3 
 
F :5’GTGTTGAGCCAGGGGAGAGAG 3’ 
R:5’AGAGAAGGGCTCTGGGTAGC 3’ 
 

Exon 4 
 
F : 5’GTGTTGAGCCAGGGGAGAGAG 3’ 
R : 5’AGAGAAGGGCTCTGGGTAGC 3’ 
 

Exon 5 
 
F : 5’TCTGAGTACCCGGAGCCTTA 3’ 
R : 5’ CTCTGGCTGTCTCCACCTCT 3’ 
 

Exon 6 
 
F : 5’ ATGCCCATGTCTTTGATGGT 3’ 
R : 5’GGTGGGCATCAGAAAATGAA 3’ 
 

Exon 7 
 
F : 5’ ATCTGGGTAGATGGGCACAAG 3’ 
R : 5’ GTGGGAAAGGGTGATAAT 3’ 
 

 

 Électrophorèse de révélation 

Dépôt de 4 µl du produit amplifié (mélangé à 2 µl de bleu de bromo-phénol) sur 

gel d’agarose à 2%. 

Migration à 100 V pendant45 min dans le TBE 1X. 

 

 Purification enzymatique du produit de PCR 

Pour la purification rapide des produits de PCR, une combinaison de deux 

enzymes, l'exonucléase I et la phosphatase alcaline, a été utilisé. L’éxonucléase I 

catalyse l'élimination des nucléotides de l'ADN simple brin de 3 'vers 5', 
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dégradel’excès des amorces simple brin à partir du mélange réactionnel contenant des 

produits d'extension double brin. La phosphatase alcaline catalyse l'élimination des 

groupes phosphate en 5' de l'ADN et la suppression des dNTP non incorporés. 

Tableau 10 : Purification du fragment amplifié : QSP 10µl 

Mix Volume (µl) 
 

Conditions de 
purification 

 
Produit de PCR 4  

37° C 40 min 

80° C 20 min 

Phosphatase alcaline 0,5 

Exonucléase I 0,25 

Eau 5,25 

 

 Séquençage du produit de PCR purifié 

Tableau 11 : Marquage du produit de PCR purifié(QSP 10µl final) 

 Volume (µl) 
 

Conditions de la 
PCR séquence 

 

Cycles 

PCR /exo-pal 2 95° 1min  

 

96° C 10 sec  

50° 5 sec 

60° C 4 min 

1 

 

 

25 

Buffer 5X 2 
Primer 

(3,2pmol/µl) 0,5 

Big Dye V1.1 0,5 
H2O 5 

 

Après la PCR séquence, les produits sont précipités comme suit : 

- Ajouter à la PCR marquée (10µl) : 80 µl éthanol 76% et laisser 15 à 30 min 

sur paillasse ou sur la glace. 

- Centrifugation à 4000 tpm pendant 15 min à température ambiante. 

- Retirer le surnageant en renversant la plaque rapidement et centrifuger à 

nouveau 1 minute à 1000 tpm à l’envers, sur un papier absorbant propre 

(whatman). 

- Les plaques ainsi préparées sont mises dans le séquenceur après réhydratation. 
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 Analyse des séquences  

Toutes les séquences réalisées ont été lues à l’aide du logiciel : Sequencher 

demo 4.7  

Toutes les séquences ont été obtenues à partir de deux banques principales : 

- NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

- Ensembl Genome Browser : http://www.ensembl.org/index.html 
 

2.4 Analyse statistique 
Les résultats statistiques de tous les paramètres étudiés chez les patients recrutés 

ont été traités par Excel et par le logiciel Epi info version 6.0.Différentes méthodes, 

ainsi quedifférents tests ont été utiliséesafin de déterminer : 

1.  s’il existe une différence significative des niveaux de FSH, LH et 

testostérone entre les hommes fertiles et infertiles d’une part et d’autre part entre les 

deux groupes d’hommes infertiles (Azoospermiques et OATS) : le test de Student : a 

été appliqué. 

2. s’il existe une association significative entre le polymorphisme C677T de la 

MTHFR étudié et l’infertilité masculine : ceci se fait par la comparaison du nombre 

de fois où l’allèle est observé chez les patients par rapport au nombre de fois où il est 

présent chez les contrôles (test de χ2 et calcul del’odds ratio (OR)). 

 

 Calcul de l’odds ratio 

Pour calculer l’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence croisé 

2×2(Tableau ci-dessous). 

      Tableau 12 : Tableau de contingence 

 Patients Contrôles Total 
Présence du facteur présumé 

de risque de maladie a b a+b 

Absence du facteur présumé 
de risque de maladie c d c+d 

  

a+c 
 

b+d a+b+c+d 
 

 P value 

Pour tous les calculs, deux groupes de valeurs ont été considéréscomme 

significativement différents si p<0,05. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ensembl.org/index.html
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1. Caractéristiques principales des patients 
Parmi les 80 hommes infertiles recrutés, 49 hommes étaient azoospermiques et 

31 hommes oligo-asthéno-tératozoospermiques. Ces patients ont été classés en 

fonction de modifications détectées dans le spermogramme (Tableau13), basés sur les 

critères de l'OMS. 

Tableau 13 : Classification des patients selon les concentrations spermatiques. 

Patients OATS (n =31) Nombre de patients 
Concentration spermatiques(×106 SPZ/ml)  
0,1 - 1 
1 - 5 
>5 

 
12 
11 
8 

Patients Azoospermiques 49 
 

Les patients qui ont été inclus dans cette étude proviennent de quatre régions 

géographiques différentes (Centre, Est, littoral méditerranéen, Sud) et de14 villes de 

l'Algérie (Tableau 14).  

Tableau 14 : Classification des patients en fonction de l’origine géographique 

Ville Nombre de patients 
M’Sila 1 
Bordj Bou Arreridj 1 
Sétif 1 
Mila 9 
Constantine 46 
Oum el Bouaghi 6 
Khenchela 2 
Batna 3 
Tébessa 3 
Jijel 1 
Skikda 3 
El Tarf 1 
Biskra 2 
Hassi Messaoud 1 

 

L'âge moyen de ces hommes infertiles était de 35,46 ans avec des extrêmes 

allant de 24 à 48 ans. Il n'y avait pas de différence significative dans l’âge moyen des 

hommes avec azoospermie et OATS, on note 34,56 et 37,10 ans, respectivement 

P˃0,05. 
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Tableau 15 : Répartition des patients par tranche d’âge  

 

La tranche d’âge de 31-41 ans était la plus représentée avec une fréquence 

de68,75%. Ceci peut s’expliquer par l’âge du mariage qui est de plus en plus tardif. 

 

2. Résultats des analysesspermatiqueset hormonales  
2.1 L’analyse spermatique  

Une moyenne de la numération spermatique de 3,46 ± 1,7 millions/ ml (˂ 1-15 

millions) à mobilité réduite (6 ± 0,03, 0-16%) et à morphologie normale (22,23 ± 

3,38 ; 14-32%) a été observée dans le groupe de patients OATS. Pour le groupe 

témoin, la moyenne de la numération spermatique était de 93,1 ± 19,62 (76,8 à 

150,7millions/ml) avec mobilité réduite (18,3 ±5,05) et morphologie normale (67,8 ± 

6,85 ;55-86%) (Tableau 16). 

Tableau16 : Comparaison des différents paramètres spermatiques chez les 

patients fertiles et infertiles. 

 
Groupe 

 
pH 

 

Paramètres spermatiques 
 

 
Volume 
séminal 

(ml) 

Concentration 
spermatique(×106 

SPZ/ml) 

 

Mobilité 
 

Morphologie 

Mobilité 
rapide 

(%) 

Mobilité 
lente 
(%) 

Immobile 
(%) 

Formes 
typiques 

(%) 

Formes 
atypiques 

(%) 

Patients OAT 
 (n=31) 

7,45 ± 
0,41 (7-9) 

2,64 ± 1 
(1-5) 

3,46 ± 1,7 
(˂1 -15) 

6 ± 0,06        
( 0-20) 

6 ± 0,03 
( 0-16) 

88 ± 1 
(63-100) 

22,23± 
3,38 (14-32 

) 

77,77 ± 
3,38 (68-

86) 

Patients 
Azoospermiques 

(n=49) 

7,37 ± 
0,06 (7-

7,5) 

2,1 ± 1,24 
(0,5-5 ) 0 0 0 0 0 0 

Fertiles 
 (n=20) 

7,28 ± 
0,28 (7-8) 

2,9 ± 0,03 
(1,2-7 ) 

93,1 ± 19,62 (76,8-
150,7) 

69,4 ± 
6,04 (60-

81) 

18,3 ±5,05 
(10-28) 

12,3 ± 4,1 
(7-20) 

67,8± 6,85 
( 55-86) 

31,2 ± 7,90 
(14-45) 

 

Valeurs:  moyenne ± écart-type. 

Tranche d’âge 
 

Fréquence 
 

% 

20 - 30 
31 - 41 
42 - 52 

12 
55 
13 

15 
68,75 
16,25 

Total 80 100 
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2.2 L’analyse hormonale  
Le tableau 17 énumèrelesniveaux d'hormonesdepatients impliqués dans 

cetteétude. LesniveauxdeFSH et de LHétaient significativement plus élevéspour les 

infertilesavecazoospermiequecelle du groupeoligoasthenoteratozoospermique(p= 

0,004 ; p = 0,005, respectivement). Cependant, pour la testostérone, il n'y avait pasde 

différence significative entre les deux types d’infertilité. Une différence significative 

de niveaux de FSH, LH et testostérone a été également observée entre le groupe 

d’infertiles et le groupes d’homme fertiles (p= 0,001 ; p 0,005 ; p= 0,006, 

respectivement). 

Tableau 17 : Valeurshormonalesdeshommes fertiles et infertiles 

 Homme 
fertiles 

Tous les 
infertiles P 

Hommes 
infertiles avec 
azoospermie 

 
Hommes 

infertiles avec 
OATS 

 

P 

N 
 
 

20 
 

80 - 49 31 - 

L’âge au 
diagnostic 
(Années) 

38,35± 6,86 
(28-52) 

35,46 ±4,97 
(24-48) 0,08 34,56 ±5,56 

(24-48) 
37,10 ± 5,04 

(28-46) 0,064 

FSH 
(mU/ml) 

 
5,48 ± 1,66 
(2.52-8.48) 

 

14.34 ±4.27 
(1,24-50,01) 0,001* 19,08 ± 11,75 

(1,24 – 39,3) 
9,94± 3,54 

(1,56-50,01) 0,004* 

LH 
 (mU/ml) 

 
4,91± 1,27 
(2,21-6,61) 

 

8,03± 2,58 
(1,36-24,2) 0,005* 9,91± 5,60 

(2,25- 24,2) 
6,20± 2,45 

(1,36-12,24) 0,005* 

Testosterone 
(ng/ml) 

 
7,47± 1,74 
(4,3-11,6) 

 

3,13± 1,13 
(0,28-7,04) 0,006* 3,54 ± 1,84 

(0,28-7,04) 
2,82 ± 1,13 
(1,10-6,95) 0,136 

 

*Une différence significativeentre lespatientsavecNOAet les patientsavec OATSd’une 

part et d’autres part entres les fertiles et infertiles a été observée. 

 
3. Résultats de l’analyse cytogénétique  

Les échantillons sanguins de 80 patients ont été soumis au caryotypage 

standard. Après traitement pour obtenir le banding G ou R, 20 métaphases sont 

observées, classées puis analysées pour chaque patient. Quelques photographies 
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représentant les caryotypes correspondant à différentes anomalies plus un cas sans 

anomalies apparentes sont présentées (Figures14-23). 

Le tableau 16 répertorie les résultats obtenus pour l’ensemble de nos patients. 

Tableau 18 : Différents types d’aberrations chromosomiques retrouvées chez   

les 80 patients infertiles étudiés   

 
ND : Non disponible  
CS : Concentration spermatique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anomalies 
chromosomiques Caryotype 

Nombre 
de 

patients 

Paramètres spermatiques Analyse hormonale 

CS 
(million/ml) 

Mobilité 
% 

Morphologie 
% 

FSHmU/
ml 

LH 
mU/ml 

TEST 
ng/ml 

Caryotype 
normal 46,XY 53 / / / / / / 

Caryotype 
Féminin 46,XX 1 0 0 0 0,9 0,38 10,6 

 
 

Anomalies 
Numériques 
Homogènes 

 
47,XXY 

 
1 
2 
3 

 
 

3 

 
 
 
 

0 
 
 

 
 
 

0 
 

 
 
 

0 
 

 
 
 

24,34 
ND 
27,5 

 
 
 

18,81 
ND 

16,56 

 
 
 

0,28 
ND 
1,37 

 
47,XYY 

 
1 

 
0 

 
0 

 
0 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
 
 

Mosaïque 
 

46,XY/47,XYY 
1. 
2. 
3. 

 
 

3 

 
 

3,1 
0 
0 

 
 

4 
0 
0 

 
 

14 
0 
0 

 
 

8,48 
35,1 
ND 

 
 

5,48 
4,01 
ND 

 
 

1,1 
4,34 
ND 

46,XY/47,XX
Y 
1. 
2. 

 
 

2 
 

 
 

0 
1-2SPZ/champs 

 
 

0 
0 

 
 

0 
0 

 
 

ND 
12,74 

 
 

ND 
5,5 

 
 

ND 
1,5 

Culture stérile  17 0-15m/ml / / / / / 
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3.1 Cas de patient avec caryotype normal  

 

Figure 14 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé. 
Grossissement X 100 

 

 
Figure 15 : Caryotype masculin normal 46,XY (RHG) 
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3.2 Cas de syndrome de klinefelter libre et homogène  
 

 

Figure 16 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire (2) éclaté et dispersé. 
Grossissement X 100 

 

 

 
Figure 17 : Caryotype masculin anormal 47,XXY (coloration simple) 
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3.3 Cas du syndrome de klinefelter en mosaïque  
 

 

Figure 18 :Chromosomes métaphasiques de deux noyaux cellulaires (3) éclatés et 
dispersés.Grossissement X 100 

 

 

 

 
 

Figure 19: Caryotype masculin anormal en mosaïque 46,XY[25]/47,XXY [18] 
(coloration simple) 
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3.4 Cas du syndrome de mâle 47, XYY en mosaïque   
 

 

Figure 20 : Chromosomes métaphasiques de deux noyaux cellulaires(4)éclatés et 
dispersés.Grossissement X 100 

 

 

Figure 21 :Caryotype masculin anormal en mosaïque 46,XY[24]/47,XYY[4] 
(coloration simple) 
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3.5 Cas du mâle XX. 
 

 

Figure 22 : Chromosomes métaphasiques d’un noyau cellulaire éclaté et dispersé. 
Grossissement X 100 

 

 
 

Figure 23 :Caryotype d’un homme XX 46,XX (GTG) 
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4. Résultats de l’analyse moléculaire  
4.1 Microdélétions du chromosome Y  

Afin d’explorer la possibilité de l’existence de microdélétions du chromosome 

Y, nous avons utilisé desamorces permettant de détecter les trois régions AZF (AZF 

a,b,c) par une PCR classique. Pour cela, l’analyse des régions AZF chez 80 patients 

azoospermiques ou oligozoospermiques, dont le caryotype était normal ou anormal 

est effectuée. 

Les trois AZF loci sont explorés en utilisantles amorces STS suivants : pour AZFa-

sY84 et sY86 ;pour AZFb-sY127 et sY134 ;et pour AZFc-sY254 et sY255.  

Ce jeu d'amorces a été suggéré par Simoni et al (1999) et est prescrit par l'Académie 

européenne d'andrologie et de l'European molecular genetics quality network et 

permet la détection de plus de 90% des microdélétions de la région AZF. 

Le contrôle interne qui a été utiliséest SRY 272, des échantillons d'hommes fertiles et 

de femmes en bonne santé, ont été utilisés comme témoins normaux.  

Un STS est considéré comme délété après au moins trois échecs d’amplifications 

indépendantes, en présence d'amplification réussie deSRY 272. 

Ainsi les microdélétionsdu chromosome Yont été trouvées chez un patient sur les 80 

soit un pourcentage de 1,3%(1/80) de tous les hommes infertiles étudiés. Ce patient 

porte une microdélétion de la région AZFc (sY254 etsY255) et présente une 

azoospermie non obstructive.  

Considérant que les patients atteints d'azoospermie, la fréquence desmicrodélétions du 

chromosome Yest 2%. Aucune microdélétion n’a été trouvée chez les contrôles 

fertiles et aucune amplification n’a été détectée chez la femme normale utilisée 

comme témoin négatif (Figure 24). 

Il est à noter que le patient XX s’est avéré SRY négatif. Ceci est en faveur d’une 

anomalie dans la cascade des gènes impliqués dans le déterminisme du sexe.  

Ci-dessous, les profils éléctrophoretiques des résultats obtenus. 
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(A)       F     C     1    2    M    3    4     5     67    8 (B) B     C     8      7     6     F      5      4      3      M 

sY255sY254 

 

 (C)                     M         6         7         8        9 C        B 

SRY272 

Figure 24 : Photographiedu profil électrophorétique du patientazoospermique(8)avec 

une délétionde la régionAZFc(sY255 etsY254 :il n'y apas de bande :A et B) et du 

patient 9 (SRY négatif).M, marqueur ;B, témoin négatif ;C, contrôle positif ;F, le 

contrôle négatif d’ADN féminin ;1-9,les patients (Chellat et al, 2013). 

 

4.2 Polymorphisme C667T de la MTHFR 

Étant donné l’implication du polymorphisme de la MTHFR dans un grand 

nombre de pathologies et également l’infertilité masculine, nous avons recherché, une 

relation entre une infertilité idiopathique et des polymorphismes constitutionnels d’un 

gène codant pour une enzyme impliquée dans le métabolisme des folates chez des 

patients algériens. Nous avons ainsi étudié le variant C677T du gène MTHFR. 

Le polymorphisme a été choisi parmi ceux pouvant être potentiellement délétères. 

Nous avons analysé le polymorphisme du gène de la MTHFR chez 74infertiles 

et84témoinspar PCR-RFLP. Les résultats représentatifs de génotypage pour le locus 

C677T du gène MTHFR par électrophorèse sont représentés à la figure 25. 
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Figure 25 : Les résultats du génotypage C677Tde la MTHFR.M, marqueur de taille 

d’ADN ;CC, type sauvage homozygote ; CT, hétérozygote ;TT, mutant homozygote 

(Chellat et al, 2012). 

Les homozygotes de type sauvage (CC), les hétérozygotes (CT), et les mutants 

homozygotes (TT) ont montré une bande (198 pb), deux bandes (198 et 175 pb), et 

une bande (175 pb), respectivement, en raison de la production d’un site de coupure 

pour Hinfl par l'allèle T. 

Par ailleurs, lesrésultats del'analyse statistique, pour les patients et les témoinssont 

résumésdans le tableau 19. 

Tableau19 :Répartition des génotypes de la MTHFR C677T chez les infertiles (n 

=74) et les témoins(n =84) 

 
Témoins 

%             n 

Hommes infertiles 

%             n 

OR 

1 
P 

677 CC 42,86           36 42,46           31 -  - 

677 CT 45,24            38 44,59           33 1,01 (0,49-2,08) NS 

677 TT 11,90            10 13,51           10 1,16 (0,38-3,53) NS 

CT+TT 57,14            48 58,11           42 1,02(0,51-2,01) NS 

C allele 65,48           110 64,19           94 - - 

T allele 34,52             58 35,81           52 1,04(0,54-2,00) NS 

 

NS : Non significatif  
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Nous n’avons pas trouvé d’association entre le variant de la MTHFR étudié et 

l’infertilité masculine. Ces données semblent indiquer que ce polymorphisme n’a pas 

d’impact significatif sur la numération spermatique, tout du moins dans la population 

ciblée étudiée. 

Tableau 20 :Fréquence génotypique du polymorphisme C677T de la MTHFR selon 

le type d’infertilité 

 
 

677CC 
 

677CT 677TT CT+TT Allèle T 

 
Azoospermie 

n=46 
OR(95%IC) 

P 

 

43,48  % 
n=20 

_ 
_ 

41,30% 
n=19 

0,90(0,39-2,10) 
0,790 

15,22% 
n=7 

1,26(0,36-4,36) 
0,682 

56,52% 
n=26 

0,98(0,44-2,15) 
0,945 

35,87% 
n=33 

1,02(0,48-2,17) 
0,946 

 
OAT 
n= 28 

OR(95%IC) 
P 

 

39,29% 
n=11 

_ 
_ 

50% 
n=14 

1,21(0,44-3,31) 
0,687 

10,71% 
n=3 

0,98(0,18-4,97) 
0,980 

60,71% 
n=17 

1,16(0,45-3,04) 
0,740 

35,71% 
n=20 

1,13(0,45-2,86) 
0,779 

 
Hommes 
Fertiles 

n=84 
 

42,86% 
n=36 

45,24% 
n=38 

11,90% 
n=10 

57,14% 
n=48 

34,52% 
n=58 

 

Dans le tableau 20, les polymorphismes sont évalués en fonction du type 

d’infertilité : azoospermie (n = 46), et OAT (n = 28). La variation de l’allèle C677T 

ne montre aucune différence significative entre les deux groupes. 

 

4.3 Séquençage du gène NR5A1  

Le facteur stéroïdogénique -1 (SF1/Ad4BP, NR5A1) joue un rôleimportant dans 

le développementdes glandes surrénales etla fonction de la reproduction, etles 

mutations de cefacteur de transcriptionont étésignalées en association avecl'infertilité 

masculinehumaine. 

Le séquençage de toute la régioncodante deNR5A1 a été réalisé sur untotal de 

69 hommes infertilesrecrutés (Exclusion des patients porteurs d’anomalies 

chromosomiques « 10 » et du patient porteur de la microdélétion en AZFc). 

L’ensemble demutations et de polymorphismes(NR5A1) détectésdans notre 

population d’étude estrésumédans le tableau21. 
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Tableau 21 :Mutations et polymorphismes NR5A1 et phénotypes associés 

 

Dans cette analyse moléculaire par séquençage du gène NR5A1, nous avons 

trouvé une nouvelle mutation non répertoriée dans la banque de données (Ensemble 

Genome Browser). Cette mutation est de type faux-sens hétérozygote p.Val83Gly 

(c.248T>G). Cette variation du gène n'a pas été identifiée chez les témoins pour 

l’exclusion d'un polymorphisme du gène. 

L’ensemble des résultats de séquençage ont été résumésdans le tableau 22. Des 

mutations silencieuses connues et non connues ont également été trouvées dans notre 

échantillon. 

Tableau 22 : Résultats des mutations et des polymorphismes du gène NR5A1  

 

Mutationsdans NR5A1 associées à un défaut de la spermatogenèse 

Patient Age Caryotype Mutation Concentration 
spermatique FSH LH T 

1 32 46,XY p.Val83Gly 
(c.248T>G) 0.08 51.9 25.5 2.85 

Polymorphismes dans NR5A1 
 

Exons Polymorphismes Nombre de patients porteurs du polymorphisme 

Exon 3 p.G146A 
c.37G>C 

 
3 

Exon 7 c.1665 
rs915034 SNP 20 

Mutations silencieuses 

Exons Mutations Nombre d’individus 

Exon 1 
p.Thr29Thr 
c.87G>A  

(non connue) 
1 

Exon 7 p.Leu451Leu 
c.1353G>A (connue) 1 

Phénotype Nombre d’individus 
Nombre d’individus avec 

des mutations dans 
NR5A1 

Nombre d’individus avec 
des polymorphismes dans 

NR5A1 
 

Azoospermie 
 

49 0 14 

 
OAT 

 
31 1 9 
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La figure 26montre un court extrait du profil obtenu de la mutation trouvée ; nos 

séquençages sont en effet de bonne qualité avec parfois quelques pics parasites. 

 

Figure 26 : profil de séquençage obtenu (mutation Val83Gly, double pic évident 

pour le G4 dans l’exon 2 du gène) 

 

Par ailleurs, cette mutation a été introduite dans un tableau récapitulatif avec 

certains d’autres mutations révélées dans le laboratoire (Unité de génétique du 

développement humain, Institut Pasteur, Paris, France) et portant sur une cohorte 

constituée de patients de l’Algérie,Tunisie, Maroc et France (Figure 27). 

 

Figure 27 :Distribution des Mutations de NR5A1 Associéesà une spermatogenèse 

défectueuse en relation avec la protéine (Bashamboo et al, Article sous presse). 
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DISCUSSION GÉNÉRALE 

Au cours de ce travail, différents aspects génétiques de l’infertilité masculine 

ont été étudiés. Ainsi, plusieurs facteurs de risque potentiels, pouvant contribuer à une 

spermatogénèse défectueuse ont été analysés à plusieurs niveaux : biologique, 

cytogénétique et moléculaire. 

 

- Analyses spermatiques et hormonales 

Dans le groupe de patients OATS, une moyenne de la concentration 

spermatique de 3,46 ± 1,7 millions/ ml à mobilité réduite et à morphologie typique (6 

± 0,03 ; 22,23 ± 3,38, respectivement) a été observée. Pour le groupe témoin, la 

moyenne de la concentration spermatique était de 93,1 ± 19,62 et celle des 

spermatozoïdes à mobilité réduite était de 18,3 ± 5,05, et celle des spermatozoïdes à 

morphologie normale étaient de 67,8 ± 6,85 (Tableau 16).  

Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par Andersson et al (2004) qui ont 

trouvé une moyenne de la concentration spermatique de 3,6 chez les infertiles et de 58 

millions/ml chez les hommes fertiles étudiés. De ce fait, ils ont signalé une différence 

significative entre les deux groupes (P˂0,001).  
D’autres chercheurs se sont intéressés à la comparaison des paramètres 

spermatiques entre des groupes d’hommes fertiles. Ainsi, des différences 

significatives ont été détectées dans la qualité du sperme (Concentration 

spermatiques, mobilité et morphologie) entre les hommes fertiles de quatre villes 

européennes (Copenhague ; Paris ; Edinburgh ; et Turku). Cette étude rapporte que, 

les finlandais avaient les plus hautes concentrations spermatiques (×106/ml) (105 ± 

73), suivis par les français et les écossais (94 ± 72 ; 92 ± 63, respectivement), tandis 

que les danois (Copenhague) avaient les plus basses qualités spermatiques (77 ± 66) 

(Jorgensen et al, 2002). 

Des résultats comparables ont été également publiés par Iwamoto et al en 2006 qui 

ont effectué leur étude en comparant les paramètres spermatiques d’hommes fertiles 

japonais (Kawasaki/Yokohama) avec ceux publiés par Jorgensen et al. 

Aleisa (2012) a réalisé une étude sur 49 hommes fertiles et 160 infertiles 

saoudiens et a également rapporté une différence significative dans les valeurs 

moyennes de la concentration des spermatozoïdes (116,40 ± 57,97 ; 7,14 ± 4,45), la 
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motilité des spermatozoïdes (57,43± 15,8 ; 26,47± 15,4) entre les hommes fertiles et 

infertiles (OATS), respectivement.  

À partir de ces résultats, comparativement chez les Algériens fertiles, les 

concentrations spermatiques étaient au même niveau que celles des français et des 

écossais. 

 

Les niveaux de FSH, LH et de la testostérone chez les hommes infertiles étaient 

significativement plus élevés que ceux chez les hommes fertiles (P˂0,05) 

(Tableau 17). Nous avons également trouvé une différence significative des niveaux 

de FSH et LH entre les hommes infertiles avec azoospermie et les hommes infertiles 

avec oligo-asténo-teratozoospermie. Par contre aucune différence significative n’a été 

signalée pour les taux de la testostérone entre les deux derniers groupes étudiés. 

Oates et al (2002) ont rapporté que la moyenne de la FSH chez les hommes avec 

oligospermie sévère était significativement inférieure à la moyenne de cette hormone 

chez les azoospermiques et les moyennes de LH et de la testostérone ne diffèrent pas 

significativement entre les deux groupes.  

Des études menées par Balkans et al (2008) et par Wang et al (2010) ont également 

montré un taux plus élevé de FSH et de LH chez les hommes atteints d'insuffisance 

spermatique sévère. 

Koşar et al (2010) ont aussi rapporté une différence significative des moyennes 

de FSH, LH et de volume testiculaire en comparant d’une part les hommes fertiles et 

infertiles et d’autre part le groupe de patients avec azoospermie et le groupe de 

patients oligospermique. 

Récemment, Zhang et al (2012) ont observé une différence significative du niveau de 

la FSH entre les deux groupes étudiés (NOA et OS). 

Par ailleurs, comme le montre le tableau 18, les patients porteurs d’anomalies 

chromosomiques présentaient des taux plus élevés de FSH et/ou de LH, et des 

niveaux faibles de testostérone.   

Selon Kosar et al (2010), les niveaux plasmatiques de la FSH et de la LH ainsi 

que le volume testiculaire peuvent avoir des implications pronostiques sur la fonction 

testiculaire. 
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Le patient présentant la microdélétion AZFc de notre groupe d’étude montre des 

niveaux élevés de FSH et LH (19,8 et 9,91, respectivement) (Article sous presse). 

Plusieurs études ont montré que les taux sériques de FSH étaient significativement 

supérieurs à la valeur moyenne chez les patients azoospermiques et chez les patients 

ayant des microdélétions (Krausz et al, 2001 ; 2003 ; Lammarrone et al, 2003 ; 

Mirfakhraie et al, 2003).  Nous n’avons pas pu faire cette comparaison à cause du 

nombre insuffisant de patients avec microdélétions. 

Wang et al (2011) ont aussi étudié la relation entre la FSH et les microdélétions AZF 

du chromosome Y et ont conclu que la microdélétion de AZFb+c+d est l'une des 

causes importantes du niveau élevé de FSH.  

Il est admis aujourd’hui que la fonction des cellules de Sertoli dépend d’une 

stimulation adéquate par la FSH ; l'élévation des taux de celle-ci peut conduire à une 

spermatogenèse anormale (Lammarrone et al, 2003). 

 
- Analyse cytogénétique  

Les facteurs génétiques les plus fréquemment liés à l'infertilité masculine sont 

dues à des anomalies chromosomiques dans les cellules somatiques. Ces anomalies 

peuvent être numériques ou structurales et peuvent impliquer les chromosomes 

sexuels ou les autosomes. 

Bien que ces anomalies aient été reconnues comme étroitement associées à l'infertilité 

masculine, peu d'études dans la littérature ont accordé une attention particulière à leur 

prévalence.  L'incidence de ces anomalies dans la population masculine infertile est 

d’environ 10% à 23,62% (Pina- Neto et al, 2006) et cette fréquence augmente à 

mesure que la concentration des spermatozoïdes dans l’éjaculat diminue.  

La plupart de ces aberrations sauf, pour les inversions, les translocations 

réciproques ou robertsoniennes, ont été également détectées dans notre population 

d'étude. Ainsi dans la présente recherche, nous avons trouvé une incidence 

d'anomalies chromosomiques somatiques de 12,5% (10/80 patients), plus fréquente 

dans le groupe azoospermie (10%) (8/80) que dans le groupe oligospermie (2,5%) 

(2/80). Cette incidence élevée d'anomalies chromosomiques observée dans notre 

population peut s’expliquer par le faible nombre de patients infertiles analysés. 



DISCUSSION GÉNÉRALE 
 

 67 

Les fréquences rapportées des anomalies chromosomiques sont de 10,00-23,62% en 

azoospermie non obstructive et de 1,10 à 13,33% en oligozoospermie sévère, (Zhang 

et al, 2012). 

La fréquence globale observée de ces anomalies chromosomiques somatiques varie 

d’une recherche à une autre (Rosenbusch, 2010). Par exemple, Mau-Holzmann (2005) 

a rapporté un pourcentage de caryotypes masculins anormaux allant de 2,1 à 8,0% (n 

= 6595). Une autre revue de De Braekeleer et al (2006) basée sur un plus grand 

nombre de patients (10726) a donné un taux moyen de caryotypes anormaux de 3,6%. 

Par ailleurs, la fréquence des aberrations dans certaines études récemment publiées 

varie de 2,2% -5,2% (Kayed et al 2006; Marchina et al 2007; Riccaboni et al, 2008).  

Dans tous les cas, l'incidence d'anomalies chromosomiques était plus élevée 

dans le groupe de patients avec azoospermie que dans le groupe OATS, ce qui montre 

que l'incidence des anomalies chromosomiques augmente quand le nombre de 

spermatozoïdes diminue (Rosenbusch, 2010). 

Dans notre étude, les deux groupes de patients caryotypés ne montrent que des 

anomalies chromosomiques gonosomiques (47,XXY; 46,XY/47,XXY; 47,XYY; 

46,XY/47,XYY et un homme 46,XX) (Tableau 18). 

Le syndrome de Klinefelter a été trouvé chez 5 patients (4 patients azoospermiques et 

un avec une OATS), 3 avec une formule chromosomique homogène et 2 patients avec 

un caryotype en mosaïque.  Le syndrome 47,XYY libre et homogène chez un patient 

et en mosaïque chez trois patients dont un avec une oligospermie sévère. Le syndrome 

du mâle 46, XX chez un patient azoospermique.  

Alkhalef et al (2002) ont rapporté une fréquence d’anomalies chromosomiques de 

11% (13/118) dont le syndrome de klinefelter est le plus fréquent.  

Ce chercheur a décrit une nouvelle mutation chromosomique structurale, 46,XY, 

del(21) (pter;q11.2). 

Addourouj (2010) dans une étude menée sur 85 marocains infertiles rapporte une 

fréquence de 28,24% de caryotypes anormaux dont 92% sont des anomalies de 

nombres et 8% des anomalies de structures, une prédominance des anomalies 

gonosomiques sur les anomalies autosomiques (respectivement 96% et 4%) est 

observée. 

Une nouvelle anomalie de structure de type translocation réciproque entre le 

bras long (q32) du chromosome 3 et le bras long du 21 (q22) [46, XY t (1; 21) (q32; 
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q22)] a été décrite (Iravathy et al, 2010). Il semble que le chromosome 21 soit 

fortement impliqué dans les infertilités. 

La pertinence des anomalies chromosomiques somatiques chez les patients qui 

sont par ailleurs phénotypiquement normaux réside dans leurs possibles effets 

néfastes sur la fécondité et/ou la transmission des aberrations génétiques pour la 

descendance. Cependant, bien que le caryotype 47,XXY est presque inévitablement 

associé à une azoospermie, l'existence d’une spermatogenèse testiculaire focale ne 

peut être exclue avec certitude (Tachdjian et al, 2003). Avant l'introduction de l'ICSI, 

les perspectives de fécondité pour la grande majorité des patients KS était sans espoir. 

À ce jour, 54 enfants normaux sont nés à partir de 122 hommes atteints de SK par 

ICSI avec des spermatozoïdes testiculaires (48 enfants, 118 patients) ou éjaculés (6 

enfants de 4 patients). Bien que la grande majorité des enfants nés de pères avec KS 

sont chromosomiquement normaux, le risque de produire une descendance avec 

aneuploïdies chromosomiques est significatif, en particulier le risque d'engendrer un 

47,XXY ou un enfant 47,XXX. 

D’autre part, il a été montré que les patients atteints de syndrome de Klinefelter en 

mosaïque 46,XY/47,XXY sont plus susceptibles de montrer  une spermatogenèse 

résiduelle avec oligozoospermie, mais, le risque génétique chez la progéniture reste 

encore inconnu (Rosenbusch, 2010). 
En revanche, il est bien connu que les hommes porteurs de translocations 

équilibrées (Robertsoniennes ou réciproques) qui présentent un phénotype normal et 

sont en bonne santé  ont un risque élevé de produire des gamètes déséquilibrés. Dans 

de tels cas, ces aberrations chromosomiques structurales équilibrées exposent la 

progéniture à un risque accru de translocation déséquilibrée avec de graves défauts 

phénotypiques tels que le retard mental et une dysmorphogenèse. Plusieurs études ont 

rapporté des aneuploïdies chez les bébés conçus par des hommes porteurs 

d’anomalies chromosomiques structurales. Ces anomalies affectent négativement non 

seulement la croissance de l'embryon, mais peuvent aussi conduire à des échecs pré 

ou post-implantatoires et à des pertes fœtales précoces (Dada et al, 2007). 
L’anomalie des chromosomes sexuels 47,XYY (dont on a trouvé 1 cas avec un 

caryotype libre et homogène et 3 cas en mosaïque) est la deuxième cause la plus 

fréquente chez les hommes infertiles présentant un déficit testiculaire d’origine 

chromosomique (Ferlin et al, 2006). 
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Dans la littérature, il est rapporté que le 47,XYY peut être associé à l’Y dicentrique et 

que la présence de deux chromosomes Y favorise l’apparition des cellules à 45,XO. 

Cette même étude a rapporté une incidence de 1,5 pour 1000 nouveaux-nés pour ce 

syndrome et que le phénotype de ces patients est variable (Aktas et al, 2006).  

Une autre étude a rapporté que ce syndrome peut être associé au syndrome de Prader 

Willi (Odent et al, 2001). 

Si la plupart des hommes double Y sont fertiles, la fréquence de cette anomalie est 

cependant quatre fois plus élevée chez les sujets infertiles que dans la population 

générale. La question de savoir pourquoi seuls certains hommes 47,XYY ont des 

problèmes de fertilité n’est pas encore résolue (Siffroi et al, 2003). 

La plupart de ces hommes 47,XYY ont une descendance à caryotype normal. Une 

élévation du taux d’aneuploïdie spermatique touchant les chromosomes sexuels est 

décrite chez ces sujets. Ces anomalies chromosomiques spermatiques semblent moins 

fréquentes si le sujet a un caryotype en mosaïque et une spermatogenèse normale. Une 

relation semble exister entre le degré de mosaïcisme, l’élimination pré méiotique du 

chromosome Y surnuméraire et les altérations du processus méiotique (Rives et al, 

2004).  

À cause d’une fréquence prétendument plus élevée des super mâles parmi les 

criminels, les chercheurs ont cru à une époque que les individus 47,XYY soufraient 

de sévères troubles de la personnalité et qu’ils présentent des risques élevés de 

violence et de criminalité, des investigations plus poussées ont montré qu’il n’en était 

pas le cas. La majorité des individus 47,XYY sont phénotypiquement et 

psychologiquement sains, possèdent des capacités intellectuelles conformes à la 

moyenne et ne présentent pas de tendance criminelles particulières (Gusbin et al, 

2006). 

Dans notre échantillon, un de nos patients était porteur du syndrome du mâle 

XX ; L'étude des six marqueurs STS qui étaient absents a confirmé l’absence du 

chromosome Y chez ce patient; le marqueur STS du gène SRY, utilisé comme 

contrôle positif dans notre technique, était également négatif. 

Ce patient présente des organes génitaux anormaux (ambigus), une gynécomastie 

bilatérale, des testicules, des ovaires et un utérus. Il s'agit d'un hermaphrodisme vrai. 

Ce syndrome représente environ 2% des hommes  infertiles (Ammar-Keskes, 2007). 
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Ce trouble de de la différenciation sexuelle 46, XX dans lequel le développement des 

testicules survient en l'absence d'un chromosome Y est rencontré chez des hommes 

phénotypiquement semblables à des patients atteints du syndrome de Klinefelter. 

Berkovitz (1992) et Vilain et al (1994) ont montré par PCR le cas de mâle 46,XX,  

SRY négatif. En outre, Dada (2002), a également rapporté, en utilisant la FISH un 

patient avec une constitution chromosomique 46,XX et SRY négatif. Pour expliquer 

le phénotype masculin en absence du chromosome Y et du gène SRY, Mc Elreavey et 

al (1993), ont proposé l'existence d'un gène autosomique, Z, qui régule négativement 

le développement sexuel masculin et a postulé que le marqueur SRY réprime l'activité 

du locus Z. Il est possible que dans cette situation le gène dans le locus Z puisse avoir 

une mutation récessive, de sorte qu'il ne peut pas désactiver les gènes masculins 

déterminants. Ainsi, jusqu’à présent, plusieurs gènes  impliqués dans le déterminisme 

du sexe ont été publiés (Bashamboo et Mc Elreavey, 2013), une mutation affectant 

l’un de ces gènes pourrait être responsable du phénotype de notre patient 46,XX et 

SRY négatif. 

Le nombre d’anomalies de structure continue à susciter l’intérêt  des chercheurs 

à travers le monde. Ainsi, récemment, Perrin et al (2012) ont trouvé une nouvelle 

anomalie chromosomique concernant un chromosome marqueur hétérochromatique et 

dicentrique qui dérive du chromosome 22 chez un patient oligoasthénospermique.  

 

- Les microdélétions du chromosome Y 

Les techniques de génétique moléculaire ont dévoilé un certain nombre de 

facteurs étio-pathogénétiques, y compris les microdélétions du bras long du 

chromosome Y (Yq) associées à l'infertilité masculine. 

La fréquence de ces microdélétions varie de 0 à 60% (Fernanda et al, 2011). Les 

données de la littérature indiquent qu’un taux élevé de ces mutations est constaté chez 

les hommes  azoospermiques par rapport  aux hommes oligozoospermiques.  

Dans la présente étude, nous rapportons la première analyse de ce type 

d’anomalie du chromosome Y dans la population algérienne, nous avons trouvé une 

microdélétion du chromosome Y dans seulement 1,3% (1/80) de tous les hommes 

infertiles étudiés et elle concerne la région AZFc (Article sous presse). Ce résultat est 

en conformité  à celui des études antérieures de Balkan et al (2008). 
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Des études similaires effectuées par El Awady et al (2004) sur 33 patients infertiles 

Égyptiens, par Rejeb et al (2007) sur 146 hommes infertiles tunisiens, par Imken et al 

(2007) sur 127 patients marocains ont trouvé des fréquences de 12% ; 6,85% ; 3,15% 

respectivement. 

Trois études indépendantes effectuées toutes au Brésil ont trouvé des fréquences  

différentes de microdélétions du chromosome Y. Ces fréquences étaient de 43,48% 

(Arruda et al, 2007) ; 6,7% (SaoPedro et al, 2003) ; 4,2% (Fernanda et al, 2011). 

Il ressort de l’ensemble de ces données que la fréquence des microdélétions 

chez les patients infertiles est soumise à une grande variabilité. Un certain nombre de 

facteurs ont été proposés pour expliquer cette variation, y compris l’origine ethnique, 

la situation géographique, l'influence de l'environnement et les méthodes de sélection 

des patients. De même que les méthodes expérimentales employées en fonction de 

l’utilisation de l'ADN du sang ou du sperme. 

Les délétions dans la région AZFc sont les plus abondantes, la suppression 

complète de cette région est l'une des causes moléculaires les plus fréquentes de 

l'infertilité masculine sévère soit 60% des délétions, suivie par les délétions de la 

région AZFb et les délétions combinées impliquant différentes régions AZF (35%). 

Les microdélétions AZFa sont extrêmement rares (5%) et des microdélétions isolées 

ont été signalées dans cette région (Krausz et al, 2003; Mirfakhraie et al, 2010).  

En revanche, Mirfakhraie et al (2010) ont rapporté une prévalence élevée (66,67%) de 

microdélétions AZFb chez les patients iraniens atteints d'azoospermie non obstructive 

idiopathique. 

Les phénotypes associés aux microdélétions des différentes régions AZF sont 

variables. Les délétions de la région AZFa conduisent généralement au syndrome de 

de cellules Sertoli seules. La région AZFb est impliquée dans la régulation de la 

méiose (Ferlin et al, 2003). Les délétions AZFc ont été associées à une variété 

d'altérations spermatiques, allant de l'azoospermie à l’oligozoospermie avec des 

phénotypes testiculaires différents (Ferlin et al, 2006). Bien que la plupart des 

microdélétions soient associées à une insuffisance spermatogénique sévère, Wang et 

al (2010) ont rapporté qu'il y avait un taux de prévalence légèrement plus élevée de 

microdélétions AZF chez les patients oligozoospermiques. 
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Dans cette étude, il est fortement recommandé par l'European Molecular 

Genetics Quality Network (EMQN) et l'Académie Européenne d'Andrologie (LEE), 

l’utilisation de six STS dans l’étude des délétions. Simoni et al (1999) ont mis au 

point un système de détection minimum (sY84 et sY86 pour AZFa, sY127 et sY134 

pour AZFb, sY254 et sY255 pour AZFc) qui a été considéré comme une méthode 

relativement fiable pour identifier 90% des microdélétions AZF et a été largement 

appliqué par de nombreux laboratoires (Aknin-Seifer et Touraine, 2003). 

- Polymorphisme de la MTHFR  
Le polymorphisme C677T de la MTHFR est l'un des polymorphismes les plus 

étudiés chez l'homme, car il est lié à diverses maladies multifactorielles. Cette  

mutation C677T conduit à la production d’une enzyme thermolabile. La MTHFR, 

joue un rôle important dans le métabolisme des folates, et les taux d’homocystéine 

pourraient affecter la synthèse d'ADN et la méthylation. Il y a de nombreuses preuves 

expérimentales que les enzymes clés du métabolisme des folates sont nécessaires à la 

spermatogenèse : chez  des souris mâles adultes, les sévères carences en MTHFR 

causent une spermatogenèse anormale et une infertilité (Kelly et al, 2005). 

Chez l'homme, l'allèle T du SNP C677T peut réduire l'activité de la MTHFR et 

les sujets porteurs du génotype TT sont associés à un état de méthylation génomique 

diminué par rapport à ceux avec le génotype CC (Zhou-Cun et al, 2007). En outre, les 

individus qui sont homozygotes pour la mutation MTHFR ont des concentrations 

élevées d'homocystéine à jeun lorsque la concentration plasmatique en folates est 

basse (Jacques et al, 1996) et un niveau élevé d'homocystéine peut induire l'auto-

oxydation qui  causerait des dommages à l'ADN, ces dommages peuvent se produire 

au niveau de la lignée germinale, le stress oxydatif engendré modifierait les 

membranes cellulaires (Sheweita et al, 2005).  

Une amélioration de la qualité du sperme (tel que le nombre de spermatozoïdes 

et la motilité) après un cycle de traitement de spermatogenèse par l'acide folique a été 

rapportée (Bentivoglio et al, 1993). Cet effet a été constaté uniquement chez les 

hommes porteurs du  génotype  sauvage 677CC et il n'y avait aucune amélioration 

significative de la concentration du sperme que ce soit pour l’hétérozygote C/T ou 
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l’homozygote T/T (Ravel et al, 2009). Ces données indiquent que le métabolisme des 

folates joue un rôle clé dans le maintien de la spermatogenèse. 

Récemment, Safarinejad et al (2011) ont trouvé une corrélation positive entre 

les concentrations sériques d'acide folique et la densité des spermatozoïdes (r = 0,74 ; 

p =0,001), le pourcentage de spermatozoïdes avec mobilité progressive (r = 0,68, P = 

0,001), ainsi que le pourcentage de spermatozoïdes avec une morphologie normale (r 

= 0,72 ; p = 0,001).  

Nos résultats ont montré que la MTHFR C677T n'est pas un facteur de risque 

pour l’infertilité  masculine (Chellat et al, 2012). Cela peut être expliqué par le fait 

que les facteurs environnementaux et d'autres gènes contribuent également au bon 

fonctionnement de la spermatogenèse. 

Ebisch et al (2003), suggèrent  que le polymorphisme C677T n'est pas un 

facteur de risque pour l'infertilité masculine bien qu’ils indiquent que les folates 

jouent un rôle important dans la production de sperme. Stuppia et al (2003) rapportent 

qu'il n'y avait pas de différence significative dans la fréquence des hétérozygotes CT 

et des homozygotes TT et a également suggéré que certains gènes autres que le gène 

MTHFR dans la voie méthylation de l'ADN pourraient affecter l'infertilité masculine. 

En outre, deux études françaises ont examiné l'incidence des polymorphismes dans les 

gènes MTHFR (R68Q, A222V et E429A), la méthionine synthase réductase MTRR; 

(I22M et S175L) et cystathionine bêta-synthase (CBS; G307S). Ravel et al (2009) et 

Montjean et al (2011) ont signalé qu'il n'y avait pas de signification entre la réduction 

du nombre de spermatozoïdes et les polymorphismes des enzymes impliquées dans le 

métabolisme des folates dans la population française. 

Contrairement à ces résultats, Han-chul et al (2006) par l'analyse d'un grand 

nombre de sujets et une sélection plus spécifique de patients, ont démontré la 

première preuve génétique que les génotypes C677T MTHFR, A2756G MS et A66G 

MTRR étaient indépendamment associée à l'infertilité masculine dans la population 

coréenne. 

Plusieurs autres études sont aussi en contradiction et ont démontré que le génotype 

MTHFR 677TT est un facteur de risque génétique de l'infertilité masculine, en 

particulier avec l’OAT sévère et l’azoospermie non obstructive (Reyes-Engel et al, 
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2002; Castro et al, 2004; Park et al, 2005; Zhou-Cun et al, 2007; Tetik et al, 2008 ; 

Gava  et al, 2010). 

Ces résultats contradictoires des études menées sur différentes populations 

suggèrent que le rôle du polymorphisme C677T dans la susceptibilité à l'infertilité 

masculine peut dépendre de facteurs ethniques ou géographiques (Zhou Cun-et al, 

2007). En plus les interactions gènes-nutriments et gènes-environnement semblent  

affecter l'impact de ces variantes génétiques (Toffoli et De Mattia, 2008).  

Il a été également  rapporté que les études d'association avec un échantillon plus 

large et donc la puissance de l'étude doivent être effectuées pour identifier un risque 

relatif associé à ces polymorphismes (Ravel et al., 2009). Dans les analyses de 

génomes entiers, les calculs de puissance standard indiquent que jusqu'à 1000 

participants sont nécessaires pour détecter des effets génétiques importants et au 

moins 4000 échantillons sont requis pour détecter de petits effets (Wang et al, 2005). 

Cependant, certaines études ont suggéré que les associations fortes peuvent être 

détectées même dans des échantillons de taille modeste (Purcell et al, 2003). Il est 

rapporté que les études portant sur des cohortes plus importantes sont celles qui 

déclarent des modestes associations avec les polymorphismes de la MTHFR (Ravel et 

al, 2009). 

 

-  Mutations du gène NR5A1  

Dans cette première étude effectuée en Algérie, nous rapportons qu’une 

mutation dans NR5A1 est associée à une insuffisance spermatogénique. Cela élargit la 

gamme des phénotypes associés à des mutations dans le gène NR5A1, qui à ce jour 

ont été rapportés uniquement en association avec des formes plus sévères de 

dysgénésie gonadique ou ayant d'importantes anomalies génitales (Ambigüités 

sexuelles) telles que l'hypospadias pénoscrotale, anorchidie ou la cryptorchidie. 

Le séquençage de toute la région codante de NR5A1 a été réalisé sur un total de 

69 hommes infertiles recrutés (Exclusion des patients porteurs d’anomalies 

chromosomiques et du patient porteur de la microdélétion en AZFc) soit 138 allèles. 

Nous avons identifié un seul homme infertile (1,47%) porteur d’une mutation 

hétérozygote dans NR5A1. La mutation est située à l'intérieur de la boîte FTZ-F1- 

(p.Val83Gly) (Tableau 22 et Figure 26). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gava%20MM%22%5BAuthor%5D
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N’ayant pas effectué l’analyse d'autres membres de la famille, nous ne pouvons 

conclure s’il s’agit d’une mutation  de novo ou héritée. 

Le propositus a des taux élevés de FSH et de LH et un taux bas de testostérone, ainsi 

qu’une hypotrophie testiculaire bilatérale, suggérant un diagnostic en faveur d’une 

forme bénigne de dysgénésie gonadique. 

La plupart des études publiées sur NR5A1, ont été effectuées sur des cas 

présentant un désordre de développement sexuel ou une insuffisance ovarienne 

prématurée (Lin et Achermann, 2008; Lourenço et al, 2009; Allali et al, 2011). Nous 

n’avons pas trouvé  d’autres études réalisées sur  les hommes infertiles. 

Bashamboo et al (2010), ont testé l’hypothèse que des mutations dans NR5A1 

peuvent être responsables des infertilités masculines. Cette équipe de chercheurs de 

l’institut Pasteur de Paris à laquelle je me suis intégrée pour ce travail a séquencé le 

gène NR5A1 chez 315 hommes présentant un défaut spermatogénique idiopathique et 

a identifiée 7 mutations hétérozygotes dans NR5A1. Toutes les mutations ont été 

trouvées dans une région charnière bien conservée de la protéine. L’étude 

fonctionnelle réalisée par ces mêmes chercheurs a indiqué que ces mutations altèrent 

l’activité transcriptionnelle des gènes de la cascade du déterminisme du sexe. Ces 

mutations n’ont pas été trouvées chez plus de 4000 contrôles testés. 

La recherche de l’implication d’autres gènes et polymorphismes avec 

l’infertilité masculine fait l’objet de nombreux travaux et projets de recherche à 

travers le monde. Récemment, une méta analyse a été entreprise par Wei et al (2012) 

sur l’implication du polymorphisme G-29A, 919A>G, 2039A>G du récepteur de la 

FSH. Les chercheurs n’ont pas trouvé d’association significative entre ces 

polymorphismes et le risque d’une infertilité masculine.   

Guixiang et al (2011) s’est intéressé à l’implication de certains gènes antioxydants 

(GPX1 « glutathione peroxidase 1 », CAT « catalase », PON1 » Paraoxonase 1, 

NQO1 « NAD(P) H dehydrogenase, quinone 1 », SOD2 « superoxide dismutase 2, 

mitochondrial » et SOD3 « superoxide dismutase 3, extracellular »). Les 

polymorphismes PON1 Arg192Glu (rs662) et SOD2 Val16Ala (rs4880) sont  associés 

avec un grand risque d’une infertilité masculine.  

Miyamoto et al (2012) ont découvert par séquençage direct, un nouveau gène 

candidat pour l’infertilité masculine (HORMAD1 « HORMA domain containing 1 ») 

qui joue un rôle important dans la formation du complexe synaptonémal au cours du 
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stade pachytène de la méiose et dont deux polymorphismes (c.163A>G), SNP2 (c. 

501T>G) représentent un facteur de risque potentiel pour l’infertilité masculine. 

Moul et al (2012) en séquençant tous les exons du gène HSF2 (Heat Shock 

transcription Factor 2) ont identifié de nouvelles mutations à effet dominant-négatif  

associées avec des azoospermies non obstructives idiopathiques. HSF2 régule 

l'expression de nombreux gènes HSP (Heat Shock Protein) au cours du 

développement y compris HSPA2, HSPH, HSPB, HSP90, HSP27. HSP en tant que 

chaperons participent aux mouvements intracellulaires des protéines, préviennent 

l'agrégation des protéines altérées, éliminent les protéines anormales et contribuent à 

la conformation correcte des protéines nouvellement synthétisées au cours de la 

spermatogenèse (Lanneau, 2010).  

 

La production continue de spermatozoïdes est un processus biologique 

strictement régulé, tant au niveau transcriptionnel que post-transcriptionnel. 

Récemment, les petits ARN non codants ont été identifiés dans la lignée germinale 

mâle et dans les cellules somatiques testiculaires et se sont avérés essentiels à la 

fertilité masculine. La présence de petits ARN non codants (miARN, endo-siARN et 

piARN) ainsi que celle des protéines nécessaires à leur biogenèse ont été décrites dans 

les différentes sous-populations de cellules germinales, telles que les spermatocytes 

pachytènes, les spermatides rondes et allongées et les cellules de Sertoli (Romero et 

al, 2012). 

Tous ces travaux montrent la complexité du phénomène d’infertilité masculine 

d’où la difficulté à trouver des solutions de santé publique. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La génétique de l'infertilité est un nouveau champ de recherche qui prendra sans 

aucun doute de l'importance dans un proche avenir.  

Notre travail de recherche avait pour but d’approfondir l’exploration 

cytogénétique et moléculaire du génome somatique chez des patients atteints d’un 

trouble sévère de la spermatogenèse.  

Concernant l’exploration hormonale, une différence significative dans les 

niveaux de FSH et LH entre le groupe d’infertiles avec azoospermie et le groupe 

oligo-asthéno-tératozoospermique a été observée. Selon ces données, une prospection 

des taux des hormones est recommandée pour une évaluation du degré de sévérité de 

l’infertilité chez ce groupe de patients.  

Pour l’analyse cytogénétique, les anomalies chromosomiques ont été trouvées 

avec une fréquence de 12,5% (10/80 patients), plus fréquente dans le groupe 

azoospermie (10%) (8/80) que dans le groupe OAT (2,5%) (2/80). Comparable à 

celles décrites dans la littérature. La fréquence élevée des anomalies chromosomiques 

suggère fortement que le caryotype devrait être une partie obligatoire du dépistage 

génétique de routine pour les hommes infertiles en Algérie, en particulier avant toute 

programmation de procréation assistée, ceci peut diminuer les risques d’échec, le cout 

étant très élevé. 

L’exploration moléculaire et en particulier l’analyse des microdélétions du 

chromosome Y, a démontré que ces anomalies peuvent expliquer certains cas 

d’infertilité idiopathique. Une fréquence de 1,3% a été observée dans notre population 

d’étude. La microdélétion a concerné la région AZFc chez un patient azoospermique. 

Il semble évident que les microdélétions du chromosome Y peuvent inclure une cause 

génétique de l'infertilité masculine. Toutefois, la fréquence de ces anomalies chez les 

hommes peut différer d’une population à une autre, selon l’appartenance ethnique et 

géographique et semble ainsi beaucoup plus faible dans notre pays. Bien que la 

probabilité de positivité semble faible, un examen génétique moléculaire du 

chromosome Y doit être offert aux hommes dont la spermatogenèse est sévèrement 

altérée (azoospermie non obstructive ou une oligozoospermie sévère). Un conseil 

génétique adéquat doit accompagner ce bilan car les hommes porteurs d’une 

microdélétion et traités par ICSI doivent savoir qu’ils transmettront cette anomalie à 

toute leur descendance mâle. 
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Les résultats que nous avons obtenus dans la prospection du polymorphisme de 

la MTHFR, ont montré que la mutation C677T n'est pas un facteur de risque pour la 

fertilité masculine. L'explication de nos données peut résider dans le fait que, dans 

notre échantillon, d’autres facteurs génétiques et/ou environnementaux seraient 

impliqués, par exemple d’autres polymorphismes comme la MTHFR A1298C, 

G1793C, de la méthionine synthase (MS) et de la méthionine synthase réductase 

(MTRR). 

L’analyse du gène SF1 (NR5A1), a révélé une nouvelle mutation hétérozygote 

dans un site critique de la protéine et qui peut expliquer le phénotype du propositus. 

En se référant à d’autres études de ce gène, nous pouvons conclure que des mutations 

au niveau de ce gène peuvent être responsables de certains cas d’infertilité 

idiopathique, ainsi ce gène pourrait devenir un marqueur de l’infertilité. Son analyse 

par séquençage est quasi importante et doit être généralisée à tous les patients 

infertiles.   

 

Jusqu’à présent aucun traitement efficace ou médicament n’a été identifié pour 

améliorer les paramètres spermatiques. Les antioxydants peuvent être bénéfiques mais 

cela doit être confirmé dans de grandes études prospectives de rentabilité. 

 

En perspectives : 

Nos résultats ouvrent des perspectives intéressantes à travers l’étude 

cytogénétique et moléculaire tant sur le plan recherche fondamentale pour le 

déterminisme génétique du sexe et la reproduction qu’en recherche appliquée pour la 

prise en charge des patients infertiles. Ainsi, nous suggérons qu’une étude 

approfondie sur un échantillon plus large soit entreprise sur d’autres gènes et 

polymorphismes parmi lesquels : 

- les Polymorphismes des gènes métaboliques et antioxydants (CYP1A1, 

EPHX1, GSTM1, GSTP1, GSTT1, GPX1, CAT, PON1, NQO1, 

SOD2/MnSOD, and SOD3), les gènes de réparation de l’ADN (XRCC1, 

XPD6, XPD23, hOGG1). 

- l’étude de l’expression du gène TDRP1 dont le rôle important dans la 

spermatogenèse a été démontrée récemment. 
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- l’étude des variations du génome mitochondrial associées à l’infertilité 

masculine.  

- l’étude de la méiose masculine serait également très informative dans 

l’exploration des causes de l’infertilité.  

 

L’importance de la découverte d’une cause génétique pour l’aide au diagnostic, le 

conseil génétique, mais aussi pour un accroissement de nos connaissances 

fondamentales en biologie de la reproduction reste déterminante. 
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ANNEXES 

ANNEXE I : Paramètres du spermogramme. Normes de l'OMS: (1999 puis mai 2010) (Aly Abbara, 
2010) 

 

 

 

http://www.aly-abbara.com/livre_gyn_obs/termes/sperme.html


Annexe II : Gènes du chromosome Y des régions PAR1, NRY et PAR 2 (Quintana-Murci et al, 2001). 
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Annexe III : Les différentes mutations de SF-1 identifiées chez l’homme (Ferraz-de-Souza et al, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Annexe IV : Le rôle métabolique de la MTHFR dans le métabolisme des folates impliquant la 
méthylation et la synthèse de l'ADN (Chen et al, 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe V : Fiche de renseignements sur les infertilités masculines. 

I. État civil du patient  

Nom et prénom : Adresse/Tel : 

Profession : Age : 

II. Renseignements cliniques 

………………………………………………………………………………………………………………………………………………  

……………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

……………………………………………………………………………………………………………………………………………… 

III. Biologie  

1- Les hormones 

FSH =                                    , LH =                                  , Testostérone =                             

2- Spermogramme  

 Volume 
(ml) 

NB de SPZ 
(millions/ml) 

Vitalité 
(%) 

Mobilité 
(%) 

Morphologie 
(%) 

Classification 

1° 
Spermogramme 

2° SPG 

      

 
3. Caryotype  

- Anomalie numérique : 

- Anomalie structurale : 

 

4. Étude moléculaire  

 

Consentement du Patient  

 Je déclare avoir été informé(e), oralement et par écrit, des objectifs et du déroulement de l’étude sur 

les infertilités masculines. 

Lieu, date 

 

Signature du patient 

 

 

 

 



 

Annexe VI : Valeurs de références des taux d’hormones gonadotropes chez l’homme. (Laboratoire 

IBN SINA et Clinique IBN ROCHD) 

Paramètres IBN SINA IBN ROCHD 

FSH [1,50-12,40] [1,7-12] 

LH [1,70-8,60] [1,1-7] 

Testostérone [2,80-11,50] [3-10,6] 

 

Annexe VII : Préparation du milieu de EARLE  

- NaCl 6800 mg/l 

- Kcl 400 mg/l 

- NaH2 P04 H20 140 mg/l 

- Mg SO4 7H20 200 mg/l 

- Glucose 1000 mg/l 

- CaCl2 200 mg/l. 
 

Annexe VIII : Technique d’extraction d’ADN 

 
1. Préparation des leucocytes : 

- Dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang et compléter à 50 ml avec du TE 20:5, laisser 10 mn 

dans la glace 

- Centrifuger 10 mn à 3900 tpm 

- Jeter le surnageant  

- Ajouter quelques ml de TE 20:5 au culot et le remettre en suspension  

- Compléter à 25 ml avec du TE 20:5 et laisser 10 mn dans la glace 

- Centrifuger dans les mêmes conditions  

- Jeter le surnageant : obtention d’un culot leucocytaire 

 
2. Extraction de l’ADN : 

- Transvaser le culot des leucocytes dans un tube falcon de 15 ml 

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse en dilacérant le culot 

- Ajouter 200 µl de SDS à 10% 

- Ajouter 100 µl de protéinase K à 10 mg/ml 

- Agiter le tube sur une roue à 27 °C une nuit 

- Le lendemain, refroidir dans la glace 

- Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter vigoureusement à la main 



- remettre 5 mn dans la glace (précipitation des protéines) 

- Centrifuger 15 mn à 2500 tpm 

- Transvaser le surnageant dans un tube falcon de 50ml, ajouter deux fois son volume d’éthanol absolu 

préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le tube plusieurs fois : la pelote d’ADN 

se forme 

- Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer deux fois dans l’éthanol à 70 % 

- Mettre la pelote dans un tube nunc de 1,5ml 

 

3. Solubilisation : 

- Ajouter entre 300 et 1000 µl d’eau bi distillée stérile selon la grosseur de la pelote. 

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur à 37°C, puis à température ambiante jusqu’à dissolution 

complète (1 à 2 jour). 

 

Annexe IX : Préparation des solutions utilisées pour l’extraction d’ADN 

1. TE 20 :5 : (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) auto clavé 

- Tris : 2,422 g/l 

- EDTA : 1,86 g/l 

- Ajuster le pH avec HCL 1 N 

 
2. Tampon de lyse :  

- NaCl 400 mM 

- EDTA 2 mM 

- Tris 10 mM 

- pH 8,2 

 

Annexe X : Préparation du TBE 10X et 1X  

1. TBE 10X  

- Tris 108 g 

- Acide borique 55 g 

- Ajuster le PH à 8,3 avec l’acide acétique glacial 

- EDTA 9.3 g 

- QSP H2O pour 1L  

2. TBE 1X  

- 100 ml de TBE 10X  

- 900 ml H2O 



RÉSUMÉ  

L'infertilité, définie comme l'incapacité de concevoir après 1 an de rapports sexuels réguliers et 

non protégés, est un problème de santé qui a un impact dans le monde entier. Jusqu’à 50% des cas 

d’infertilité ont une origine masculine. En dépit de 35 ans de pratique de procréation assistée, un 

nombre considérable de cas (25-30%) restent idiopathiques. Certains cas d'infertilité pourraient 

s'expliquer par des causes génétiques. Nous présentons dans cette thèse les informations exigées pour 

effectuer des études génétiques dans le domaine de l'infertilité, les techniques utilisées et les résultats 

obtenus jusqu'à présent. 

 L'objectif de l'étude était d'examiner d’éventuelles associations entre les anomalies 

chromosomiques de nombre ou de structure, les mutations cryptiques, en particulier les 

microdélétions du chromosome Y, le polymorphisme C677T de la MTHFR et les mutations du gène 

NR5A1 et l’infertilité masculine. 

Méthodes : Quarante-neuf hommes atteints d'azoospermie non obstructive et trente et un hommes 

atteints d’Oligo-astheno-tératozoospermie ont été recrutés dans cette étude. Le caryotypage de 

lymphocytes sanguins périphériques a été réalisé pour l’ensemble de nos patients en utilisant le R et 

le G-banding. Six couples d’amorces (STS) ont été utilisés pour détecter les microdélétions AZF par 

PCR. Le génotypage de la MTHFR a été déterminé en utilisant la PCR-RFLP. L'analyse 

mutationnelle de SF1 (NR5A1) a été réalisée par séquençage direct. 

Résultats : Sur les 80 hommes infertiles étudiés, 10 (12,5%) présentaient des anomalies 

chromosomiques et 1 (1,3%) avait une microdélétion au niveau d’AZFc. Nous n'avons trouvé aucune 

preuve d'une association entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et la réduction du nombre de 

spermatozoïdes. Nous avons identifié une nouvelle mutation hétérozygote NR5A1 chez un patient 

présentant une insuffisance spermatogénique sévère. 

Conclusion : La présence d'anomalies chromosomiques, des microdélétions du chromosome Y et 

des mutations dans NR5A1 chez les hommes infertiles suggèrent fortement la généralisation des tests 

génétiques et cytogénétiques afin de rendre plus efficiente leur prise en charge. 



 ملخص
 

مشكلة  ر، يعتبموانعدون  المنتظم سنة من الجماع 1العقم، الذي يعرف بأنه عدم القدرة على الحمل بعد 

ها تأثير في جميع أنحاء العالم. وتشارك العوامل الذكور نصف هذه الحالات من العقم.  ما يقارب في يةصحية ل

٪( لا تزال مجهولة 33-52كبير من الحالات ) عاما من الأنشطة المساعدة على الإنجاب، عدد53على الرغم من 

متطلبات لأداء دراسات علم في هدا البحث نقدم   السبب. ويمكن تفسير بعض حالات العقم لأسباب وراثية.

 الوراثة في مجال العقم، والتقنيات المستخدمة والنتائج التي تم الحصول عليها حتى الآن.

القة التحقيق في الدراسة هو من هذه الهدف  Y , لصبغيل AZFمنطقة  فقد، لصبغياتشذوذ ا بين امكانية وجود 

وتم تعيين تسعة وأربعو رجال  NR5A1و الطفرات التي يمكن ان تصيب جين   MTHFRالتعد األليلي لجين 

رجال واحد و غير الانسدادي و مصاب بانعدام الحيوانات المنوية -Oligo-Asthenoمصاب ب الثين

Tératozoospermie 

أو   R النطاقاتلخلايا الليمفاوية في الدم المحيطي باستخدام معيار لأجريت تحاليل على النمط النووي  : لطرقا

G- عمالاستتم ( ستة مواقع محددةSTS للكشف عن )AZF microdélétions   باستخدام تقنيةPCR   تم .

SF1 (NR5A1 ) طفرات نع البحث. وقد تم RFLP)-(PCR تقنية باستخدام MTHFRتحديد الأنماط الجينية 

 ن خالل التسلسل المباشر.

 ٪( لديه1,3) 1 و لصبغياتا في شذوذ لديهم ٪( 12,5) 01جال يعانون من العقم،  03كان من بين  :النتائج

microdélétion AZF  فيAZFc القة بين تعدد الأشكال  ل C677T. لم نعثر على أي دليل على وجود 

MTHFR جديدة في جين وراثية طفرةوجدنا  كما انناعدد الحيوانات المنوية  انخفاضو NR5A1   مريض لدا

 واحد فقط.

وهات الالاستنتاجات  الذكور ئلد NR5A1طفرات  و Y لصبغيا في ,microdélétions  صبغية: وقوع التش

 بالعقم تشير بقوة على الحاجة إلى الاختبارات الجينية. المصابين

 



ABSTRACT 

 

Infertility, defined as the inability to conceive after 1 year of regular and 

unprotected intercourse, is a healthcare problem that has a worldwide impact. Male 

factors are involved in at least half of these cases of infertility. Despite 35 years of 

assisted reproductive activities, a considerable number of cases (25–30%) remain 

idiopathic. Some infertility cases can be explained by genetic causes. We present the 

requirements for performing informative genetics studies in the field of infertility, the 

techniques used and the results obtained so far. 

The aim of the study was to investigate the associations between numerical or 

structural chromosomal abnormalities, cryptic mutations, particularly Y chromosome 

microdeletions, MTHFR C677T polymorphism and NR5A1 mutations and male 

infertility. 

Methods:  Forty-nine men with non-obstructive azoospermia and thirty-one men with 

OligoAsthenoTeratozoospermia were recruited. Karyotype analyses were performed 

on peripheral blood lymphocytes using standard R or G-banding. Six specific 

sequence tagged sites (STS) were used to detect AZF microdeletions by PCR. 

MTHFR genotypes were determined using polymerase chain reaction restriction 

fragment length polymorphism (PCR-RLFP) technique. Mutational analysis of SF1 

(NR5A1) was done by direct sequencing. 

Results: Of the 80 infertile men, 10 (12.5%) had chromosomal abnormalities and 1 

(1.3%) have AZF microdeletion in AZFc. We found no evidence of an association 

between the polymorphism C677T of the MTHFR and reduced sperm counts and we 

identified a novel heterozygous NR5A1 mutation only in one patient with severe 

spermatogenic failure. 

Conclusions: The occurrence of chromosomal anomalies, Y chromosome 

microdeletions and NR5A1 mutations among infertile males strongly suggest 

widespread cytogenetic and genetic testing to make them more efficient care. 
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L'infertilité, définie comme l'incapacité de concevoir après 1 an de rapports sexuels réguliers et non 

protégés, est un problème de santé qui a un impact dans le monde entier. Jusqu’à 50% des cas d’infertilité 

ont une origine masculine. En dépit de 35 ans de pratique de procréation assistée, un nombre considérable 

de cas (25-30%) restent idiopathiques. Certains cas d'infertilité pourraient s'expliquer par des causes 

génétiques. Nous présentons dans cette thèse les informations exigées pour effectuer des études 

génétiques dans le domaine de l'infertilité, les techniques utilisées et les résultats obtenus jusqu'à présent. 

 L'objectif de l'étude était d'examiner d’éventuelles associations entre les anomalies chromosomiques de 

nombre ou de structure, les mutations cryptiques, en particulier les microdélétions du chromosome Y, le 

polymorphisme C677T de la MTHFR et les mutations du gène NR5A1 et l’infertilité masculine. 

Méthodes : Quarante-neuf hommes atteints d'azoospermie non obstructive et trente et un hommes atteints 

d’Oligo-astheno-tératozoospermie ont été recrutés dans cette étude. Le caryotypage de lymphocytes 

sanguins périphériques a été réalisé pour l’ensemble de nos patients en utilisant le R et le G-banding. Six 

couples d’amorces (STS) ont été utilisés pour détecter les microdélétions AZF par PCR. Le génotypage 

de la MTHFR a été déterminé en utilisant la PCR-RFLP. L'analyse mutationnelle de SF1 (NR5A1) a été 

réalisée par séquençage direct. 

Résultats : Sur les 80 hommes infertiles étudiés, 10 (12,5%) présentaient des anomalies chromosomiques 

et 1 (1,3%) avait une microdélétion au niveau d’AZFc. Nous n'avons trouvé aucune preuve d'une 

association entre le polymorphisme C677T de la MTHFR et la réduction du nombre de spermatozoïdes. 

Nous avons identifié une nouvelle mutation hétérozygote NR5A1 chez un patient présentant une 

insuffisance spermatogénique sévère. 

Conclusion : La présence d'anomalies chromosomiques, des microdélétions du chromosome Y et des 

mutations dans NR5A1 chez les hommes infertiles suggèrent fortement la généralisation des tests 

génétiques et cytogénétiques afin de rendre plus efficiente leur prise en charge. 
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