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AVANT-PROPOS



La reproduction est I’'une des activités fondamentales partagées par toutes les especes vivantes.
Dans I’espece humaine, la reproduction est sexuée. Plusieurs parametres sont indispensables a son
bon déroulement. 1l s’agit de la qualité et de la fréquence des rapports sexuels, 1’intégrité des voies
génitales de la femme et de ’homme, la qualité des gametes, 1'état psychologique, I’hygiene de vie,
la bonne santé générale, l'alimentation et la prise de certains médicaments. Ces différents
parametres permettent d’établir la fertilité du couple qui dépend de la fécondité de ses deux
membres.

Certains couples rencontrent des difficultés a procréer. La prise en charge du couple infertile
nécessite une coordination étroite entre les cliniciens gynécologues et les biologistes. En effet,
I’exploration de I’infertilit¢ du couple fait appel a toutes les disciplines de la biologie :
I’hormonologie, la bactériologie, la virologie, I’hématologie, la génétique et la biologie de la
reproduction.

La Biologie de la Reproductiona pour but la mise en place de techniques de biologie
interventionnelle au cours de I'Assistance Médicale a la Procréation (AMP) et le diagnostic des
pathologies de la procréation. Elle fait intervenir la recherche scientifique qui a pour but
d’améliorer et de mettre en place des techniques d’AMP, de diagnostic et de prise en charge de
I’infertilité. Elle permet aussi d’acquérir des connaissances sur les mécanismes physiologiques de la
reproduction.

Dans cette optique, le présent travail a été réalis€é au sein de I’Unité de Biologie de la
Reproduction du Département de Biochimie Clinique et Fondamentale de I’ Institut Pasteur de Cote
d’Ivoire sous la direction du Professeur Djaman Allico Joseph et la supervision technique du
Professeur Coulibaly Founzégué. L’Unité de Biologie de la Reproduction affiche son dynamisme
en s’intéressant a plusieurs axes de la recherche scientifique qui sont :

- D’identification de nouveaux biomarqueurs du plasma séminal

- I’étude du génome du spermatozoide

- TDidentification de potentiels marqueurs métaboliques du secretum des embryons au cours de

leur développement in vitro.
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INTRODUCTION



La pérennité de 1’espece humaine prend ses fondements dans la procréation qui subit depuis
quelques années des bouleversements li€s a D’infertilité. L’infertilit¢ se définit comme étant
I’incapacité pour un couple de parvenir a une grossesse clinique apres un an de rapports sexuels
réguliers et non protégés (Zegers-Hochschild et al., 2009). Dans le monde, I’infertilité touche 15 %
des couples (Leridon, 1982). Les facteurs masculins sont les seuls responsables dans 20 % des cas.
Ceci entraine une contribution masculine a I’infertilité du couple qui va de 30 a 40 % (Thonneau et
al., 1991). En Afrique, notamment en Co6te d’Ivoire, environ 15,6 % des patients venus en
consultation pour un désir de paternité présentent une infertilit¢ (Ouegnin et al., 2008). Les
anomalies du sperme sont nombreuses et les troubles de la production des spermatozoides sont en
partie responsables (Thonneau et al., 1991).

L’azoospermie correspond a 1’absence totale de spermatozoides dans le sperme. Elle est I’une
des causes de I’infertilité masculine. Elle se présente sous deux formes : excrétoire par obstacle sur
les voies génitales ou sécrétoire par défaut de production testiculaire des spermatozoides (Robin et
al., 2010). Son diagnostic associe a I’examen clinique, des examens complémentaires de biologie et
d’imagerie (Coat et al., 2011).

Le spermogramme est I’examen de référence permettant de constater 1’absence ou la présence de
spermatozoides dans 1’éjaculat (OMS, 2010). La biochimie séminale est aussi impliquée dans le
bilan biologique d’exploration de 1’azoospermie (Rollet, 1999). Elle est prescrite en seconde
intention a chaque fois qu’est suspectée une anomalie des glandes et des voies génitales (absence de
canaux déférents a 1’examen clinique, dilatation épididymaire, hypospermie, pH séminal
pathologique, vésicules séminales dystrophiques...) (Robin et al., 2010). Cet examen consiste a
doser dans le plasma séminal un ou plusieurs marqueurs spécifiques des glandes ou des voies
génitales masculines : le fructose pour les vésicules séminales, la L-carnithine ou I’ a-glucosidase
pour I’épididyme, le zinc, I’acide citrique et/ou les phosphatases acides pour la prostate.
L’abaissement de 1’un ou de plusieurs de ces marqueurs signe une atteinte ou une obstruction de
sévérité variable des glandes et des voies séminales extra testiculaires et aide ainsi a en localiser le
niveau. Le plasma séminal est un indicateur important de la qualité et du suivi de l'infertilité
masculine (Umeyama et al. 1986 ; Coulibaly et al., 2014a). En effet, celui-ci contient des
marqueurs biochimiques qui sont utilisés dans la réalisation de la biochimie séminale. Il s’agit du
citrate, du zinc, du fructose, de l'alpha-glucosidase et de la L-carnitine. Ceux-ci permettent, selon
leur concentration dans le plasma séminal, d’étudier le fonctionnement des glandes annexes (Sendi
et al., 1994). Pourtant, le plasma séminal contient d’autres composés qui rendent compte du
fonctionnement de 1’appareil génital masculin (Coulibaly et al., 2014a). Ceux-ci pourraient €tre
exploités dans le diagnostic de 1’azoospermie. Aussi, ces marqueurs biochimiques utilisés pour le

diagnostic de I’azoospermie sont par ailleurs tres onéreux pour les laboratoires en Afrique noire et



donc peu accessible a une grande partie de la population. Aussi, face aux potentialités qu’offrent le
plasma séminal, de nombreux chercheurs orientent leurs travaux vers I’identification de nouveaux
biomarqueurs pouvant intervenir dans le diagnostic de I’infertilit¢ masculine (Coulibaly et al.,
2014a ; 2014b). Afin de répondre aux exigences en matiere de recherche sur 1’azoospermie ; les
autres composés du plasma séminal devraient faire 1’objet d’une étude en vue de I’identification de
nouveaux marqueurs spécifiques. Ainsi, les éléments minéraux, les marqueurs du stress oxydatif,
les vitamines A, D et E, par leur action sur le fonctionnement de 1’appareil génital masculin,
pourraient servir de marqueurs biochimiques dans le diagnostic de 1’azoospermie.

En effet, trés peu d’informations sont disponibles sur le role de ces éléments dans I’azoospermie.
Face a cette problématique de la disponibilité des parametres biologiques standards du plasma
séminal, 1’étude de ceux-ci peut apporter des informations complémentaires dans le diagnostic de
I’azoospermie.

Ainsi, la présente étude a pour objectif général d’identifier de potentiels marqueurs biochimiques
de différenciation du plasma séminal des azoospermes et des normozoospermes.

Les objectifs spécifiques qui en découlent sont les suivants :

1. Déterminer les différentes concentrations des parametres biologiques sélectionnés du plasma
séminal des spermes normozoospermiques et azoospermiques apres la réalisation du
spermogramme.

2. Etablir la corrélation entre les différentes concentrations déterminées des azoospermes et des
NOrmozoospermes.

3. Identifier de nouveaux marqueurs biochimiques du diagnostic de 1’azoospermie.

Ainsi, le présent manuscrit est organisé en sept parties a savoir :

- Les généralités bibliographiques qui définissent le fonctionnement de 1’appareil génital male,
et précisent I’action des sels minéraux, du stress oxydatif, et des vitamines sur le maintient de la
fertilité.

- La seconde partie présente le matériel et les méthodes utilisées.

- Les résultats obtenus sont présentés dans la troisieme partie.

- La quatrieme partie est consacrée a la discussion.

- La cinquieme et la sixieme partie sont dédiées respectivement a la conclusion et aux
références bibliographiques.

- Enfin la septieéme partie présente les annexes.



GENERALITES



I. APPAREIL GENITAL MASCULIN

Au plan anatomique, 1’appareil génital méle présente deux parties :

- les organes génitaux externes : les bourses, les testicules, 1I’épididyme et la verge

- les organes génitaux internes : la prostate, les voies excrétrices spermatiques, les vésicules
séminales.

Les bourses contiennent les deux testicules, leurs enveloppes et le début des voies excrétrices
spermatiques (les épididymes, et les canaux déférents). Chaque testicule est relié a un épididyme
qui aboutit a un canal déférent. Les deux canaux déférents pénéetrent par 1’anneau inguinal dans le
petit bassin mais restent sous-péritonéaux. Ils longent les parois latérales de la vessie et convergent
en arriere vers la ligne médiane. Ils présentent une dilatation, I’ampoule déférentielle, avant de
recevoir les vésicules séminales. Ils se poursuivent par les canaux éjaculateurs qui se jettent
séparément dans 1’urétre a sa face postérieure, au niveau du veru-montanum. Il devient génito-
urinaire en aval, vecteur de sperme lors de I’éjaculation. Autour de I'uretre se place la glande
prostatique. Apres un court trajet prostatique, 1I’urétre se coude et rejoint les organes érectiles qui
sont : les deux corps caverneux et le corps spongieux. L’ensemble uretre et les organes érectiles est
contenu dans le pénis (Figure 1).

Sur le plan fonctionnel, I’appareil génital masculin, présente quatre parties (Coujard & Poirier
1980) :

- les testicules,

- les canaux vecteurs de spermatozoides,

- les glandes annexes,

- le pénis.
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I.1. Testicules

Les testicules correspondent a une paire d’organes ovales légerement aplatis qui mesurent
environ 4 cm de longueur et 2,5 cm de diametre (Figure 2). Ils sont contenus dans un sac extra-
abdominal ou scrotum. Chaque testicule est recouvert de couches de tissus fibreux et
résistants appelées les tuniques. La couche externe est appelée la tunique vaginale tandis que celle
interne correspond a 1’albuginée.

La tunique vaginale correspond a la membrane séreuse qui enveloppe les testicules. Elle est issue
du péritoine pendant le développement embryonnaire. Elle posséde un feuillet viscéral, accolé au
testicule, et un feuillet pariétal, fixé a la paroi du scrotum. Elle délimite un espace de glissement
autour du testicule facilitant sa mobilité.

L’albuginée correspond a la membrane fibreuse inextensible de couleur blanc bleuté entourant le
testicule. Des cloisons se détachent de 1’albuginée pour délimiter a I'intérieur du testicule des
lobules contenant les tubules séminiferes. Inextensible, 1’albuginée maintient une tension
permanente sur la pulpe testiculaire favorisant la migration des spermatozoides vers 1’épididyme.

II existe environ 800 tubes séminiféres enroulés, serrés dans un testicule. Les tubes séminiferes
s’ouvrent sur une série de canaux non enroulés et reliés les uns aux autres : le rete testis. Des
canaux relient le rete testis a un tube étroitement enroulé appelé 1’épididyme qui se joint au canal
déférent. Les tubes séminiferes sont tapissés d'une couche de cellules nourricieres : les cellules de
Sertoli. Entre les tubes séminiferes se trouvent les cellules de Leydig, qui produisent différentes
hormones stéroides. Chaque testicule est maintenu dans le scrotum par un cordon spermatique, qui
est fait de tissu conjonctif résistant et de muscles. Chaque cordon spermatique contient un canal
déférent, des nerfs, des vaisseaux sanguins et lymphatiques.

Les testicules possedent deux fonctions :

- une fonction exocrine qui correspond a la spermatogenese. Elle est la condition préalable a
toute reproduction, et peut étre assurée par un seul testicule.

- une fonction endocrine qui est la stéroidogenese (Smith et Walker, 2014). Elle est active in
utero lors de la différenciation sexuelle, brievement dans les premiers mois suivant la naissance,
puis a partir de la puberté jusqu'a la fin de la vie. Elle correspond a la sécrétion hormonale
d’androgenes dont le principal est la testostérone. La testostérone induit non seulement la
spermatogenese, mais elle est aussi responsable des importantes modifications pubertaires et du
développement des caracteres sexuels secondaires masculins (pilosité, mue de la voix, répartition
musculaire).

Les testicules sont sous le contréle permanent d’un systeme de régulation neuroendocrinien :
I’hypophyse et I'hypothalamus. Ces glandes obéissent elles mémes a un rétrocontrdle hormonal

(Zirkin, 1998).
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I.2. Canaux vecteurs des spermatozoides
Les voies spermatiques ou voies génitales masculines sont de deux types :
- les voies spermatiques intra-testiculaires,

- les voies spermatiques extra-testiculaires.

I.2.1. Voies spermatiques intra-testiculaires

Les tubes séminiferes débouchent sur des segments courts a lumiere étroite de 25 microns de
diametre. Il s’agit des tubes droits. Ceux-ci sont tapissés d’un épithélium cubique. Ces derniers
s'ouvrent au niveau du corps d'Highmore dans un réseau labyrinthique de canaux a épithélium
pavimenteux, le rete testis. Les spermatozoides, immatures et immobiles, traversent les voies
spermatiques intratesticulaires poussés par la pression du plasma séminal primitif sécrété de facon

continue par les cellules de Sertoli.

1.2.2. Voies spermatiques extra-testiculaires
Elles débutent par les cones efférents, se poursuivent par le canal épididymaire, le canal déférent

et s'achévent par le canal éjaculateur.

e (Cones efférents

Ils sont au nombre de 10 a 12 canaux, de 20 cm de long sur 0,2 mm de diameétre, assurant le
transport des spermatozoides du rete testis a la téte de 1'épididyme. Ils présentent trois types de
cellules :

- des cellules ciliées, munies de véritables cils vibratiles, aident a la progression des
spermatozoides déja poussés par la pression du plasma séminal.

- des cellules glandulaires.

- des petites cellules basales de remplacement situées contre la membrane basale.

L’épithélium est cerné par un manchon de quelques fibres musculaires lisses contenues dans un
tissu conjonctif lache treés vascularisé. Les contractions péristaltiques de la tunique musculaire lisse

participent aussi au transit des spermatozoides.

e L’épididyme

L’épididyme borde la face supérieure et postérieure de chaque testicule. Il correspond a un tube
rétracté, appelé le canal épididymaire, mesurant en moyenne six metres de long. Il comprend trois
parties :

- latéte de I’épididyme qui prend naissance sur la partie supérieure du testicule ;



- le corps de I’épididyme qui est la partie intermédiaire se prolongeant sur la face dorsale du
testicule ;

- la queue de I’épididyme qui constitue la derniere partie se prolongeant par le canal déférent.

Les spermatozoides peuvent étre stockés dans 1’épididyme et y survivre jusqu’a environ trois
semaines. Les gametes sont modifiés tout au long de leur trajet dans I’épididyme. En effet, sous
I’action des androgenes (en particulier de la testostérone) sécrétés par les cellules de Leydig, les
spermatozoides y acquicrent leur mobilité et sont décapacités. Ils y obtiennent aussi leur aptitude a

se fixer sur la zone pellucide de 1’ovocyte.

e Le canal déférent

Le canal déférent fait suite au canal épididymaire et assure le transit des spermatozoides jusqu'a
l'uretre, via le canal éjaculateur; c'est un tube droit, long de 50 cm environ, contenu dans le cordon
spermatique ; sa paroi est épaisse et comporte trois tuniques :

- la muqueuse mince, formée d'un épithélium pseudostratifié.
- la musculeuse, épaisse formée de trois couches de fibres musculaires lisses
- I'adventice est faite de tissu conjonctif lache vascularisé et innervé.

Le canal déférent joue un role primordial au moment de I'é¢jaculation. En effet, les plis de la
muqueuse se distendent et permettent ainsi le passage, dans la lumiere du canal des nombreux
spermatozoides stockés dans la queue de 1'épididyme. La musculeuse émet des ondes péristaltiques
puissantes et breéves assurant I'expulsion rapide des spermatozoides. Ces phénomenes sont sous le
contrOle nerveux de fibres orthosympathiques adrénergiques abondantes a la fin de I'épididyme et le

long du canal déférent.

e (Canal éjaculateur

Le canal éjaculateur nait de la jonction du canal déférent et de 1'abouchement de la vésicule
séminale. Il pénetre dans la prostate et s'y termine dans l'uretre, au niveau du colliculus séminal. Sa
direction est oblique caudalement et ventralement. Il mesure a peu pres 2 cm de longueur.

Au cours de 1'éjaculation, le sperme passe par ce conduit pour ensuite emprunter 1'urétre, et

finalement sortir de I’organisme par 1'extrémité distale du pénis.

I.3. Glandes annexes

Les glandes annexes sécretent des fluides et des substances qui constituent le plasma séminal.
Elles sont constituées :

- des vésicules séminales,

- de la prostate,
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- des glandes de Cowper

I.3.1. Vésicules séminales

Les vésicules séminales sont androgéno-dépendantes (Aumiiller et Riva, 1992). La castration
entraine leur involution. Leurs sécrétions sont caractérisées par un pH alcalin dont le pH est de 8,5.
Ces sécrétions contiennent :

- du fructose qui assure la nutrition des spermatozoides ;

- des prostaglandines qui aident a la fécondation en rendant le mucus de la femme plus réceptif
a la mobilité des spermatozoides. Elles entrainent des contractions péristaltiques renversées dans
I'utérus et les trompes de Fallope afin de permettre aux spermatozoides d’effectuer leur migration
vers I’ampoule le plus rapidement ;

- des protéines qui correspondent a des facteurs de décapacitation qui se fixent sur les
spermatozoides au moment de I'éjaculation ; a des facteurs de coagulation du sperme jouant un role
de protection des spermatozoides dans le vagin ; a des facteurs immuno-suppresseurs.

Au cours de 1'éjaculation, les sécrétions des vésicules séminales sont évacuées et mélangées a

celle de la prostate.

1.3.2. Prostate

La prostate est formée de petites glandes entourées d’un tissu de soutien musculaire conjonctif,
vasculaire et nerveux. Les sécrétions prostatiques représentent 30 % du volume de 1'éjaculat (Rollet,
1999). Elles correspondent a un liquide acide, dont le pH est de 6,4. Les sécrétions prostatiques sont
androgéno-dépendantes et elles contiennent les enzymes de la coagulation et la fibrinolysine. Les
enzymes de la coagulation transforment le fibrinogene des vésicules séminales en fibrine. Celle-ci
fait coaguler le sperme ce qui empéche son élimination lors du retrait du pénis hors du vagin. Peu
apres, le caillot de sperme est lysé par la fibrinolysine de la prostate. Ceci permet la libération des
spermatozoides dans le tractus génital féminin. Le mélange du plasma séminal avec les
spermatozoides produits par les testicules se fait au niveau de la prostate. Le sperme passe ensuite

dans l'urétre au moment de 1'éjaculation.

1.3.3. Glandes de Cowper

Elles sont encore appelées glandes bulbo-urétrales ou glandes de Mery-Cowper. Leur rdle est de
produire la cyprine, qui est un mucus translucide et alcalin émis tout au long de I’excitation sexuelle
ainsi qu’au moment de 1’éjaculation. La cyprine prépare ’acte sexuel et elle doit étre émise en

quantité suffisante (Pedron et al., 1997). Elle permet la réalisation de plusieurs fonctions :
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- la lubrification du gland et de I’urétre, pour permettre la pénétration au cours du rapport
sexuel et faciliter I’écoulement du sperme ;

- la neutralisation du pH de I’uretre et du vagin afin d’éviter que les spermatozoides soient
abimés par 1’acidité du milieu ;

- une fonction bactéricide.

L.4. Pénis

Il correspond a I’organe de la copulation et de la miction chez I’homme. C’est un organe érectile
qui contient un systeme vasculaire complexe. Ce systeme vasculaire est gouverné par de nombreux
mécanismes hormonaux et par l'activité cérébrale. Le pénis est constitué de trois corps érectiles :

- les deux corps caverneux pairs et symétriques,

- le corps spongieux impair et médian.

Le bout distal du corps spongieux, élargi et coniforme, constitue le gland du pénis. Il est entouré
par le prépuce. L’uretre est la dernicre partie du tractus urinaire, il traverse le corps spongieux. Sa
sortie, correspond au méat urétral, qui se trouve au bout du gland. L’uretre sert a la miction et a
I’éjaculation. L’é&jaculation est I’émission de sperme a travers l'urétre pendant 1’érection, les

mouvements éjaculatoires sont gouvernés par la prostate.

II. SPERMATOGENESE
La spermatogenese est le processus biologique par lequel les cellules germinales se transforment
progressivement en spermatozoides (Figure 3). Elle présente deux aspects : un aspect cellulaire et

un aspect moléculaire.
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II.1. Aspect cellulaire

Il se déroule dans le testicule feetal et adulte.

II.1.1. Cellules germinales dans le testicule feetal

Les cellules germinales initialement localisées dans le mésoderme extra-embryonnaire, migrent
vers la gonade. Pendant leur migration, elles se multiplient. Chez ’homme cette migration se fait
entre la 4™ et la 6™ semaine de gestation. Lorsque la gonade est différenciée, les cellules
germinales ou gonocytes, se multiplient puis entrent en repos mitotique jusqu’a la puberté

(Hamamah et al., 1999).

I1.1.2. Cellules germinales dans le testicule adulte

La puberté est caractérisée par la reprise de la spermatogenese. Les cellules germinales
proliferent et se différencient dans les tubes séminiferes en rapport étroit avec les cellules de Sertoli.
Ce processus implique les étapes suivantes : la multiplication, la maturation, la différenciation, et

I’apoptose.

¢ Phase de multiplication

Dans la couche basale de 1'épithélium germinal, il y a plusieurs types de spermatogonies. Les
cellules souches de type A se divisent et forment leurs homonymes (division homonyme)
permettant ainsi a la population des cellules souches de rester constante. Le début de la
spermatogenese commence par une division hétéronyme, suite a laquelle les deux cellules filles
(deuxieme groupe de cellules de types A) restent liées les unes aux autres par un mince pont
cytoplasmique. C'est a partir de ce processus quune spermatogonie s’engage dans la
spermatogenese. Les spermatogonies de type B sont formées a la suite d’une division mitotique

supplémentaire. Puis elles se divisent également par mitose pour donner les spermatocytes

primaires (spermatocytes I).

¢ Phase de maturation

Elle correspond a la méiose. Les spermatocytes primaires subissent une premiere division
méiotique. Ils entament immédiatement la phase S (phase préleptotene de la méiose). Ils dédoublent
leur ADN puis ils quittent la zone basale et atteignent le milieu spécial de la zone adluminale en
rompant transitoirement les complexes jonctionnels (tight junction) des cellules de Sertoli. Apres la
phase S, ces cellules entament les stades de la prophase méiotique et sont nettement visibles au
microscope optique. La prophase dure 24 jours et comporte 5 stades :

- leptotene,
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- zygotene,

- pachytene,

- diplotene

- diacinese.

Au cours de la prophase chaque cellule germinale subit une recombinaison du matériel génétique
hérité du pere et de la mere. A cette longue prophase font suite rapidement une métaphase, une
anaphase et une télophase. Chaque spermatocyte primaire donne deux spermatocytes secondaires
(spermatocytes II).

Les spermatocytes II abordent directement la deuxieme division méiotique qui donne naissance a
deux spermatides haploides. Ceux-ci ne possedent plus que la moitié du contenu en ADN. Comme
il n'y a ni duplication de I'ADN, ni recombinaison du matériel héréditaire. La deuxieme division
méiotique progresse rapidement. Elle ne dure qu'environ 5 heures. Il est donc rare de trouver les

spermatocytes secondaires sur les coupes histologiques (Cheng et Mruk, 2013).

¢ Phase de différenciation
Elle est aussi appelée la spermiogenese. Elle ne comporte pas de division. Mais elle correspond a
la différenciation des spermatides en spermatozoides qui seront libérés dans la lumiere du tube

séminifere.

e Apoptose
Elle intervient dans le processus d’élimination des cellules germinales présentant des anomalies
chromosomiques. Elle permet I’ajustement du nombre de cellules germinales par rapport au nombre

de cellules de Sertoli qui est constant.

I1.2. Aspect moléculaire

La spermatogenese est régulée par un systeme neuro-endocrinien, désigné sous le nom d'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique. Cette régulation englobe une série de mécanismes de
signalisation. Elle est orchestrée par un trés grand nombre de genes impliquant les signaux
hormonaux, locaux (les facteurs de croissance, les cytokines) et les facteurs de transcriptions
permettant 1’expression de genes cibles impliqués dans les différentes étapes de la multiplication, la

maturation, la différenciation et de 1’apoptose des cellules germinales.

I1.2.1. Hormones
Les fonctions du testicule sont sous le contrdle des gonadotrophines. Il s’agit de 1’hormone

folliculo-stimulante (FSH) et de 1I’hormone lutéinisante (LH). Elles sont sécrétées de maniere
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continue et réguliere par 1’hypophyse en réponse a I’hormone de libération des gonadotrophines

hypophysaires (GnRH) provenant de I’hypothalamus (Dubest et Pugeat, 2005).

I11.2.1.1. Hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires (GnRH)

En amont du complexe hypothalamo-hypophysaire, il existe des neurones a kisspeptine qui
expriment des prolongements axonaux vers les neurones a hormone de libération des
gonadotrophines hypophysaires (GnRH) de 1’hypothalamus. Ceux-ci expriment a leur surface le
récepteur a kisspeptine (KISS1R). La libération de kisspeptine va entrainer via 1’activation du
récepteur KISS1R la dépolarisation du neurone a GnRH et la libération de GnRH dans le systéme
porte hypothalamo-hypophysaire. Celle-ci s’effectue de fagon pulsatile toutes les 90 minutes. La
GnRH agit au niveau de I’hypophyse, laquelle va sécréter les gonadotrophines FSH et LH qui sont

libérés dans la circulation sanguine (Bertrand-Delepine et al., 2016)

I11.2.1.2. Hormone folliculo-stimulante (FSH)

Elle est importante pour la spermatogenese. Cependant des incertitudes existent encore quant aux
conditions de son action (Simoni et al., 1999). Son réle majeur pourrait s’exercer pendant la vie
foetale sur la prolifération des cellules de Sertoli et a I’dge adulte sur I’initiation de la
spermatogenese. L’absence de la FSH entraine des testicules de petites tailles et la testostérone
plasmatique est maintenue a des taux normaux au prix d’'une LH élevée (Simoni et al., 1999). La
FSH pourrait aussi participer a la stimulation indirecte de la production de la testostérone au niveau
des cellules de Leydig et d’autres part réguler I’action de cette hormone au niveau des cellules
cibles en contrdlant 1’expression du gene des récepteurs des androgenes. Elle présente des

récepteurs au niveau de la cellule de Sertoli et y induit la synthese des éléments suivants :

une protéine transporteuse de la testostérone, les protéines de liaison des androgenes (ABp),
- Il'inhibine, qui existe sous 2 formes A et B,

- un facteur mitogene, le facteur de croissance séminifere (SGF)

- un facteur de croissance a I’insuline (IGF1)

- un des activateurs du plasminogene,

- une Hormone Anti Millerienne (AMH) dans le testicule feetal uniquement.

I1.2.1.3. Hormone lutéinisante (LH)

Elle controle la production des androgeénes par un mécanisme de rétro inhibition (Dayalu et
Kittok, 1996). Elle présente des récepteurs sur les cellules de Leydig et y induit la syntheése des
molécules suivantes :

- les hormones stéroidiennes : les androgenes, en particulier la testostérone,
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- l'ocytocine et la vasopressine.

I1.2.1.4. Testostérone

Elle contribue a la mise en place des premiers stades de la spermatogenese avec la FSH, mais
seule la testostérone intervient dans la spermiogenese. La concentration testiculaire en testostérone
est plus élevée que celle du plasma. En effet, un taux élevé de testostérone intratesticulaire est
requis pour le maintien de la spermatogenese. Enfin, méme s'il est établi que la FSH et les
androgenes sont essentiels a la production des spermatozoides, les genes cibles dans les cellules de
Sertoli qui interviennent dans la spermatogenese n'ont pas encore été identifiés (Simoni et al.,

1999).

I1.2.2. Facteurs locaux

Les différentes étapes de la spermatogenese sont sous le contrdle direct de certains facteurs de
croissance et des cytokines produits par les cellules de Sertoli. Ces facteurs régulent le
développement des cellules de la lignée germinale pendant la vie feetale, la puberté et la vie adulte.
Ainsi, les cellules germinales expriment des récepteurs spécifiques pour des molécules produites
par les cellules de Sertoli comme EGF / TGF,, les TGF; et ses peptides apparentés, le SCF, I'IGF I
et le BFGF (Benahmed et al., 2000).

Pendant le développement embryonnaire de la gonade male, des facteurs locaux comme le SCF
favorisent la migration des cellules germinales primordiales (CPG) ainsi que leur survie (réle anti-
apoptotique). La multiplication des gonocytes est stimulée par le SCF, le LIF et le BFGF. La
prolifération des spermatogonies a la puberté ou lors de chaque cycle de la spermatogenese a 1'age
adulte, serait induite par le SCF, 'EGF / TGF, et 1GF-1, tandis que le TGFp et l'inhibine
diminueraient la prolifération de ces cellules. Plusieurs molécules semblent étre impliquées dans les
phénomenes de la méiose (EGF, TGF, PNGF) et de la spermiogenese (EGF).

De plus, ces facteurs sertoliens qui contrlent la spermatogenese, peuvent €tre régulés par les
hormones. Ces observations illustrent, de nouveau, le role de relais local des molécules de
signalisation vis-a-vis des hormones (FSH, testostérone). Cependant, 1’expression de ces facteurs
sertoliens peut €tre aussi sous le controle de facteurs locaux comme le TNF,, I'IL1, ou le NGF,

provenant des cellules germinales (Benahmed et al.,2000).

I1.2.3. Controle neuro-endocrinien des fonctions gonadiques males
La maturation des testicules a la puberté implique une initiation de la production d’androgenes
par les cellules de Leydig, la croissance des tubules séminiferes et le démarrage de la

spermatogenese (Hamamah ef al. 1999). Ces trois évenements sont sous le contrdle du systeéme
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neuro-endocrinien. La GnRH provoque la sécrétion hypophysaire de la FSH et de la LH. Pendant
I’enfance, les concentrations plasmatiques de la FSH et de la LH restent basses.

A la puberté, la LH agit sur les cellules de Leydig pour stimuler la production de la testostérone.
Une partie de la testostérone va agir sur les cellules de Sertoli pour initier la spermatogenese. Selon
les tissus, la testostérone libre joue le role de pro-hormone et sera métabolisée en di-hydro-
testotérone (DHT) ou aromatisée en cestradiol pour agir sur le récepteur des androgenes et le
récepteur ERa.

La FSH agit conjointement avec la testostérone intratesticulaire au niveau des cellules de Sertoli
des tubes séminiferes pour amplifier la spermatogenese. La cellule de Sertoli sécréte également de
facon indépendante de I’inhibine B dont la production double sous I’effet de la FSH.

Plusieurs mécanismes permettent de réguler I’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire :

- L’inhibine B produite par les cellules de Sertoli régule la sécrétion hypophysaire de FSH par
un rétrocontrdle négatif. Elle n’a pas d’effet direct sur I’hypothalamus ;

- L’augmentation du taux de testostérone circulant va inhiber la sécrétion de la GnRH et des
gonadotrophines. En effet, la majeure partie de 1’action inhibitrice de la testostérone passe par sa
conversion par 1’aromatase en cestradiol dans 1’hypothalamus. L’cestradiol, par 1’activation de son
récepteur ERa, réduit la fréquence des pulses de GnRH via probablement une action indirecte au
niveau des neurones a kisspeptine. Ainsi I’cestradiol exerce un effet inhibiteur direct sur les cellules
gonadotropes hypophysaires. Les deux actions contribuent a une diminution de I’amplitude des
pulses de LH chez ’homme;

- La leptine intervient également au niveau de 1’axe en activant son récepteur LEPR sur les
neurones a kisspeptine ;

- La prolactine quant a elle exerce un effet antigonadotrope au niveau hypothalamique. Le
mécanisme d’action s’exercerait au niveau du neurone a kisspeptine. En effet, seuls quelques
neurones a GnRH expriment le récepteur a la prolactine. Chez le rongeur, I’hyperprolactinémie
induit un dysfonctionnement de la GnRH, qui est corrigé par I’administration de kisspeptine. Ces
résultats sont donc en faveur d’une action indirecte de la prolactine sur les neurones 2 GnRH, via les

neurones a kisspeptine (Bertrand-Delepine et al., 2016).

ITII. SPERMIOGENESE

Elle correspond au processus de différenciation des spermatides en spermatozoides capable de se
déplacer et de féconder (Rousseaux et al., 2003). Elle est caractérisée par des transformations
morphologiques radicales :

- la formation du flagelle,

- le développement de 1’acrosome,
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- la condensation des chromosomes et des protéines du noyau pour former la téte du
spermatozoide,

- le largage des spermatozoides dans la lumiere du tube séminifere (la spermiation).

L.V. SPERME
Le sperme est un liquide biologique expulsé du corps lors de 1'éjaculation. Il est constitué des

spermatozoides et du plasma séminal.

IV.1. Spermatozoide

Le spermatozoide est la cellule reproductrice ou gamete male. Il intervient dans la reproduction
sexuée. Il est long d’environ 60 um et il est constitué de trois grandes parties : la téte, la piece
intermédiaire et le flagelle (Figure 4).

Les spermatozoides possedent plusieurs caractéristiques physiologiques indispensables a la
fécondation. Il s’agit de :

- la mobilité qui est une propriété essentielle, qui conditionne le pouvoir fécondant des
spermatozoides. Ceux-ci sont capables de se déplacer grace aux mouvements de leur flagelle ;

- la fécondance qui désigne I'ensemble des propriétés du spermatozoide le rendant apte a toutes
les étapes de la fécondation. Ces propriétés sont : la mobilité, I’'intégrité de la morphologie de
I’ADN.

- lavitalité qui correspond au nombre de spermatozoides vivants dans un éjaculat

- TDactivité métabolique qui est quasi nulle. II n'y a pas de synthese d'ARN, comme en
témoignent la compaction de la chromatine ainsi que 'absence de nucléoles et de pores nucléaires ;
il n'y a pas de synthese de protéines, comme en atteste 1'absence de ribosomes. Seule persiste
l'activité respiratoire des mitochondries, le mouvement flagellaire exigeant un apport important
d'ATP.

- I’hétérogamétie ou la digamétie ; la méiose en séparant les 2 éléments de la paire XY, fournit

en nombre égal des spermatozoides a 22 autosomes + X et d'autres a 22 autosomes + Y.

IV.1.1. Téte du spermatozoide

Elle est grossierement ovoide, 1égerement aplatie et un peu effilée vers l'avant. Elle est constituée
d'un noyau et d'un acrosome. Ceux-ci sont enveloppés par une mince couche hyaloplasmique et par
la membrane plasmique.

- L’acrosome est long de 4 a 5 um et large de 1,5 a 3 um. Il contient de nombreuses enzymes

hydrolytiques qui interviendront dans la traversée des enveloppes de 1'ovocyte.
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- Le noyau occupe la plus grande partie de la téte et ne possede pas de nucléoles. Il est entouré
par une enveloppe nucléaire de structure classique mais dépourvue de pores. Il renferme les
informations génétiques.

- Le hyaloplasme est représenté par un espace sous-acrosomal et un espace péri-acrosomal. Il
ne contient aucun organite, mais en arriere de 1'acrosome il est condensé en une plaque circulaire :
la cape post-acrosomale.

- La membrane plasmique est classique et sans particularité morphologique.

IV.1.2. Piece intermédiaire

La piece intermédiaire est constituée d’une gaine de mitochondries a disposition hélicoidale qui
fournit I'énergie nécessaire aux mouvements des spermatozoides. Elle présente un filament axial ou
axoneme qui comporte 9 doublets de microtubules périphériques et un doublet central. Elle est
séparée de la téte par le col qui est la zone de jonction entre la téte et le flagelle. C’est une région
tres complexe dans laquelle se distingue deux constituants essentiels : un appareil centriolaire et une
piece connective. Ils sont entourés par une mince couche de hyaloplasme et par la membrane
plasmique. La limite inférieure de la piece intermédiaire correspond a la terminaison de I’hélice

mitochondriale au niveau de 1’annulus.

IV.1.3. Flagelle

Le flagelle correspond a la partie du spermatozoide qui ondule et qui lui permet de se déplacer.
Il comprend une piece principale et une piece terminale. La piece principale a une structure
particuliere, identique sur toute sa longueur. Elle comporte une gaine de fibres denses externes
autour de l'axoneme. Une gaine fibreuse, formée par l'association d'anneaux semi-circulaires,
entoure 1'ensemble axoneéme-fibres. La pi¢ce terminale ne contient plus que les microtubules de

l'axoneme.
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Figure 4 : Spermatozoide.

(Source :

http://www.embryology.ch/francais/cgametogen/popupgametogen/03spermato/spermatomehr.html :

consulté le 25/11/2017)
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IV.2. Plasma séminal

Le plasma séminal est le fluide composant la majorité du sperme. 1l est sécrété par la prostate, les
vésicules séminales, 1’épididyme et les glandes de Cowper. Chacun des segments des voies
génitales males fabrique une molécule qui lui est propre (Rollet, 1999). De nombreuses molécules
entrent dans sa composition. Il s’agit: des glucides libres et liés (glucose, fructose, sorbitol),
d'acides organiques (acide citrique, acide ascorbique), de substances azotées non protéiques
(polyamines, carnitine, cholines), de protéines sériques (albumine, immunoglobulines, hormones
peptidiques), de protéines cellulaires (calmoduline, AMPc), de protéines spécifiques (lactoferrine,
inhibiteurs de protéases), de lipides (prostaglandines, phosphorylcholine, cholestérol , stéroides),
d'enzymes (protéases, glucosidases, phosphatases, transférases), de composés minéraux (Zn, Ca,
Mg.), de facteurs de croissance (TGF,, TGFg, IGFI, IGFII, EGF...), de cytokines (IL6, TNF,....),
de composés organiques retrouvés a des concentrations tres élevées qui gerent en grande partie
I'osmolarité du plasma séminal, de vitamines (Juyena et Stelletta, 2012).

Le plasma séminal joue plusieurs roles dans le maintien de la fertilit¢ masculine. Il est chargé
de nourrir et de véhiculer les spermatozoides jusqu’au vagin lors d'un rapport sexuel. Il les protege
contre 1’environnement hostile du vagin en créant un milieu de type tampon alcalin. Le plasma
séminal intervient dans la coagulation de 1'éjaculat et la constitution d'un dépdt de spermatozoides
dans le vagin. Il permet le stockage d'inhibiteurs de la capacitation, 1’activation et I’amélioration de

la mobilité des spermatozoides, la liquéfaction de 1'éjaculat apres 15 a 20 minutes (Rollet, 1999).

V. INFERTILITE MASCULINE

Elle se définit comme étant 1'absence de grossesse apres au moins un an de rapports sexuels non
protégés et réguliers (Leridon, 1982). Elle est I'impossibilité pour un homme de procréer a cause
d'un défaut de son sperme. Elle est caractérisée par un faible volume de sperme, un déficit de la
quantité, une mauvaise mobilité, une morphologie anormale ou un défaut de fonctionnement des
spermatozoides. Les causes de I’infertilité masculine sont nombreuses (Traoré et al., 2008). Elles
peuvent étre d’origine génétique, liées a un varicocele, a la consommation de I’alcool et de la
cigarette, aux oreillons, a une radiothérapie, a certains traitements médicaux, aux infections
sexuellement transmissibles (IST), au stress et aux déficiences nutritionnelles (May-Panloup et al.,
2001 ; Mc Elreavey et al., 2002). 1l existe d’autres facteurs tels que les probleémes immunitaires qui
empéchent la progression des spermatozoides a travers les voies génitales féminines. Les atteintes
de la spermatogénese peuvent aussi €tre a 1’origine de 1’infertilité masculine. Elles peuvent avoir

des causes génétiques ou somatiques comme I’indique le tableau i en annexe. Cependant, il existe

des cas d'infertilité masculine d’origine inexpliquée (Pasqualotto et al., 2008).
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L’examen de référence permettant d’identifier les différentes anomalies du sperme est le
spermogramme. Il permet I’étude des parametres quantitatifs et qualitatifs du sperme. Le sperme
normal est dit normozoospermique. Il doit répondre aux normes de 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS 2010) qui offrent un cadre d’interprétation pour chacun des parametres du sperme
étudié. Ces normes sont décrites au tableau ii en annexe. Les normes de I’OMS conduisent a une
standardisation du spermogramme et permettent de définir les différentes pathologies du sperme.

En cas d'anomalies du spermogramme, des examens complémentaires permettent de situer le
niveau et la cause de I’infertilité. Ceux-ci peuvent comporter :

- un caryotype,

- des dosages hormonaux,

- des recherches immunologiques,

- une biopsie testiculaire,

- la biochimie séminale,

VI. AZOOSPERMIE

L’azoospermie est une cause de I’infertilité masculine (Coat et al., 2011). Elle est caractérisée
par une absence totale de spermatozoides dans 1’éjaculat sur deux spermogrammes a trois mois
d’intervalle car c’est la durée de la spermatogenese. Son diagnostic est formel lorsqu’aucun
spermatozoide n’est retrouvé dans le culot de sperme apres centrifugation de la totalité de 1’éjaculat.
La centrifugation permet de s’assurer que le sperme ne contient pas de rares spermatozoides.

Ce trouble peut étre d'origine génétique ou apparaitre a la suite d'une infection testiculaire, ou
apres 1'utilisation de certains traitements. Il peut étre dii a une pathologie testiculaire (Traoré ef al.,
2008).

L’azoospermie peut étre soit excrétoire, soit sécrétoire.

- L’azoospermie excrétoire (ou obstructive) ; elle est due a un obstacle qui empéche les
spermatozoides fabriqués dans le testicule de passer dans le sperme éjaculé.

- L’azoospermie sécrétoire (ou non obstructive) correspond a un défaut de la fabrication des
spermatozoides dans le testicule. Dans ce cas, elle peut étre d’origine testiculaire dite « basse » ou
d’origine hypothalamo-hypophysaire dite « haute ».

L’exploration biologique de 1’azoospermie fait intervenir en plus du spermogramme, des

examens complémentaires tels que : les dosages hormonaux, la biochimie séminale.

VI.1. Dosages hormonaux
Tous les patients azoospermes bénéficient de dosages hormonaux pour évaluer la fonctionnalité

des compartiments sertoliens et leydigiens. En effet, les interactions complexes de ces deux
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compartiments sont nécessaires au bon déroulement de la spermatogenese. La fonction sertolienne
est évaluée par des dosages de la FSH et de I’inhibine B sérique. La fonction leydigienne est
explorée par un dosage de la testostérone totale. En cas d’hypotestostéronémie, un dosage de la LH

et de la prolactine complete le bilan étiologique de 1’hypogonadisme.

VI.1.1. Dosage de la FSH

Il permet d’orienter le praticien vers une origine sécrétoire de 1’azoospermie. En effet, la FSH
stimule la production des spermatozoides par les testicules. Ainsi le dosage de la FSH en cas
d’azoospermie peut présenter plusieurs valeurs :

- La valeur normale de la FSH indique que le testicule fabrique normalement des
spermatozoides, mais il y a un obstacle a leur passage dans I'éjaculat.

- La valeur élevée de la FSH traduit le fait que le testicule ne fabrique pas assez de
spermatozoides (Merdassi ef al., 2011). Cela peut étre la conséquence d’une insuffisance
testiculaire primitive. Les testicules sont alors atteints et il y a un défaut de production de
spermatozoides et de la testostérone.

- Un taux inférieur a la normale de la FSH est le signe d’un hypogonadisme. En effet,
I’hypogonadisme chez I’homme est un syndrome clinique qui résulte du défaut de la production

testiculaire de la testostérone et / ou de sperme.

VI.1.2. Dosage de I'inhibine B et de I'hormone anti-miillerienne (AMH)
Ces hormones sont secrétées par les cellules de Sertoli. Elles sont indispensables a la
spermiogénese (Deffieux et Antoine, 2003). Les taux d'inhibine et d'AMH sont bas dans les

azoospermies sécrétoires, et sont généralement normaux dans le cas des obstructives.

VI.1.3. Dosage de la testostérone

Il est le reflet de la fonction endocrine des testicules. Son dosage couplé a celui des
gonadotrophines permet le diagnostic d’un hypogonadisme. Cet hypogonadisme peut €tre soit
hypergonadotrope, ou normogonadotrope ou hypogonadotrope. Les manifestations cliniques
peuvent inclure une baisse de la libido, des troubles érectiles, une ostéopénie/ostéoporose, et / ou
une infertilité¢ (Xu et al., 2015). En effet, I'ostéopénie est une baisse de la densité de 1'os. Il s'agit
d'un état physiologique, précurseur de l'ostéoporose. L'ostéoporose correspond a une maladie
diffuse du squelette caractérisée par une diminution de la densité osseuse et des altérations de la

micro-architecture des os.
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VI.1.4. Dosage de la prolactine

Il est indiqué lors des troubles de la sexualité avec une perte de la libido ou en cas
d’hypoandrisme. L’hypoandrisme est une anomalie qui est caractérisée par la persistance de
certains caracteres infantiles chez un adulte de sexe masculin.

Si le niveau de la prolactine est augmenté, il faudra rechercher par I’imagerie par résonance

magnétique (IRM) un adenome hypophysaire qui n’est pas exceptionnel chez I’homme.

VIL.2. Biochimie séminale

Elle correspond au dosage sur un prélevement de plasma séminal, de marqueurs spécifiques
produits par les différentes glandes de 1'appareil génital de 'homme. Elle constitue un complément
du spermogramme dans le cadre de I’exploration de I’infertilité masculine. En effet, elle renseigne
le clinicien sur I’aspect fonctionnel de I’épididyme, la prostate et les vésicules séminales. Le dosage
de ces marqueurs biochimiques peut informer, positivement ou négativement, sur I’existence de
phénomenes obstructifs, inflammatoires des voies excrétrices du tractus génital masculin (Rollet,
1999). Les marqueurs du plasma séminal t€émoignant du fonctionnement des glandes annexes sont
présentés par le tableau iii en annexe. Ces marqueurs sont :

- le zinc, I’acide citrique, les phosphatases acides pour la prostate,

- le fructose pour les vésicules séminales,

- la L-carnitine, I’alpha-glucosidase pour I’épididyme.

Lorsque le taux d’un marqueur biochimique est bas, c’est qu’il existe un obstacle en aval de la
partie qui produit cette substance, ou une agénésie qui correspond a une absence de développement
de cette partie. Ainsi la diminution d’un des marqueurs biochimiques peut orienter I’azoospermie
vers une origine obstructive comme 1’indique le Tableau iv en annexe. L’intérét de la biochimie du
plasma séminal est donc double. Il permet de vérifier l'intégrité de la voie génitale et de préciser le
niveau de I’anomalie (Rollet, 1999).

L’environnement biochimique a une grande influence sur les fonctions du spermatozoide. Aussi
il est important d’avoir une connaissance de la composition du plasma séminal afin de mettre en
place des techniques de diagnostic et de thérapie de 1’azoospermie (Coulibaly et al., 2014a ;

Coulibaly et al., 2014b).

VII. ELEMENTS MINERAUX ET FERTILITE MASCULINE

Les éléments minéraux forment une vaste famille d'éléments inorganiques que 1'on trouve dans
notre alimentation. Ils sont pour certains, essentiels a la réalisation de fonctions biologiques vitales
(Kasperczyk et al., 2015). Ce qui permet de distinguer : les macro-éléments ou les éléments

minéraux majeurs et les oligo-€léments ou les éléments en traces. Dans la cellule, les minéraux
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interviennent dans une large gamme de fonctions : la minéralisation, le controle de I'équilibre en
eau. IIs interviennent aussi comme des catalyseurs de plusieurs réactions biochimiques (Wong et
al., 2001). IIs prennent part au fonctionnement des systemes hormonaux, musculaire, nerveux et
immunitaire.

De nombreux travaux ont permis de les identifier dans le plasma séminal (Umeyama et al.,
1986 ; Rosecrans et al., 1987 ; Sakandé et al., 2012). Ils interviennent dans le maintien de la
fertilit¢é masculine (Wong et al., 2002). La qualité du sperme est corrélée a la concentration de
certains d’entre eux et leur présence reflete de fagon satisfaisante le fonctionnement des glandes
accessoires de l'appareil génital male telles que la prostate (Adamopoulos et Deliyiannis, 1983 ;
Xu et al., 1993 ; Banjoko et Adeseolu, 2013). IIs sont utilisés dans le traitement et la prévention de
Iinfertilit¢ masculine (Wong et al., 2002). Ils sont aussi indispensables a la régulation de la
réaction acrosomique, de la capacitation, et de la mobilité des spermatozoides (Marin-Briggiler et
al., 2003 ; Kwon et al.,2013). Ils peuvent servir d’outils de soutien a 1'évaluation de l'infertilité

masculine (AKinloye et al., 2011).

VIL.1. Sodium

Le sodium est un électrolyte (Na®), c'est-a-dire un sel minéral en circulation dans I'organisme. Il
joue un rdle capital dans la régulation de la pression osmotique, de 1'équilibre hydro-électrolytique
et de la masse hydrique de I'organisme (Torres-Flores ef al., 2008 ; Martins et al., 2014). C'est le
principal ion des liquides extra-cellulaires. Les échanges de sodium entre la cellule et le milieu
extérieur se font a travers des structures protéiques situées au niveau de la membrane plasmique.
Ainsi le sodium entre dans la cellule par des canaux voltage-dépendants et récepteur-dépendants,

des échangeurs, des cotransporteurs ; il en sort grice a la pompe Na'/K™-ATPase.

VIL.2. Potassium

Le potassium est un minéral essentiel et un électrolyte majeur. Il est vital pour la survie des
cellules de I’organisme. En association avec le sodium, le calcium et le magnésium, il maintient
I’équilibre ionique entre I’intérieur et I'extérieur des cellules. Il participe également aux
mouvements d’eau se déroulant dans les cellules (avec les ions sodium). Sa fonction premiere est
de maintenir un équilibre optimal des fluides et un bon niveau du pH dans I’organisme. De plus, il
intervient dans la synthese des protéines, ainsi que dans celle des glucides. Le potassium est
principalement intracellulaire. Il joue un réle déterminant dans la repolarisation cellulaire. En effet,
la dépolarisation consécutive a l'entrée dans la cellule de sodium et de calcium est suivie de la

repolarisation par la sortie de potassium. Le retour de la cellule a 1'état d'équilibre initial est assuré

26



par la pompe membranaire Na'/K'-ATPase. Les échanges entre potassium cellulaire et extra-
cellulaire sont permanents, et s'effectuent par différentes structures (Li et al., 2004) :

- la pompe Na'/K"-ATPase

- des transporteurs, en particulier des cotransporteurs comme la Na™/K*-2CI’

- des canaux dont l'ouverture permet un transfert passif de K. Il s’agit des canaux
K" dépendants du potentiel, des canaux couplés aux ions sodium et surtout calcium, des canaux

couplés aux médiateurs tels que 1'acétylcholine et I'adénosine.

VIL.3. Chlorure

Le chlorure se trouve dans les liquides extracellulaires de notre organisme. Tres souvent associé
au sodium et au potassium, il permet de répartir 1'eau dans notre organisme, de réguler la pression
osmotique, de participer a la neutralité électrique de l'organisme, de maintenir 1'équilibre acido-
basique, et de favoriser le transport du CO; dans le sang (Wertheimer et al., 2008 ; Dussol, 2010).
L'échange entre le milieu extérieur et les cellules a travers la membrane plasmique s'effectue grace a

des canaux, des co-transporteurs, des échangeurs, des récepteurs canaux.

VIL4. Calcium

Le calcium est un messager intracellulaire ubiquitaire controlant de nombreux processus tels que
la dépolarisation, la contraction des muscles lisses ou striés, la sécrétion hormonale, 1’activation
d'enzymes, les transports intracellulaires, et I’activation de transports ioniques (Shukla et al., 2012).
La concentration extracellulaire de calcium, est élevée comparativement a celle intracellulaire. Elle
est régulée de sorte qu'elle ne subit que de tres faibles variations. La concentration en calcium intra
cytoplasmique reste faible, car la cellule possede des moyens de l'expulser a l'extérieur. Elle est
aussi capable de piéger le calcium dans certains organites intracellulaires comme le réticulum
endoplasmique ou les mitochondries. Le gradient électrochimique est en faveur d’une entrée du
calcium dans le cytosol. Ainsi, la signalisation cellulaire du calcium est liée a une augmentation de
sa concentration cytosolique qui peut étre caractérisée par son origine, son amplitude, sa durée et sa

fréquence (Shukla et al., 2012).

VIL.5. Magnésium

Le magnésium est un ion ubiquitaire qui intervient dans de nombreux mécanismes biochimiques
et fonctions physiologiques. Il représente au plan quantitatif le deuxieme cation intracellulaire apres
le potassium. Il est indispensable au fonctionnement de nombreuses enzymes cellulaires dont la
Na'/K*-ATPase (Abou-Shakra et al., 1989). La concentration en magnésium libre dans la cellule

est a peu pres égale a la concentration extracellulaire. Il n’ya donc que peu ou pas de gradient de
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diffusion entre la cellule et le plasma. Au niveau cellulaire, il controle et régule I'entrée du calcium

dans la cellule et les liquides intra cellulaires.

VIL.6. Phosphore

Le phosphore existe dans I'organisme sous forme minérale. Il s’agit de 1'acide orthophosphorique
et de ses différents sels, souvent désignés sous le terme de phosphore inorganique. Le phosphore se
présente sous diverses formes organiques : phospholipides, phosphoprotéines, acides nucléiques,
adénosine triphosphate (ATP), nicotinamide adénosine dinucléotide phosphate, 2,3-
bisphosphoglycérate... Le phosphore contribue au maintien de 1'équilibre acido-basique (pH) et
participe a la plupart des réactions biochimiques de 'organisme, notamment sous forme d'ATP (la
principale forme de stockage et de transport d’énergie dans la cellule). Enfin, c'est un constituant

essentiel de divers composés biologiques (ADN, ARN, phospholipides des membranes cellulaires).

VIL7. Fer

Le fer est un élément essentiel a la vie de tout organisme. Il intervient en effet dans de
nombreuses fonctions métaboliques et de signalisation. Il peut adopter deux formes ioniques
différentes Fe** ou Fe’*. Cette flexibilité fait du fer un acteur important des réactions d'oxydo-
réduction de la cellule. Ainsi, il va servir de centre catalytique d'enzymes intervenant dans ce type
de réactions. Ces enzymes interviennent dans des processus cellulaires centraux comme les
transports d'électrons, l'activation de l'oxygene, la réduction du peroxyde, la synthese des
nucléotides ou des acides aminés, la synthese de I'ADN ou encore la photosyntheése (Aydemir et al.,
2006). Cependant, bien que bénéfique a des niveaux normaux, l'exces de fer devient toxique en
raison de sa capacité a catalyser la production de radicaux libres et d’entrainer ainsi des dommages

aux macromolécules cellulaires.

VIII. STRESS OXYDATIF

Le métabolisme cellulaire produit a 1’état physiologique une variété d’especes réactives de
I’oxygene (ERO) (De Lamirande et al., 1997). Les ERO sont des especes chimiques oxygénées
telles que des radicaux libres, des ions oxygénés et des peroxydes, rendus chimiquement tres
réactifs par la présence d'électrons de valence non appariés. Les radicaux libres sont représentés par
le radical hydroxyle (OH"), les anions superoxydes (O;"), les alkylperoxyles (RO"). Les especes
non radicalaires correspondent au peroxyde d’hydrogene (H,0;) et aux hydroperoxydes (RO,H).

La formation des ERO est une conséquence normale du métabolisme aérobique chez I'homme.
Les sources métaboliques les produisant sont nombreuses. Il s’agit de la chaine respiratoire

mitochondriale, des cytochromes P-450, de I’activité de la NADPH oxydase, la myéloperoxydase,
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I’oxyde nitrique synthase (NOS), la xanthine oxydase. Les ERO sont indispensables au bon
fonctionnement de 1’organisme (De Lamirande ef al., 1997). Mais, le déséquilibre entre la
production des ERO et les capacités cellulaires antioxydantes peut étre a 1’origine du stress oxydant.
Les effets de celui-ci sont retrouvés dans tout l'organisme et dans des pathologies tres variées. Il est
a l’origine d’altérations moléculaires et cellulaires irréversibles. En effet, les ERO ont une tres
grande réactivité vis a vis des lipides, des protéines et de I'ADN (Laudat ef al., 1999 ; Therond,
20006).

e Oxydation des protéines par les ERO

Elle peut avoir lieu sur la chaine polypeptidique et les chaines latérales nucléophiles ou redox
sensibles des acides aminés. Dans les conditions physiologiques, les cibles majeures des ERO sont
les acides aminés soufrés (cystéine, méthionine), les acides aminés basiques (arginine, lysine) et les
acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophane). Les protéines modifiées par
I’oxydation perdent leurs propriétés biologiques et deviennent beaucoup plus sensibles a 1’action

des protéases (Therond, 2006).

e Oxydation de ’ADN

Les ERO agissent directement sur [’acide désoxyribonucléique (ADN); entrainant la
modification des bases puriques et pyrimidiques. Il s’agit des cassures simples ou doubles de la
chaine oligonucléotidique, des pontages avec des résidus protéiques (Wright et al.., 2014). Les
dérivés de la réaction des ERO avec I'ADN sont tres nombreux. Il s’agit du glycol de thymine, de la
8-hydroxyguanine, de la 8-hydroxy-adénine, du formamido-pyrimidine, du 5-hydroxyméthyl-uracil,
de la cytosine-glycol. Mais les bases guanines sont les sites privilégiés de I’oxydation de I’ADN. Ce
sont les cibles préférentielles des réactions de transfert d’électrons, elles sont également modifiées

par les radicaux hydroxyles.

e Oxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés des lipides sont la cible privilégiée de l'attaque par le radical
hydroxyle. Il est capable d'arracher un hydrogeéne sur les carbones situés entre deux doubles
liaisons, pour former un radical dieéne conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette réaction est
appelée la peroxydation lipidique. Celle-ci initie une réaction en chaine car le radical peroxyle
formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un nouveau radical
diene conjugué. La peroxydation lipidique se déroule en trois étapes :

- la phase d’initiation par déshydrogénation
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RH+X —» R'+XH

- la phase de propagation en présence d’O,

R’ + ‘'0-O°'—— ROOQO’ (réaction rapide)
ROO"+ RH— ROOH + R’ (réaction lente)

- la phase de terminaison par dimérisation de R’
Les radicaux formés précédemment réagissent entre eux pour conduire a plusieurs produits qui

ne sont plus des radicaux libres :

R"+R"—RR
ROO"+ ROO’ —— » ROOR + 0O,
R'+ ROO" ——» ROOR

Nous obtenons des peroxydes ROOR a 1’étape finale. La peroxydation lipidique conduit a la
formation de produits primaires comme les hydroperoxydes, ou de produits secondaires terminaux
comme le malondialdehyde (MDA), le 4-hydroxynonénal (4-HNE) et les isoprostanes (Therond,
20006).

Le MDA est un aldéhyde réactif. Il est présent naturellement dans les tissus, ou il est une
manifestation du stress oxydant. Il est issu notamment de l'action des ERO sur les acides gras
polyinsaturés. Il réagit aussi avec la désoxyadénosine et la désoxyguanosine pour former des
adduits a 'ADN (Laudat ef al., 1999 ; Ben Ali et al., 2012).

La peroxydation lipidique a des conséquences multiples en induisant une diminution de la
fluidité des membranes plasmiques, une augmentation de la charge négative de surface, et en
perturbant les membranes des organites cellulaires (Ben Ali ef al., 2012). Elle entraine ainsi une
inactivation des enzymes membranaires, une oxydation des groupements thiols, une augmentation
de la perméabilité membranaire, un gonflement des mitochondries avec 1’inhibition de la chaine

respiratoire et la perte du cytochrome C.

VIIL.1. Antioxydants

Les antioxydants ont pour role d’arréter le processus d’oxydation en neutralisant les radicaux
libres, afin de réduire leur nocivité (Nouri ef al., 2008 ; Shiva et al., 2011). Pour lutter contre
I’exces de la production des ERO, l'organisme dispose d'un arsenal important d'enzymes

antioxydantes ubiquitaires a savoir les superoxydes dismutases (SOD), la glutathion peroxydase
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(GPx) et la catalase (CAT). Il existe également des molécules antioxydantes hydrosolubles que sont
le glutathion, la vitamine C, I’acide urique. Les molécules antioxydantes liposolubles sont
représentées par la vitamine E, les caroténoides, la bilirubine. Toutes ces molécules interviennent
particulierement au niveau des membranes cellulaires et des lipoprotéines plasmatiques (Shiva et

al., 2011 ; Mahanta et al., 2012).

VIIL.2. Stress oxydatif et qualité du sperme

Les ERO sont produites de facon naturelle dans I’appareil génital masculin et y jouent de
nombreux rdles (De Lamirande et al.,, 1997). Les pro-oxydants et les antioxydants sont en
équilibre dans le sperme. La présence de concentrations modérées et controlées des ERO est
indispensable aux processus d’hyperactivation, de maturation, de capacitation des spermatozoides.
La réaction acrosomique, la mobilité, la fertilisation et ’adhérence des spermatozoides a 1’ovocyte
requiert aussi la présence des ERO (De Lamirande ef al., 1997).

Toutefois, des facteurs endogenes et exogenes peuvent rompre cet équilibre, en stimulant la
production des ERO et / ou en diminuant les défenses anti-oxydantes (Pons-Rejraji et al., 2009).
Le stress oxydatif est aujourd’hui décrit comme une des causes majeures de 1’infertilité masculine.

Dans le sperme, les sources internes de la production des ERO sont les mitochondries qui
génerent du peroxyde d'hydrogene (H»O;) et le systtme NADPH oxydase de la membrane
plasmique des spermatozoides. Cette capacité de production des ERO est plus importante dans les
cellules germinales immatures, notamment quand il y a un résidu cytoplasmique important. Les
sources extérieures de la production des ERO sont les globules blancs. Ceux-ci produisent le
peroxyde d’hydrogene (H,0,) et I'oxygene (O,). Les phagocytes et les lymphocytes produisent les
superoxydes qui semblent utiliser la NADPH oxydase comme enzyme. Le radical superoxyde et le
peroxyde d'hydrogene sont généralement retrouvés dans le sperme. L’anion superoxyde est peu
réactif, et est rapidement dismuté en peroxyde d’hydrogene (H,0;), spontanément ou par 1’action de
la superoxyde dismutase (SOD). D'autres cellules dans 1'appareil reproducteur male, interviennent
dans la production de faibles quantités d’ERO. Il s’agit des cellules endothéliales, des fibroblastes,
des cellules mésangiales, et des cellules musculaires lisses vasculaires.

Des concentrations élevées des ERO dans le sperme affectent la qualité des spermatozoides qui
sont particulierement sensibles au stress oxydatif et induit de nombreux dégats. Il s’agit ainsi :

- d’un taux élevé de spermatozoides présentant un ADN fragmenté,

- d’une variation du potentiel membranaire mitochondrial,

- de valeurs altérées de la concentration, de la mobilit¢ et de la morphologie des
spermatozoides,

- d’une viscosité accrue du plasma séminal.
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Toutefois, ces anomalies sont également associées a différentes pathologies et ne peuvent étre
considérées comme des indicateurs potentiels du stress oxydant. Mais certaines altérations de la
qualité spermatique sont qualifiées de signes sentinelles du stress oxydatif (Agarwal et al., 2006 ;
Gharagozloo et Aitken, 2011)

Pour lutter contre le stress oxydatif le sperme contient de nombreuses substances antioxydantes.
Il s’agit des antioxydants enzymatiques (SOD, GSH, la catalase) et des antioxydants non
enzymatiques tels que l'acide ascorbique, I’a-tocopherol, 1'acide urique, I'albumine, la carnitine, les
caroténoides, les flavonoides et la coenzyme Q10 (Giannattasio et al., 2002 ; Nouri et al., 2008 ;
Shiva et al., 2011). Certaines sont présentes dans les spermatozoides, mais le plasma séminal
constitue la meilleure protection (Nouri ef al., 2008 ; Kand’ar et al., 2011).

Il est possible de mesurer la production des radicaux libres, I’activité antioxydante totale (TAC)
et les effets biologiques du stress oxydatif. En pratique clinique, 1'évaluation du stress oxydatif est
faite par la mesure des produits de dégradation des lipides et par la mesure des capacités de
protection (Camejo et al., 2001 ; Li et al., 2004 ; Abdul-Rasheed, 2010 ). La détermination de
I’activité antioxydante totale (TAC) permet d’explorer le statut antioxydant du sperme. Elle permet

de déterminer la capacité du sperme a neutraliser les ERO (Ko et al., 2014).

IX. VITAMINES

Les vitamines sont des composés organiques nécessaires a la vie. Elles sont apportées par
I’alimentation en faible quantité (Nouri ef al., 2008 ; Benedetti et al., 2012 ; Gvozdjakova et al.,
2015). Bien que I’alimentation soit la source principale, d’autres origines existent. Par exemple, la
peau synthétise la vitamine D lorsqu’elle est exposée aux rayons ultraviolets et la vitamine K est
formée par la flore intestinale. Les vitamines sont indispensables a la croissance et au
fonctionnement normal de I’organisme (Nouri ef al., 2008 ; Benedetti ef al., 2012 ; Gvozdjakova
et al., 2015). Elles exercent leurs effets principalement de trois manieres : comme coenzyme pour
les vitamines hydrosolubles, anti-oxydants pour les vitamines C et E et hormones dans le cas des
vitamines A et D (Nouri ef al., 2008 ; Benedetti et al., 2012 ; Gvozdjakova et al., 2015). Les
vitamines différent par leur structure, leur source, les besoins journaliers et leur mode d’action. On
les classe en deux groupes selon leur solubilité :

- les vitamines liposolubles a savoir les vitamines A, D, E et K.

- les vitamines hydrosolubles qui sont les vitamines C, B1, B2, PP, B5, B6, B8, B9, B12.
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IX.1. Vitamine A

La vitamine A se présente dans l'organisme sous la forme de rétinol et de rétinal au niveau de la
rétine, d'acide rétinoique dans les os et les muqueuses ou de palmitate de rétinyle dans les réserves
stockées dans le foie. Le tableau v en annexe présente la structure de la vitamine A.

Bien que le rétinol et le rétinal soient stockés dans I’organisme, 1'acide rétinoique ne 1’est pas. A
coté de son role spécifique dans la synthese d’un pigment rétinien essentiel a la vision nocturne
appelé la rhodopsine, la vitamine A intervient essentiellement dans la croissance et le
développement de I’organisme, la différentiation des spermatozoides et des ovocytes, I’entretien du
squelette et des différents épithéliums notamment les muqueuses (Ball, 2008). Les rétinoides
naturels sont apportés a 1’organisme par 1’alimentation. Il s’agit des caroténoides et des béta-
carotenes contenu dans les carottes et les ceufs, les rétinylesters contenus dans la viande, le lait, le
foie.

Au sein de D'intestin, les rétinylesters de 1’alimentation sont hydrolysés en rétinol. Les
caroténoides sont hydrolysés dans un premier temps en rétinal grace a une béta-carotene
dioxygénase. Le rétinal est transformé en rétinol sous 1’action d’une rétinaldéhyde réductase. Le
rétinol circule 1i€é a une protéine de 21 kDaltons, le retinol binding protein (RBP). D’autres
rétinoides que le rétinol circulent dans le plasma a des concentrations nanomolaires. Il s’agit de
I’acide 13-cis-rétinoique, 1’acide rétinoique tout-trans (ARTT), ’acide 4-oxo-rétinoique tout trans,
et du tout-trans-retinoyl-B-glycuronide.

Au niveau des cellules cibles, le complexe circulant rétinol-RBP se fixe a des récepteurs
membranaires spécifiques, le géne codant ces récepteurs est le STRA6.

Apres fixation, le complexe se dissocie et seul le rétinol pénetre au sein de la cellule cible. Pour
bien pénétrer, le rétinol doit subir I’action d’une 1écithine : rétinol acyltransférase (LRAT).

Les métabolites actifs de la vitamine A sont donc synthétisés au sein des cellules cibles.

Dans le cytoplasme, le rétinol va subir plusieurs voies de métabolisation apres s’étre 1ié a un

récepteur cytosolique qui est le Cellular Retinol Binding Protein (CRBP) (Berbis, 2010).

IX.2. Vitamine E

Les vitamines E sont constituées d'un noyau 6-chromanol et d'une chaine latérale isoprénoide de
16 atomes de carbone, dont trois asymétriques comme 1’indique le tableau v en annexe. Ainsi la
vitamine E recouvre un ensemble de huit molécules organiques dont quatre tocophérols et quatre
tocotriénols. La forme biologique la plus active est I'a-tocophérol et celle la plus abondante dans
l'alimentation est le y-tocophérol. La vitamine E est 1’antioxydant liposoluble majeur des lipides,

elle est transportée essentiellement par les lipoprotéines de basse densité (LDL), qu’elle protege
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contre les phénomenes de la peroxydation lipidique touchant les acides gras polyinsaturés (Bramley
et al., 2000).

Les sources de la vitamine E sont alimentaires. Les aliments riches en vitamine E sont les
graines de tournesol, les amandes, les noisettes et les autres fruits a coques, le son des céréales, les
arachides, I’avocat, la pate de tomate en conserve.

La vitamine E est souvent utilisée comme conservateur alimentaire. Ces conservateurs
permettent d’éviter le rancissement des aliments par les radicaux libres. Il s’agit des conservateurs
E306 a E309. La vitamine E exerce une action favorable sur l'activité des glandes génitales et pour
cette raison elle fut surnommée "le facteur anti stérilité" (Gvozdjakova ef al., 2015). L'a-tocophérol
aurait un role dans la prolifération des cellules musculaires lisses de la paroi des vaisseaux,
modulerait le métabolisme de 1'acide arachidonique par la phospholipase A2 et interviendrait dans
l'activité de la protéine kinase C.

La vitamine E inhiberait la formation de prostaglandines et de thromboxanes intervenant ainsi
dans les processus inflammatoires et d'agrégation plaquettaire. Elle augmenterait la production de
substances endogenes vasodilatatrices, 1'adhésion des monocytes et diminuerait la flambée
respiratoire des phagocytes.

Le tocophérol porteur d'un radical peut réagir avec un nouveau radical libre pour former une
espece neutre, ou étre régénéré par la vitamine C, le glutathion ou la coenzyme Q10.

L’action de la vitamine E contre les ERO est caractérisée par :

- la prévention des phénomenes oxydants,

- TDinactivation des ERO en transformant ceux-ci en éléments stables,

- en captant I’électron radicalaire des éléments hydrophiles que sont 1’acide ascorbique, le
glutathion et des éléments hydrophobes comme la vitamine E, la caroténoides, la flavonoides,
I’ubiquinol, la bilirubine, la mélatonine,

- ou encore en réparant les 1ésions induites par les ERO.

La vitamine E a la capacité de capter et de stabiliser par résonance 1'électron célibataire des

radicaux libres, suivant la réaction :

tocophérol-OH + LOQOe —* tocophérol-Os + LOOH

(LOOs : radical libre lipidique)

IX.3. Vitamine D

La vitamine D présente une double origine : exogene et endogene. L’origine exogene de la

vitamine D correspond a I’apport alimentaire quand a celle endogene, elle résulte d’une néosynthese
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intervenant au niveau de I’épiderme (Holick, 2007). La vitamine D est présente dans notre
alimentation sous deux formes : la vitamine D, ou ergocalciférol, produite essentiellement par les
végétaux et les champignons, et la forme D3 ou cholécalciférol d’origine animale. Ces deux formes
sont liposolubles et relativement stables, notamment a la chaleur. La vitamine D, ou ergocalciférol
est d'origine végétale. Elle se trouve dans la plupart des aliments. La vitamine D3 ou cholécalciférol
est synthétisée au niveau de la peau par l'action des rayons ultraviolets sur le cholestérol. Elle est
également présente dans les aliments d'origine animale comme les huiles de poissons, les poissons,
le beurre, les ceufs, les foies d'animaux et le lait (Landrier, 2014).

La principale source de la vitamine Dj est la synthése endogéne qui se déroule au niveau de
I’épiderme, aprés une exposition aux rayonnements ultraviolets B (UVB) fournis par
I’ensoleillement. Elle est réalisée a partir du 7-déhydrocholestérol, un intermédiaire de synthese du
cholestérol, présent dans les membranes des cellules du derme et de 1’épiderme. L’énergie fournie
par les rayons UVB permet sa transformation en prévitamine D3, elle-méme rapidement convertie
sous I’effet de la chaleur en vitamine D3, libérée dans la circulation. Cette synthese de vitamine D
est donc étroitement liée a I’exposition solaire (Landrier, 2014).

La vitamine D d’origine alimentaire est incorporée dans des micelles mixtes et est absorbée au
niveau de la partie proximale de I'intestin gréle. Ce transport fait intervenir des transporteurs du
cholesterol (CD36, NPC1L1 et SR-B1).

Apres son transport, la vitamine D gagne le plasma en se fixant aux chylomicrons pour atteindre
le foie. La vitamine D néo synthétisée se lie a la protéine de liaison de la vitamine D (VDBP) qui
est une a2-globuline. Apres son transport dans la circulation sanguine, liée aux chylomicrons ou a la
VDBP, la vitamine D est captée au niveau hépatique et est hydroxylée en 25-hydroxyvitamine D
(25(OH)D) en présence de plusieurs enzymes de la famille des cytochromes P450 (CYP2RI,
CYP27A1, CYP3A4 et CYP2J2).

Apres cette premiere hydroxylation, la 25(OH)D circule dans le sang, majoritairement liée a la
VDBP. Ce complexe VDBP-25(OH)D est endocyté au niveau des cellules du tubule proximal rénal,
apres filtration glomérulaire, par une protéine de surface appelée mégaline. Une fois dans la cellule,
la VDBP est dégradée. Le transport intracellulaire de la 25(OH)D pourrait faire intervenir des
transporteurs intracellulaires de la vitamine D (IDBP). La 25(OH)D est ensuite soit réexcrétée dans
la circulation sanguine, soit transloquée a la mitochondrie pour subir une hydroxylation en position
1, aboutissant ainsi a la synthese du 1,25-dihydroxyvitamine D (1,25(OH)2D) ou calcitriol,
considérée comme la principale forme active de la vitmaine D. Cette hydroxylation en position 1 est
assurée par le cytochrome P450 27B1 (CYP27B1)

L’activité du CYP27BI1 est tres étroitement régulée par différents parametres du métabolisme

phosphocalcique. Elle est principalement stimulée par la parathormone (PTH) et une calcémie
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basse, tandis qu’elle est inhibée par le Facteur 23 de croissance du fibroblaste (FGF23) et la
concentration circulante de 1,25(OH),D, selon un mécanisme classique de rétrocontrdle négatif.

Contrairement a la syntheses rénale, la synthese extrarénale de 1,25(OH),D ne semble pas étre
régulée par la PTH ou la calcémie.

Le métabolisme de la vitamine D est autorégulé via une voie d’inactivation. En effet, le calcitriol
induit I’expression de la 24-hydroxylase (CYP24A1) qui convertit la 25(OH)Ds et 1a 1,25(0OH),D;
en métabolites inactifs (24,25 (OH), vitamine D et 1,24,25(OH); vitamine D) transformés ensuite
en acide calcitroique inactif (Holick, 2007). D’autres enzymes de la famille des cytochromes P450
comme le CYP3A4 peuvent également dégrader le calcitriol dans le foie et I’intestin (Landrier,
2014).

Le calcitriol est responsable des différents effets génomiques et non génomiques de la vitamine
D, dont les mécanismes d’action impliquent notamment un récepteur nucléaire spécifique,
le vitamin D receptor (VDR) et diverses voies de signalisation controlées par un récepteur
membranaire, la protéine disulfide. Deux hormones peptidiques, la calcitonine et la parathormone
(PTH), participent avec la 1,25-dihydrovitamine D3 a la régulation de I’homéostasie du calcium et a

celle du métabolisme du phosphate (Trifiletti, 2014).

IX.4. Action des vitamines sur la fertilité

Les vitamines ont été associées a la fertilit¢é de ’homme. Elles sont liées a la reproduction, la
spermatogenese, la synthése et la sécrétion d'androgene (Abdulkareem et al., 2005). Elles sont
utilisées dans le traitement de certaines infertilités et elles interviennent dans le piégeage des ERO
(Moslemi et Tavanbakhsh, 2011 ; Travers ef al.,2013 ; Vijayprasad et al., 2014).

La vitamine A intervient dans la régulation de la fonction testiculaire et de la fertilit€ masculine
(Abdulkareem et al., 2005). Elle participe a la différenciation du tractus génital méale, de la prostate
et des vésicules séminales. Elle induit la production de certaines hormones telles que la testostérone.
Au niveau des spermatozoides, une carence en vitamine A entraine une diminution de 1’activité des
activateurs de ’acrosine et du plasminogene qui sont des enzymes protéolytiques essentielles a
I’induction de la réaction acrosomique. La carence en vitamine A est aussi a I’origine du blocage de
la spermatogenese avec un arrét de la différenciation des spermatogonies (Abdulkareem et al.,
2005). Par contre, une hypervitaminose A induit des atteintes testiculaires et perturbe la
spermatogenese.

La vitamine D a un réle indirect sur la fertilit€é masculine en régulant le taux de calcium dans les
tissus reproducteurs particulierement les testicules (Blomberg, 2012). Des récepteurs de la vitamine
D ont été identifiés sur les cellules de Sertoli et sur les spermatozoides. La vitamine D et ses

récepteurs semblent jouer un role important au niveau de la survie des spermatozoides et de
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I’acquisition de leur pouvoir fécondant. Elle intervient dans la syntheése de certaines hormones telles
que la testostérone au niveau des testicules (Blomberg, 2012). La carence en vitamine D est
associée a une diminution massive de la fertilité avec une spermatogenese incomplete et des
anomalies du développement.

La vitamine E encore appelée vitamine anti stérilité est un anti oxydant majeur efficace pour la
protection des spermatozoides (Nouri ef al., 2008). De nombreuses études chez 1’animal et chez
I’homme infertile rapportent un effet bénéfique de la supplémentation en vitamine E sur la qualité
du sperme (Nouri et al., 2008). Une carence de cette vitamine cause chez le male une stérilité

incurable par suite d'une atrophie testiculaire et d'une destruction des cellules germinales et de

'épithélium séminifere.
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MATERIEL ET METHODES



I. MATERIEL
L.1. Site de I’étude

Cette étude a été réalisée a 1’Unité de Biologie de la Reproduction (UBR) du département de
Biochimie Clinique et Fondamentale de I’'Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI). Elle s’est

étendue sur la période allant de Janvier 2013 a Décembre 2016.

1.2. Matériel biologique

Il est constitué d’échantillons de spermes humains qui ont été recueillis chez des patients de
I’IPCI. Le recueil de sperme a été effectué avec 1’accord des patients pour I’utilisation de leur
prélevement a des fins de recherche, et I’autorisation de la Commission Nationale d'Ethique et de la
Recherche de 1a Cote d'Ivoire (CNER-CI); ordonnance n ° 36 / MLS / CNER / TB.

Ainsi, parmi les 850 spermes humains recueillis, seuls les échantillons du plasma séminal des
spermes normozoospermiques et azoospermiques ont été sélectionnés pour 1’étude de
I’identification de nouveaux biomarqueurs. Les échantillons de spermes normozoospermiques ont

été considérés comme le groupe de controle.

I.2.1. Criteres d’inclusion
Les criteres de sélection pour le recueil de sperme, ont été les suivants :
- avoir des rapports sexuels réguliers (au moins deux rapports sexuels par semaine)

- observer 3 jours d’abstinence de rapports sexuels avant le prélevement de sperme.

I.2.2. Criteres de non inclusion
Les criteres de non inclusion ont concernés tous les hommes n’ayant pas satisfait les criteres

d’inclusions ci-dessus définis.

1.2.3. Criteres d’exclusion pour I’étude des biomarqueurs
Pour I’étude des biomarqueurs, les spermes retenus ont été uniquement ceux présentant une
azoospermie et une normozoospermie apres la réalisation du spermogramme. Les spermes

présentant une leucospermie et une hyperviscosité ont été exclus de cette étude.

1.3. Matériel technique et réactifs
1.3.1. Matériel et réactifs pour la réalisation du spermogramme
e Matériel
Les pipettes graduées de 5 mL et 2 mL ont été utilisées pour la mesure du volume du sperme.

Les pipettes compte-gouttes stériles ont permis de déterminer la viscosité.
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Des lames et lamelles (22 x 22 mm) ont été utilisées pour I’évaluation de la vitalité des
spermatozoides et la réalisation des frottis de sperme.

La cellule de Makler® a permis de dénombrer les spermatozoides et d’évaluer leur mobilité.

Le papier pH a servi a évaluer le pH du sperme.

L’observation des spermatozoides a été faite au microscope optique de marque Magnus MLXi®.
Il a permis de réaliser les différentes lectures a savoir la numération, la mobilité, la vitalité et le
spermocytogramme (Figure 5).

Un automate d’analyse du sperme SQA-VISION® a été aussi utilisé pour la réalisation
automatique du spermogramme (Figure 6). C’est un instrument médical d’analyse hautement
performant qui combine la technologie optoélectronique, les algorithmes informatiques et la vidéo

microscopique.

¢ Réactifs

L’€osine et la nigrosine sont des colorants qui ont été utilis€s pour évaluer la vitalité des
spermatozoides. La nigrosine a servi de contraste tandis que 1’€osine a été utilisée comme étant le
colorant différentiel. En effet, ’éosine présente la capacité de pénétrer dans les spermatozoides
morts du fait de la Iésion de leur membrane plasmique et de les colorer en rose.

Le kit de coloration rapide SPERMOSCAN RAL® a permis la coloration des frottis de sperme.
La coloration par ce kit est une variante rapide de la coloration de May-Griinwald Giemsa. En
milieux aqueux tamponné, ces réactifs permettent une coloration différentielle des frottis de sperme,
et permet I’observation de la morphologie des spermatozoides au microscope.

L’eau distillée a été utilisée pour le ringage des frottis de sperme apres la coloration.
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1. Pot de prélevement
2. Cellule de Mackler
3. Propipette

4. Pipette graduée

5. Tube d’éosine

6. Microscope optique

Figure 5 : Matériel pour la réalisation du spermogramme
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Figure 6 : Automate de spermiologie SQA-Vision®

A. Ordinateur

B. Appareil
SQAvision

1. Ecran d’affichage

2. Compartiment de
visualisation des
lames

3. Réglage de champ

4. Réglage netteté

5. Compartiment de
mesure

6. Zoom
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1.3.2. Matériel et réactifs pour le dosage des éléments minéraux

e Matériel

L’automate Cobas® c311 de Roche/Hitachi, est un analyseur multiparamétrique sélectif destiné
aux analyses de la biochimie classique et d’immunoanalyse en phase homogene (Figure 7). 1l a été
utilisé pour le dosage du fer, du magnésium et du phosphate inorganique.

L’automate d’analyse des électrolytes de marque Roche Diagnostics AVL 9180 Series® a été

utilisé pour le dosage des ions sodium, potassium, chlorure et calcium (Figure 8).

e Réactifs

Le réactif utilisé pour le dosage du fer est constitué d’une cassette cobas c-packs Iron
contenant les éléments suivants : I’ hydrochlorure de guanidine, I’hydroxylamine, la thiourée dans
le compartiment R1, I’ascorbate dans le compartiment R2, la Ferrozine et 1’acétate dans le
compartiment R3.

La cassette cobas c-packs Magnésium contenantles réactifs R1 constitués de
Chlorophosphonazo II, acide N-tris(hydroxyméthyle) méthyle-2-aminoéthanesulfonique et les
réactifs R2 contenant EDTA et TES a servi pour le dosage du magnésium.

La cassette cobas c-packs Phosphate inorganique a été utilisée pour le dosage du phosphate
inorganique. Elle est composée de molybdate d’ammonium et d’acide sulfurique.

Le dosage du calcium a été réalisé a partir de la casette cobas c-packs Calcium constituée des
réactifs suivants :

R1 : Acide 3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonique (CAPS), NaOH,

R2 : 0-Crésolphtaléine-complexon, 8-hydroxyquinoléine

Pour le dosage des électrolytes par 1’automate Roche Diagnostics AVL 9180 Series®, les réactifs
suivants ont été utilisés : ISE SNApPAK™, Cleaning Solution A, Conditioning Solution et le
diluent.

ISE SNApPAK™ contient les solutions standards permettant le calibrage de 1’analyseur.

Le Cleaning Solution A, a servi au nettoyage de 1’analyseur.

Le Conditioning Solution a été utilisé pour le réglage de I’électrode de sodium et celui du
capteur d’échantillon.

Le diluent a servi a la dilution des échantillons afin d’assurer une meilleure mesure.

43



1. Emplacement des échantillons, 2. Cuvettes de réaction, 3. Sonde
d'échantillonnage, 4. Unité ISE, 5. La sonde de réactif multifonctionnelle,

6. Interface utilisateur

Figure 7 : Automate de biochimie Cobas C311°.
(Source : https://images.dotmed.com/images/listingpics/2296828.jpg consulté le 26/11/2016).
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1. Affichage du panneau
commande,

2. Clavier du panneau
commande,

3. Sonde pour I’échantillon,

4. Pack ISE

Figure 8 : Roche Diagnostics AVL 9180 Series® Electrolyte Analyzers.
(Source : http://medused.com/mmSEL/Images/50358-01.jpg consulté 1e24/10/2017).
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1.3.3. Matériel technique et réactifs pour la détermination de la peroxydation lipidique et
I’activité antioxydante totale
e Matériel technique
Il est constitué d’un spectrophotometre de marque T80 UV VIS® (Figure 9). C’est un appareil
qui permet de mesurer 1'absorbance d'une solution a une longueur d'onde donnée ou sur une région

donnée du spectre.

e Réactifs pour la détermination de la peroxydation lipidique

Une solution de 1,1,3,3-tétraméthoxypropane (TMP) a 0,01 % a été utilisée pour la préparation
de la solution de calibration du malonyldialdéhyde pendant le dosage.

L’acide 2-thiobarbiturique a été utilis€é pour détecter des hydroperoxydes lipidiques et
I'oxydation des lipides.

L’eau distillée, ’hydroxyde de sodium (NaOH) et I’acide acétique glacial ont aussi été utilisés

pour le dosage du MDA.

e Réactifs pour la détermination de I’activité antioxydante totale (TAC)

La solution de sulfate de fer (FeSO4,7H,0) a 100 uM a permis de réaliser la courbe d’étalonnage.

Le tampon acétate de sodium a 300 mM (pH 3,6) ; a permis d’éviter les variations du pH de la
préparation.

La solution de 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) a 10 mM a été utilisé pour la détermination
du Fe(Il) et du Fe total.

Une solution de FeCls;,6H,0 a 20 mM a été également nécessaire pour la détermination de la

TAC.
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1. Ecran LCD,
2. Clavier numerique,

3. Chambre de lecture

Figure 9 : Spectrophotométre T80 UV VIS® .
(Source :
http://www.oasisscientific.com/uploads/3/0/7/1/3071815/s902975211958334 p199 il w70l1.jpeg
consulté le 08/07/2015)
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1.3.4. Matériel technique et réactifs pour le dosage des vitamines

e Matériel

Pour le dosage des vitamines liposolubles, la chromatographie en phase liquide a haute
performance (CLHP), en anglais high performance liquid chromatography (HPLC) a été utilisée.
L’appareil utilisé était de marque WATERS® (USA) (Figure 10). Il a permis l'identification, la
séparation et le dosage des vitamines dans le plasma séminal.

Une colonne C18 constituée de gels de silice comportant des greffons alkyles, a servi de phase
stationnaire. Elle a permis la séparation des solutés. Celle-ci a constituée la phase stationnaire.

Le détecteur utilisé dans cette étude a été un détecteur a UV. 1l a servi a mesurer 1'absorbance de
la solution a analyser.

Une balance électronique de marque Sartorius ENTRIS 224i-1S® dont la précision est de 0,1mg

et la portée de 220g, a été utilisée pour la pesée des différents réactifs.

e Réactifs

Le dosage de la vitamine A, D et E a nécessité 'utilisation de plusieurs réactifs :

- Un étalon interne, I’acétate de rétinol ; il n’est pas présent dans le plasma séminal mais il
présente la méme propriété chromatographique que le rétinol.

- L’éthanol a été utilis€ comme solvant organique. Il a permis de rompre les structures dans
lesquelles les vitamines A, D et E pourraient étre intégrées. Il s’agit des membranes, des
lipoprotéines, des gouttelettes lipidiques. L’éthanol a permis aussi d’éliminer toute interférence
avec de grosses molécules telles que les protéines et les hydrates de carbone et de créer un milieu
dans lequel les analytes seront solubles.

- L’hexane a permis d’extraire ces vitamines du plasma séminal.

- Les standards de vitamines A, D et E ont été utilisés pour réaliser la calibration.

- L’azote gazeux a servi a évaporer I’hexane.

- Le méthanol a permis de dissoudre les résidus de vitamines.

Un mélange méthanol / eau, dans les proportions 97 % et 3 %, a constitué la phase mobile.
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Figure 10 : Chaine de Chromatographie en phase liquide de marque WATERS®
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6. systeme

d’ intégration
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II. METHODES
II.1. Réalisation du spermogramme

11 est réalisé conformément aux normes de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2010).

Le prélevement de sperme a été effectué par masturbation apreés trois jours d’abstinence
obligatoire de rapports sexuels.

Apres la collecte, les échantillons de sperme ont été liquéfiés a la température de 37°C a Iétuve
pendant une heure, puis utilisés pour l'analyse.

L’examen macroscopique du sperme a permis de déterminer la couleur, le volume, le pH et la
viscosité des échantillons.

La couleur de I’éjaculat a été appréciée a I’ ceil nu.

A T’aide d’une pipette graduée et stérile, le volume du prélevement a été déterminé. Quant a la
viscosité du sperme, elle a été évaluée en laissant écouler le sperme goutte a goutte a 1’aide d’une
pipette compte gouttes.

Une goutte de sperme a été déposée sur du papier pH pour déterminer le pH.

La numération, la mobilité, la vitalité et le pourcentage de spermatozoides de morphologie
normale ont été évalués a l'examen microscopique a 1’aide d’un microscope optique et de
I’automate SQA-Vision.

La numération des spermatozoides a été réalisée a 1’aide de la cellule de Mackler. Une goutte de
sperme a été déposée sur la cellule de Mackler et recouverte de son couvercle. La lecture a 1’objectif
X 25 au microscope optique a permis de dénombrer les spermatozoides.

La mobilité des spermatozoides a été évaluée a 1’aide de la cellule de Mackler et I’observation a
été réalisée a I'objectif X 25. Les spermatozoides ont présenté trois types de mobilité qui sont :
fléchante, progressive et immobile. La mobilité a aussi été évaluée a 1’aide de I’automate SQA-
Vision.

Pour évaluer la vitalité, une goutte de sperme et une goutte d’éosine ont été placées entre lame et
lamelle, puis la préparation a ét€ observée grace a 1’automate SQA-Vision. Les spermatozoides
morts étaient colorés en rose tandis que ceux vivants apparaissaient en blanc.

Apres la réalisation du frottis de sperme, les lames ont été colorées a 1’aide du kit de colorants
RAL 555. La lecture de la morphologie a été faite sous huile a immersion a 1’objectif X 100. Les
spermatozoides ont été évalués a partir des criteres de Kriiger qui a permis de définir le pourcentage

de spermatozoides de formes normales.

I1.2. Conservation du plasma séminal
Les prélevements de spermes ont été centrifugés a 3000 tours / min pendant 10 min puis le

plasma séminal a été recueilli et conservé a — 8° C pendant une année.
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I1.3. Dosage des éléments minéraux
I1.3.1. Méthodes générales de dosage

Le dosage du chlore, du sodium et du potassium a été réalisé€ a partir de la méthode de 1'électrode
ion-sélective, en utilisant I’analyseur Roche Diagnostics AVL 9180 Series® Electrolyte Analyzers.
L’électrolyte Analyser présente six différentes électrodes qui sont spécifiques du sodium, du
potassium, du chlore, du calcium ionisé, du lithium et une de référence. Chaque électrode présente
une spécificité vis-a-vis de 1’élément minéral a quantifier dans 1’échantillon a analyser. Lorsque
I’électrode spécifique est immergée dans I’échantillon, sa membrane développe un potentiel dii a
une réaction sélective et spontanée. L’électrode de référence a permis de fournir un potentiel
constant qui a servi a mesurer les variations dues a 1’électrode indicatrice.

Le dosage du calcium, du phosphate inorganique, du magnésium et du fer a été réalisé a partir du
Cobas c311 dont le principe de fonctionnement est basé sur la spectrophotométrie. La
spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer I'absorbance ou
la densité optique d'une substance chimique donnée, généralement en solution. Plus 1'échantillon est
concentré, plus il absorbe la lumiere dans les limites de proportionnalité énoncées par la loi de

Beer-Lambert selon la formule suivante :

DO

ed

DO = Densité optique
C = Concentration du substrat ou du produit
¢ = Coéficient d’extinction moléculaire

d = trajet de la lumicre

I1.3.2. Méthodes de dosage spécifique

Le dosage du chlore, du sodium et du potassium a été réalisé apres une dilution au 1/5°™ du
plama séminal.

- Le dosage des ions calcium s’est fait selon la méthode de Schwarzenbach avec
I’o-crésolphtaléine-complexon (Ferguson et al., 1962). Les ions calcium réagissent avec 1’o-
crésolphtaléine-complexon (0-CPC) dans des conditions alcalines pour former un complexe coloré
violet. L’addition de 8-hydroxyquinoléine évite toute interférence du magnésium et du fer.

Ca** + 0-CPC ﬂ; complexe calcium-o-CPC
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L’intensit¢ de la coloration du complexe formé, est directement proportionnelle a la
concentration du calcium qui est mesurable au spectrophotometre a 552 nm.

- La méthode utilisée pour le dosage du phosphate inorganique est celle du phosphomolybdate
directe décrite par Daly et Ertingshausen (1972). Le phosphate inorganique réagit avec le
molybdate d’ammonium en solution dans 1’acide sulfurique pour former du phosphomolybdate non

réduit.

Phosphate + molybdate » phosphomolybdate d’ammonium non réduit

La concentration en phosphomolybdate formé est directement proportionnelle a la concentration
en phosphate inorganique. Elle se mesure a la longueur d’onde de 340 nm.

- Le dosage du Fer a été réalisé a partir de la méthode Guanidine/Ferrozine (Stookey, 1970).
Les ions Fe™* sont détachés de la transferrine par I’hydrochlorure de guanidine et réduits en ions
Fe®* par 1’ascorbate et I’hydroxylamine. Le fer divalent forme un complexe chélate coloré en rouge
avec la Ferrozine. Afin d’éviter I’interférence du cuivre, les ions cuivriques sont li€s a la thiourée.

3+ Guanidine-HCL
_— >

Complexe transferrine-Fe apotransferrine + Fe’*

F e3+ agents reducteurs > Fe2+

Fe?* + 3 Ferrozine — yFe**~(Ferrozine)s

L’intensité de la couleur est directement proportionnelle a la concentration de fer et on la mesure
a 552 nm.

- La méthode colorimétrique utilisant le chlorophosphonazo III a été exploitée pour le dosage
du magnésium (Ferguson et al., 1962). Le chlorophosphonazo III (CPZ III) se lie au magnésium et
entrailne un pic d’absorbance a 659 nm. L’acide éthylene-bis(oxyéthylenenitrilo)tétraacétique

(EGTA) sert a inhiber la fixation du calcium sur le CPZ III.

Mg** + CPZ Il —2272_, Complexe Mg- CPZ III

Les interférences d’absorbance non spécifique sont réduite par I’EDTA qui élimine le

magnésium du complexe magnésium-CPZ III et permet de doser le calibrateur zéro avec exactitude.

Complexe Mg- CPZIIl + EDTA 272 | Mg-EDTA + CPZ III
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La différence d’absorbance entre le complexe magnésium-CPZ III et le complexe traité par

EDTA correspond a I’absorbance due au magnésium seul.

I1.4. Détermination de la peroxydation lipidique par le dosage des TBARS

La détermination des substances réagissant avec 1’acide thio-barbiturique, en anglais Thio
Barbituric Acid reactives Substances (TBARS) a été réalisée par la mesure du malonyldialdehyde
selon la méthode décrite par Rao et al. (1989). Le malonyldialdehyde est I’un des marqueurs de la
peroxydation lipidique.

Les échantillons de plasma séminal ont été décongelés a la température ambiante, puis 100 pL de
ceux-ci ont été dilués avec 900 pL d’eau distillée. Cette dilution a été immédiatement utilisée pour
le dosage du MDA et de la TAC.

La solution d’étalonnage a été préparée a partir d’une solution de 1,1,3,3_tétraméthoxypropane
(TMP) a 0,01 %. La gamme d’étalonnage a été réalisée en procédant a des dilutions au demi (¥2).
Celle-ci a permis de tracer la droite d’étalonnage présentée a la Figure i en annexe.

A 1 mL de plasma séminal dilué, a été ajouté 500 pL de réactif d'acide thiobarbiturique (0,67 g
d'acide 2-thiobarbiturique dissous dans 100 mL d'eau distillée avec du NaOH a 0,5 g et 100 mL
d'acide acétique glacial) ; I’ensemble a été chauffé pendant 1 heure au bain-marie a 100°C. Apres
refroidissement a la température ambiante, chaque tube est centrifugé pendant 10 minutes a

4000 tours / min, et I'absorbance du surnageant est lue au spectrophotometre a 534 nm.

IL.5. Détermination de I’activité antioxydante totale (TAC)

Le test du pouvoir antioxydant de réduction ferrique, en anglais Ferric Reducing Antioxydant
Power (FRAP) décrit par Benzie et Strain (1996) comme une méthode permettant de déterminer
I’activité antioxydante totale des fluides biologiques, a été utilisée dans cette étude.

La gamme d’étalonnage a été réalisée a partir d’une solution mere de FeSO4,7H,0 a 100 uM.
Celle-ci a permis de réalisée la droite d’étalonnage présentée par la Figure ii en annexe. Le réactif
de FRAP a été préparé en mélangeant dans les proportions 10/1/1 (v/v/v) une solution de tampon
acétate de sodium a 300 mM (pH 3,6), une solution de TPTZ a 10 mM et une solution de
FeCls,6H,0 a 20 mM.

Ainsi, 1,5 mL de cette préparation a été mis dans un tube a hémolyse en verre pour chaque
échantillon puis maintenu a 37°C au bain marie pendant 5 minutes. Ensuite 50 pL. du plasma
séminal dilué est ajouté au réactif de FRAP précédemment préparé. Le mélange a été remis au bain
marie a 37° C pendant 10 min. L’absorbance de la préparation est lue a 593 nm au

spectrophotometre.
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I1.6. Méthodes de dosage des vitamines A, E et D

Le dosage simultané des vitamines A, E et D a été réalisé a partir du protocole établit par Bahi
(2017). Ce dosage a nécessité plusieurs étapes qui sont :

- la préparation d’une gamme de dilution des solutions de standards des vitamines A, E et D,

- la calibration de la chaine CLHP,

- Dextraction des vitamines du plasma séminal,

- le dosage proprement dit.

I1.6.1. Préparation des solutions-meres standards
Les solutions meres des standards des vitamines A et D, ont été préparées a 10 mg/L. apres une
dilution dans du méthanol. Celle de la vitamine E a été préparé a 20 mg/L. Quant au standard

interne ; le retinyl acetate, il a été préparé a 1 mg/L.

I1.6.2. Calibration

Pour la calibration, plusieurs dilutions successives de moiti€é des solutions des différents
standards ont été réalisées pour constituer des gammes de dilution. Ainsi, les gammes de dilution
pour le rétinol et le cholécalciférol ont été de 1; 0,5; 0,25 ; 0,125 et 0,0625 mg/L. Celles de I’ a-
tocophérol ont été de 20 ; 10; 5 ;2,5 ; 1,25 et 0,625 mg/L. Ces différentes dilutions ont été injectées
dans le CLHP a répétition afin d’obtenir une meilleure calibration. Les différentes concentrations
obtenues ont permis de tracer les droites d’étalonnage qui sont présentées aux figures iii, iv et v en

annexe.

I1.6.3. Extraction des vitamines A, D et E

L’extraction des vitamines liposolubles A, D et E a été réalisée selon le procédé d’extraction
liquide-liquide a froid.

A 500 pL d’acetate de retinol, est ajouté 500 uLL de plasma séminal. Le mélange a été agité
pendant 10 min, puis 1000 pL d’éthanol froid a été additionnés. L’ensemble est homogénéisé
pendant 60 secondes par 1’agitateur. Ensuite, 2,5 mL d’hexane froid ont été ajouté a la préparation
qui est ensuite homogénéisée pendant 5 min. La préparation est centrifugée a 3500 g pendant 15
min 2 4°C. La couche supérieure hexanique a été prélevée et évaporée sous flux d’azote, puis

500 puL de méthanol froid a été ajouté au culot et ’ensemble a été agité pendant 10 secondes.

I1.6.4. Criteres chromatographiques
Les expériences ont été réalis€es en mode isocratique. La phase mobile a été composée d’un

mélange méthanol / eau dans les proportions 97 % et 3 %. Le débit a été maintenu a 1 mL/min et la
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spectrophotométrie de détection a 280 nm. Le temps d’élution a été de 10 min. Le volume de

I’extrait injecté dans le CLHP a été de 20 pL.

I1.6.5. Détermination de la concentration des vitamines A, D et E dans le plasma séminal
Pour le calcul des concentrations des vitamines A, D et E, un facteur de correction K est réalisé
en introduisant un €talon interne. Ainsi la formule de calcul des différentes concentrations est la

suivante :

SR Ech CR GE x SRA GE
C=—— XK K<
SRA ECh SR GE

SR Ech : surface du pic de la vitamine dans 1’échantillon de plasma séminal

CR GE : concentration de la vitamine déterminée a partir de la gamme d’étalonnage

SRA GE : surface du pic du retinyl acetate correspondant a 1mg/L. obtenue a partir de la gamme
d’étalonnage.

SR GE : surface du pic correspondant a la concentration choisie de la vitamine a partir de la
gamme d’étalonnage

SRA Ech : surface du pic du retinyl acetate dans 1’échantillon du plasma séminal correspondant a

une concentration de 1 mg/L.

I1.7. Analyse statistique

Le logiciel GraphPad Prism 5.0 et Excel ont permis de réaliser les analyses statistiques. Les
résultats ont été rapportés en moyenne * écart type. Les comparaisons entre le plasma séminal des
azoospermes et des normozoospermes ont été effectuées a partir des tests t de Student et de Mann-
Whitney pour échantillons indépendants non appariés.

Un intervalle de confiance de 95 % a été utilisé. Une valeur p < 0,05 est considérée comme

statistiquement significative.
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RESULTATS ET DISCUSSION



I. PROFIL SPERMIOLOGIQUE DES HOMMES RECUS A L’IPCI

Cette étude a permis d’analyser 850 échantillons de sperme. Parmi ceux-ci, 2 % des sujets ont
présentés un spermogramme normal tandis que 98 % ont eu un spermogramme indiquant une
anomalie. La répartition des différentes anomalies du spermogramme a montré un taux élevé de
tératozoospermie soit 39,71 %, suivi de 1’asthénozoospermie 27,90 % et de I’oligozoospermie
16,29 % (Figure 11). Cette répartition a indiqué que 1’anomalie la plus rare du spermogramme a été
I’akinétozoospermie avec 0,20 %. Cette étude a aussi permis de mettre en évidence des anomalies
associées du sperme (Figure 12). Le rapport entre 1’hyperviscosité et la mobilité des
spermatozoides montre que 54,95 % des spermes hypervisqueux analysés ont présenté une
asthénozoospermie contre 45,05 % a mobilité normale (Figure 13). Cependant, les observations
macroscopiques concernant le volume et le pH des spermes prélevés ont montré que 100 % des cas

d’hypospermie étaient associés a un pH alcalin (Figure 14).
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Figure 11 : Répartition des différentes anomalies du spermogramme.
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Figure 12 : Répartition des anomalies associées du spermogramme.
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45%

B Hyperviscosité + Asthénospermie (HA)

B Hyperviscosité + Non asthénospermie (HNA)

Figure 13 : Répartition de I’hyperviscosité associée ou non a I’asthénospermie.
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Figure 14 : Représentation de la relation entre le volume et le pH du sperme.
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La réalisation du spermogramme permet de distinguer deux parties qui sont [’analyse
macroscopique et microscopique du sperme. En général, ce sont les caracteres microscopiques
comprenant la numération, la mobilité, la forme des spermatozoides qui sont important pour le
diagnostic de I’infertilit¢ masculine dans les consultations des praticiens.

Les résultats de la présente étude permettent d’établir le taux de normozoospermie qui est de
2%. Ce faible taux s’explique par le fait que les hommes sélectionnés pour notre étude ont été
incités a faire le spermogramme généralement apres une consultation médicale du couple pour un
désir de paternité. Ces résultats obtenus sont faibles par rapport aux données obtenues par Niang et
al. (2009) au Sénégal. En effet le taux de normospermie au Sénégal était de 16 %. La prévalence
importante de ’infertilit¢ a 1I'IPCI, s’explique par le fait qu’il existe tres peu de laboratoire
expérimenté dans la réalisation du spermogramme en Cote d’Ivoire. Thonneau et al. (1991) ont
déduit a la suite de leur étude que la contribution masculine a I’infertilit¢ du couple est de 30 a
40 %. Cela entraine des bouleversements dans les conceptions traditionnels africaines ou la femme
est généralement indexée comme étant a I’origine de I’infertilit¢ du couple. Il est important de
relever que I'infertilité masculine est généralement due aux infections sexuellement transmissibles
(IST) dans 98 % des cas. Les principaux germes responsables de I’infertilité masculine sont les
mycoplasmes, Ureaplasma hominis, Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis, Neisseria
gonorrhoeae (Ouégnin et al., 2008 ; Niang ef al., 2009).

Les proportions des différentes anomalies du spermogramme identifiées au cours de notre étude,
ont montré que la tératozoospermie est la pathologie du sperme la plus représentée avec un taux de
39,71 %. Par contre, I’étude de Thonneau a donné un taux de 10 % (Thonneau et al., 1991) pour la
tératozoospermie. Cette anomalie correspond a un taux de malformations des spermatozoides
supérieur a 4 % selon la classification de Kriiger (OMS, 2010). Les causes de celle-ci sont
multiples. Elles peuvent étre d’ordre génétique ou lié au tabagisme (Sepaniak et al, 2005 ;
Guichaoua et al., 2009).

L’asthénozoospermie avec un taux de 27,60 % représente la seconde anomalie mise en évidence
dans cette étude. Par contre, les travaux de Follingan ef al. (2011) au Burkina Faso, ont donné un
taux de 40,4 % qui est nettement supérieur au taux obtenu dans notre étude. Aussi pour avoir un
taux assez représentatif de la population ivoirienne, il serait indispensable de mener d’autres
investigations avec une exploration plus large de la population a examiner. L.’asthénozoospermie est
caractérisée par une baisse voire une absence totale de mobilité des spermatozoides éjaculés. C’est
une cause fréquente de 1’infertilité masculine. La mobilité des spermatozoides est acquise au cours
du transit épididymaire. Le mouvement spermatique est important pour les processus impliqués
dans la fécondation. 1l est indispensable notamment, pour la migration des spermatozoides du vagin

vers les trompes de Fallope, pour la pénétration de ces derniers dans le cumulus oophorus. Ainsi, il
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existe une association entre la mobilité spermatique et les chances de concevoir naturellement
(Beauchamp et al., 1984).

L’oligozoospermie avec un taux de 16,29 % est la troisieme anomalie du sperme la plus
représentée. Elle se caractérise par une quantité de spermatozoides inférieure a 15 millions / ml
selon les normes de I’OMS (2010). L'oligozoospermie est rarement isolée. Elle est souvent associée
a une asthénozoospermie et / ou a une tératozoospermie. Elle peut avoir plusieurs étiologies : une
origine testiculaire sécrétoire ou excrétoire caractérisée par une obstruction unilatérale sur le tractus,
une éjaculation qui peut €tre incomplete ou rétrograde, une infection ou une inflammation du
tractus, la présence d'auto-anticorps dans le plasma séminal ou sur la membrane plasmique des
spermatozoides, un varicocele.

La quatrieme anomalie est représentée par la nécrozoospermie avec un pourcentage de 10,84 %.
Elle correspond au pourcentage de spermatozoides vivants dans 1’éjaculat qui est inférieur a 58 %
selon les normes de ’OMS (2010). Ces différentes étiologies peuvent étre regroupées en 3
catégories :

- Testiculaire : hyperthyroidie, varicocele, hyperthermie locale, la consommation de cannabis et
de produits toxiques ;

- Post-testiculaire : nécrozoospermie, épididymaire, anomalie du plasma séminal, polykystose
rénale, post vasovasostomie et anticorps antispermatozoides ;

- Mixte : infections, tabac, toxiques, blessé¢ médullaire, age, obésité (Dumont ef al., 2017).

Enfin, la cinquiéme et la sixieme anomalie sont représentées respectivement par 1’azoospermie
avec un taux de 3,89 % et la cryptozoospermie (1,17 %). Selon les normes de I’OMS, Ila
cryptozoospermie est caractérisée par une numération des spermatozoides inférieurs a 100 000.
L’azoospermie touche moins de 1 % des hommes dans la population générale, soit 5 a 15 % des
hommes infertiles. Les azoospermies sont de deux types : sécrétoires avec une spermatogenese
altérée ou nulle, excrétoires avec une spermatogenese normale mais des voies séminales obstruées
ou altérées des I’embryogenese. L’association de ces deux types d’azoospermie est possible est
appelée azoospermie mixte (Coat et al., 2011). Le taux d’azoospermie déterminée dans notre étude
est relativement faible comparativement a celui du Mali qui est de 23,7 % (Traoré et al., 2008).

L’anomalie la moins représentée est 1’akinétozoospermie qui est 1I’'immobilité totale des
spermatozoides vivants avec 0,2 %. Les associations de trois anomalies du sperme sont tres
remarquables avec 1’oligo-asthéno-tératozoospermie (OAT) dont le taux est de 15,38 %. L’étude de
Thonneau ef al. (1991) a donné un taux de 21 % pour I’OAT tandis que I’étude réalisée au Burkina
Faso donne un taux de 7,2 % (Follingan et al., 2011).

L’hyperviscosité a une influence notable sur la numération et la mobilité des spermatozoides

(Esfandiari ef al., 2014). Elle influence la qualité des résultats du spermogramme. Pour Esfandiari
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et al. (2014), les spermes a viscosité élevée montrent une adhérence homogene, et leur consistance
reste inchangée avec le temps. Par contre notre étude a montré que les spermes hypervisqueux
analysés présentaient un temps de liquéfaction assez long. Aussi, il a été observé une amélioration
de la mobilité des spermatozoides au cours du temps. Ces spermes ont été alors considérés comme
hypervisqueux. En effet, les normes de I’OMS indiquent que le sperme normal se liquéfie 30 a 60
minutes apres 1’éjaculation (OMS, 2010). Ces normes servent de références pour ’interprétation
des résultats du spermogramme.

En outre, notre étude a permis de constater que 1’hypospermie est fortement corrélée a

I’alcalinité des prélevements, montrant une probable insuffisance de I’activité prostatique.
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II. EVALUATION DES BIOMARQUEURS DU PLASMA SEMINAL

L'étude de I'identification de nouveaux biomarqueurs de 1’azoospermie dans le plasma séminal a

inclus 30 normospermes et 30 azoospermes a partir des criteres de 'OMS. L'age moyen du groupe

des azoospermes a été de 39 ans (intervalle : 23-45ans). Tandis que le groupe des témoins a eu une

moyenne d’age de 39 ans avec un intervalle compris entre 26 et 45 ans. Les différences entre les

groupes n'ont pas été statistiquement significatives.

Les spermogrammes des normospermes et des azoospermes ont donné des valeurs moyennes

normales pour les caractéres macroscopiques c'est-a-dire le volume et le pH. Tandis que pour les

caracteres microscopiques, les azoospermes étaient caractérisés par 1’absence de spermatozoides

dans le plasma séminal. Ainsi, nous avons obtenus pour les normospermes :

Les données relatives au spermogramme du groupe des azoospermes sont caractérisées par :

un volume moyen de 3,42 + 0,24 mL,

un pH de 7,58,

une numération des spermatozoides moyenne de 68,88 + 6,74 millions / mL,
une mobilité progressive a une heure de 47,20 %,

une mobilité progressive a la quatrieme heure de 31,20 %,

le pourcentage de formes normales était de 23,52 %,

une absence de spermatozoides,
un volume moyen de 2,96 + 0,25 mL,

un pH de 7,61 + 0,04 (Tableau I)
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Tableau I : Caractéristiques du spermogramme des normospermes et des azoospermes.

Normospermes Azoospermes

Nombre d’échantillons 30 30

Volume (ml) 3,42+0.24 2,96+0.25

pH 7,58+0.05 7,61+0.04
Concentration (106/ml) 68,88+6.74 00
Mobilité a 1H (a+b) (%) 47,20£1.53 X
Mobilité a 4H (a+b) (%) 31,20+1.48 X
Formes normales (%) 23,52+1.82 X

x : Absence de spermatozoides
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II.1. Evaluation des éléments minéraux dans le plasma séminal

L’évaluation des éléments minéraux dans le plasma séminal des azoospermes et des
normospermes a permis d’obtenir les valeurs moyennes de la concentration en ion Na*, K*, CI,
Ca* , Mg™ , P; et Fe** pour ces deux catégories de spermes. La p-value pour les différents
éléments minéraux analysés a donné une valeur supérieure au seuil de 0,05 fixé. Ainsi, la différence
de concentration en éléments minéraux du plasma séminal des azoospermes et des normospermes
n’a pas été significative. La concentration en éléments minéraux du plasma séminal ne peut alors
servir de marqueur biochimique de différenciation entre les normospermes et les azoospermes.

Chez les normospermes, la concentration moyenne en sodium du plasma séminal a été de
192,8 + 28,20 mg/L. Elle est supérieure a celle des azoospermes qui a été de 189,0 + 11,66 mg/L
(Figure 15). Mais la p-value a été de 0,627. Aussi la différence entre ces moyennes n’est pas
significative.

Pour le potassium, la concentration moyenne du plasma séminal des normospermes a été de
26,63 + 8,18 mg/L contre 28,41 + 7,33 mg/L chez les azoospermes. La concentration en potassium
a été légerement supérieure a celle des normospermes (Figure 16). Mais la différence de
concentration en potassium entre ces deux catégories de sperme n’a pas été significative avec une p-
value de 0,609.

La concentration moyenne en chlorure du plasma séminal des normospermes a été de
138,3 + 9,70 mg/L tandis que celle des azoospermes a été¢ de 130,8 + 13,74 mg/L (Figure 17).
Aussi la différence entre ces deux moyennes n’a pas été significative. En effet, la p-value a été de
0,136.

La concentration moyenne en calcium des normospermes a été de 194,8 + 77,21 mg/L contre
213,2 + 49,23 mg/L chez les azoospermes (Figure 18). La concentration en calcium des
azoospermes a été supérieure a celle des normospermes mais n’a pas présenté de différence
significative. Car la p-value a été de 0,588.

La concentration en phosphate inorganique a été de 439,1 + 58,38 mg/L chez les normospermes
et 417,1 £ 67,71 mg/L chez les azoospermes (Figure 19). La différence de concentration en
phosphate inorganique entre ces deux catégories de plasma séminal, n’a pas été significative. La p-
value a été de 0,353.

Le magnésium a présenté une concentration moyenne de 35,90 + 19,22 mg/L chez les
normospermes tandis que chez les azoospermes, elle a été de 44,27 + 19,34 mg/L (Figure 20). La
concentration en magnésium a été élevée chez les azoospermes. Mais la différence entre ces deux
catégories de plasma séminal n’a pas été significative. La p-value a été de 0,210.

Enfin la concentration moyenne en fer du plasma séminal des normospermes a été de

5,66 + 3,40 mg/L contre 5,397 + 2,47 mg/L chez les azoospermes (Figure 21). La différence de
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concentration entre ces deux catégories de sperme n’a pas été significative. La p-value a été de

0,877.
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Concentration 194
(mg/L)

193

192

191

190

189

188

187

192,8 £ 28,20

Normospermes

189 + 11,66

Azoospermes

ns : non significatif ; p > 0,05

Figure 15 : Concentration en sodium des normospermes et des azoospermes
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Concentration 29

(mg/L)

28,5

28

27,5

27

26,5

26

25,5

26,63 +8.18

Normospermes

28,41 +7.33m

Azoospermes

ns: non significatif ; p > 0,05

Figure 26 : Concentration en potassium des normospermes et des azoospermes
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Concentration 140 -

(mg/L)

138 -

136 -

134 -

132 A

130 -

128 -

126 -

138,3 £9,70

130,8 + 13.74"

Normospermes

Azoospermes

ns: non significatif ; p > 0,05

Figure 37 : Concentration en chlorure des normospermes et des azoospermes.
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Concentration 215 -

mg/L

210 -

205 -

200 -

195 -

190 -

185 -

194,8 £77.21

213,2 £49.23m

Normospermes

Azoospermes

ns: non significatif ; p > 0,05.

Figure 48 : Concentration en ion calcium des normospermes et des azoospermes.
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Concentration 44>

(mg/L)
440 -

435 -

430 -

425 -

420 -

415 -

410 -

405 -

439,1 + 58,38

417,1 £ 67,71

Normozoospermes

Azoospermes

ns: non significatif ; p > 0,05.

Figure 59 : Concentration en phosphate inorganique des normospermes et des azoospermes.
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Concentration50 -
(mg/L)
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -

15 -

10 -

35,9 £19,22

44,27 + 19,34™

Normospermes

Azoospermes

ns: non significatif ; p > 0,05.

Figure 20 : Concentration en magnésium des individus normospermes et azoospermes.
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Concentration 5,7 1

mg/L
5,65 -

5,6

5,55 A

5.5

5,45 -

5.4 A

5,35 -

5,3

5,25 -

5,66 + 3,40

5,39 +2.47m

Normospermes

Azoospermes

ns : non significatif ; p > 0,05.

Figure 26 : Concentration en fer des normospermes et des azoospermes.
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L’évaluation des éléments minéraux tels que le sodium, le potassium, le chlore, le calcium, le
phosphate inorganique, le magnésium et le fer a permis de relever le profil de la concentration de
ceux-ci dans le plasma séminal des azoospermes et des normospermes et leur importance dans le
diagnostic de 1’azoospermie. La différence de concentration en éléments minéraux du plasma
séminal des azoospermes et des normozoospermes ne peut servir de marqueur biochimique de
différenciation de ces deux catégories de spermes. En effet, les canaux ioniques de la membrane
plasmique sont au cceur du contrdle de la fonction du spermatozoide (Cejudo-Roman et al., 2013).
Les flux d’ions a travers les canaux protéiques permettent un transfert de I’information entre les
spermatozoides et leur environnement (Shukla et al., 2012 ; Cejudo-Roman et al., 2013 ). Dans
les conditions physiologiques normales, le potentiel de membrane des spermatozoides et le pH
intracellulaire sont a des valeurs telles que les canaux ioniques restent actifs a un niveau minimal.
Ils sont potentiellement activés uniquement en présence d'agonistes ou de stimuli physiologiques
(Kirichok et al., 2006). Ces différents canaux permettent de maintenir la concentration ionique
constante dans le milieu extracellulaire et intracellulaire. Les échanges entre le milieu extérieur et
intérieur du spermatozoide sont alors réduits.

Le sodium est le principal cation extracellulaire. Dans le sperme, il intervient au niveau des
échanges entre le plasma séminal et le spermatozoide. Il est indispensable au maintien du pH
intracellulaire et extracellulaire (Torres-Flores et al., 2008 ; Martins et al., 2014). La
concentration moyenne en sodium du plasma séminal des azoospermes, comparée a celle des
normospermes, n’est pas statistiquement significative. Le sodium ne peut alors servir de marqueur
biochimique permettant de différencier le plasma séminal des azoospermes et des normospermes
dans I’exploration de 1’azoospermie. Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Sakandé et
al. (2012). Ces derniers relevent une différence significative entre la concentration en sodium dans
le plasma séminal des normospermes et ceux pathologiques. Pour Ruskova ef al. (1972), le sodium
présente une valeur de diagnostic limitée pour les troubles du systeme reproducteur masculin.
Néanmoins il existe une corrélation entre la mobilité des spermatozoides et la concentration en
sodium du plasma séminal (Marzec-Wroéblewska et al.,, 2015). L'osmolalit¢é du milieu
extracellulaire a un rdle primordial dans la régulation du métabolisme des spermatozoides. Le
milieu extracellulaire est riche en sodium et en chlore alors que le milieu intracellulaire est riche en
potassium et en phosphore. Les échanges de sodium entre la cellule et le milieu extérieur se font a
travers des structures protéiques. Le sodium entre dans la cellule par des canaux voltage-dépendants
et récepteur-dépendants, des échangeurs, des cotransporteurs, puis il en sort grice a la pompe
Na/K*-ATPase (Torres-Flores et al., 2008 ; Shukla ef al., 2012).

La concentration en potassium du plasma séminal des azoospermes et des normospermes n’est

pas significative. Le potassium ne peut servir de marqueur biochimique de différenciation entre
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ceux-ci comme le confirme Ruskova ef al. 1972. Néanmoins, il semble qu'un ratio
sodium / potassium dans le plasma séminal est important pour la mobilité des spermatozoides et
leur fonction (Rosecrans ef al., 1987). Le potassium est le principal cation intracellulaire. Il joue un
role déterminant dans la repolarisation cellulaire. La dépolarisation consécutive a l'entrée dans la
cellule de sodium et de calcium est suivie de la repolarisation par sortie de potassium. Le retour de
la cellule a I'état d'équilibre initial est assuré par la Na*/K"-ATPase membranaire (Dussol, 2010).

L’évaluation de la concentration en chlorure du plasma séminal des azoospermes et des
normospermes indique que celle-ci ne peut permettre de les différencier. Le role de I'ion chlorure
est relativement mal connu bien qu'il s'agisse du principal anion "équilibrant” les cations sodium et
potassium dans le milieu extracellulaire (Russell, 2000). Au niveau du spermatozoide, 1’ion
chlorure intervient dans les processus d’homéostasie cellulaire, la spermatogenese et la capacitation
des spermatozoides (Wertheimer et al., 2008). 11 existe des protéines membranaires tels que les co-
transpoteurs Na+/K+/CI- qui assurent le transport des ions chlorure au travers de la membrane
plasmique (Wertheimer et al., 2008).

Pour Marin-Briggiler ef al. (2003), I’estimation de la concentration en ions calcium du plasma
séminal est indispensable car celle-ci joue un role important dans la mobilité et la capacitation des
spermatozoides. Les résultats de nos travaux montrent que la concentration moyenne en ion calcium
du plasma séminal des azoospermes et celle des normospermes ne présente pas de différence
significative. Le calcium ne peut alors jouer le role de marqueur biochimique pour la différenciation
des spermes azoospermiques et normozoospermiques comme le confirme les travaux de Wong et
al. (2001). La présence ou I’absence de spermatozoides dans le sperme n’influence pas la
concentration de calcium dans le plasma séminal. Par contre 1’étude réalisée par Sundaram et al.
(2013) montre que la différence de concentration en calcium du plasma séminal des hommes fertiles
et infertiles présente un faible niveau de signification. Dans le sperme, le calcium se présente sous
trois formes : libre, complexé ou lié a une protéine. Seule une petite portion, allant de 2 a 4% de
calcium dans le sperme est présente sous forme ionisée (Owen et Katz, 2005). Sa concentration est
plus importante dans les spermatozoides que dans le plasma séminal. Le transport du calcium a
travers la membrane plasmique est assuré par le canal de CatSper, en association avec d'autres
canaux ioniques, Slo3 K*canal, les échangeurs Na*/ H*, Na* / Ca** (Shukla et al., 2012 ; Zheng et
al., 2013). Ces canaux assurent la régulation de I'homéostasie cellulaire. L'entrée du calcium par les
canaux de cations (CatSper) est essentielle pour plusieurs processus physiologiquement importants,
tels que I’hyperactivation, la chimiotaxie et la réaction acrosomique (Shukla et al., 2012).

Le phosphore est majoritairement produit au niveau de 1’épididyme (Bretan et al., 1989). 11
intervient dans la régulation de la fertilité masculine (Sun ef al., 2015). Les résultats de cette étude

montrent que la concentration moyenne en phosphore dans le plasma séminal des normospermes et
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des azoospermes ne pourrait pas servir de marqueur biochimique pour I’exploration de
I’azoospermie. Adamopoulos et Deliyiannis (1983) ont montré dans leur étude que Ila
concentration du phosphore inorganique était plus élevée dans les spermes asthénozoospermiques
mais faible dans ceux azoospermiques et normozoospermiques. Le phosphate est I’un des anions
majoritaires de la cellule ou il assure 1’électroneutralité en se combinant avec le potassium.

Le magnésium est présent a une concentration élevée dans le sperme (Umeyama ef al., 1986). 11
intervient en tant que cofacteur de plusieurs réactions enzymatiques impliquant le métabolisme de
I'énergie (ATP) et la syntheése d'acide nucléique (Abou-Shakra et al., 1989). Il joue un rdle
important dans la spermatogenese, en particulier dans la motilit¢ des spermatozoides. Le
magnésium plasmatique a aussi un role physiologique important dans I’homéostasie cellulaire. La
concentration en magnésium du plasma séminal des normospermes et des azoospermes ne présente
pas de différence significative. Ces résultats rejoignent ceux de Sundaram et al., (2013).
Umeyama et al. (1986) révelent a partir de leurs travaux, que la concentration en magnésium dans
le plasma séminal est presque identique entre les hommes fertiles et infertiles. Il existe un gradient
de concentration entre la teneur en magnésium libre du milieu extracellulaire et celle du milieu
intracellulaire ainsi qu’un gradient électrique qui tendent a faire entrer le magnésium dans la cellule.
Il existe des pompes a magnésium a I’instar de celles du calcium et du sodium qui font sortir le
magnésium de la cellule et qui assurent I’homéostasie cellulaire (Marzec-Wroblewska et al.,
2011).

La concentration moyenne en fer du plasma séminal des spermes normozoospermiques est
légerement supérieure a celle des azoospermiques. Cependant, celle-ci ne présente pas de différence
significative. Marzec-Wroblewska et al. (2011) relevent qu’il n’existe pas de corrélation
significative entre la concentration en fer des spermes des hommes fertiles et infertiles. Le fer joue
un rdle important dans la fertilit¢ masculine et la spermatogenese (Aydemir et al., 2006). La
capacité du fer a servir a la fois de donneur d'électrons et d’accepteur rend ce métal irremplacable
pour diverses voies métaboliques et physiologiques. En effet, il entre dans la composition de
nombreuses enzymes et métalloprotéine. Seule une infime partie du fer est sous forme libre et le
moindre exces de fer libre est toxique pour l'organisme. Dans le plasma séminal, on note la
présence de protéines spécialisées qui reglent I’homéostasie. Elles sont impliquées dans le transport

du fer et dans la régulation de son métabolisme (Kwenang ef al., 1987).
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I1.2. Evaluation du stress oxydatif du plasma séminal

L’identification des marqueurs du stress oxydatif dans le plasma séminal des normospermes et
des azoospermes a permis de déterminer la concentration moyenne en MDA de ceux-ci.

Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence significative (p > 0,05) entre la concentration
du plasma séminal en MDA des individus normospermes (17,88 + 1,61uM) et ceux azoospermes
(16,86 + 1,34 uM) (Figure 22).

L’activité antioxydante totale des azoospermes (2091 + 88,93 uM) a été supérieure a celle des
normospermes (1410 + 196,7 uM). La différence de la TAC entre les individus normozoospermes

et azoospermes était significative avec une p-value inférieure a 0,05 (Figure 23).
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Concentration en MDA (uM)
2514

17,88 1,61

16,86 +1,34™

Normospermes Azoo spermes

ns : non significatif ; p > 0,05.

Figure 22 : Concentration moyenne en malonyldialdehyde du plasma séminal

des normospermes et des azoospermes.
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Concentration de la TAC (uM)
25001

2091 £ 88,93*

2000+

1410 £196.,7

1500+

1000+

500+

Normospermes Azoospermes

* 1 les moyennes présentent une différence significative (p < 0,05).
Figure 23 : Activité Antioxydante Totale (TAC) du plasma séminal

des normospermes et des azoospermes.
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De nombreux auteurs indiquent la présence du MDA dans le sperme (Abdul-Rasheed, 2010 ;
Shiva et al., 2011). Il est important de signifier qu’une augmentation de la concentration du plasma
séminal en ERO a été signalée chez 40% des hommes infertiles (Shiva et al. 2011). Ainsi le dosage
du MDA est utilisé en général dans les analyses biochimiques pour surveiller le degré d’altérations
peroxydatives des spermatozoides (Chari et Colagar, 2011). La concentration élevée en MDA du
plasma séminal correspond a une peroxydation lipidique importante qui a pour conséquence la
baisse de la fertilité (Laudat et al., 1999 ; Camejo et al., 2001 ; Chari et Colagar, 2011). Ceci est
une caractéristique du stress oxydant et marque un déséquilibre de la balance entre les ERO et les
antioxydants (Sharma et Agarwal, 1996 ; De Lamirande et al., 1997 ; Agarwal et al., 2006).

Les résultats obtenus dans notre étude indiquent que la teneur en MDA des spermes
azoospermiques et normozoospermiques ne présentent pas de différence significative. Le MDA ne
peut alors servir de marqueur biochimique pour la différenciation des spermes azoospermiques et
normozoospermiques. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Suleiman et al. (1996)
qui relevent qu’il n’existe aucune corrélation négative significative entre le taux du MDA dans le
plasma séminal et le nombre de spermatozoides. Quand a Haiba et al. (2014), ils ont montré que le
taux du MDA du plasma séminal n’est pas corrélé a la concentration et a la mobilité des
spermatozoides. Par contre Shiva et al. (2011), ainsi que Abdul-Rasheed (2010), affirment qu’il
existe une élévation significative de la concentration en MDA des spermes azoospermiques par
rapport a ceux normozoospermiques. Abdul-Rasheed (2010) conclut que 1’azoospermie,
I’oligozoospermie et 1’asthenozoospermie sont associées a une augmentation de la concentration en
MDA dans le plasma séminal. De méme Huang et al. (2000) indiquent que la concentration en
MDA des spermes normozoospermiques, est significativement inférieur a celle des spermes
asthénozoospermiques et oligoasthénospermiques. Li ef al. (2004) notent une différence
significative uniquement entre le taux de MDA du plasma séminal des spermes présentant une
azoospermie non obstructive et ceux normozoospermiques.

L’absence de spermatozoides dans les spermes azoospermiques indiquent que la présence du
MDA ne peut traduire la peroxydation lipidique des spermatozoides. Huang ef al. (2000) suggerent
que la concentration en MDA du plasma séminal ne provient pas uniquement des spermatozoides,
mais elle peut aussi avoir pour origine la peroxydation des lipides se produisant dans la prostate, les
vésicules séminales, et d'autres organes accessoires. Aussi la formation du MDA n’est pas
spécifique des lipides. Elle peut se produire au cours de 1’activation de la voie de la cyclo-
oxygénase, et apparaitre au cours de I’interaction du radical hydroxyle avec la vitamine C ou avec
le désoxyglucose (Janero, 1990).

La mesure de la TAC au cours de notre étude a présenté une différence significative entre le

plasma séminal des normospermes et des azoospermes. Le plasma séminal contient de nombreux
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antioxydants qui agissent comme piégeurs des radicaux libres. Ils assurent la protection des
spermatozoides contre le stress oxydatif (Giannattasio ef al., 2002 ; Nouri ef al., 2008 ; Kand’ar
et al., 2011). Son dosage dans le plasma séminal permet d’apprécier son aptitude a neutraliser les
ERO. Elle évalue l'effet cumulatif de tous les antioxydants présents dans celui-ci, mais sans les
individualiser (Mahfouz ef al., 2009 ; Ko et al., 2014).

Cette étude a montré que la valeur de la capacité antioxydante totale des spermes
azoospermiques est €levée par rapport a celle des spermes normozoospermiques. Par contre il a été
relevé que le plasma séminal des hommes fertiles a une plus grande capacité antioxydante totale
que celui des hommes infertiles (Lewis et al., 1997 ; Mahfouz et al., 2009 ; Benedetti et al., 2012).
Shiva et al. (2011) ont montré que la concentration moyenne de la superoxyde dismutase (SOD)
était significativement basse dans le plasma séminal des spermes azoospermiques. Pour la catalase
et I’acide ascorbique, Shiva et al., (2011) n’ont pas trouvé de différence significative entre les
concentrations dans les spermes normozoospermiques et azoospermiques. Mahfouz et al. (2009)
définissent un niveau de la TAC de 1420 uM a partir duquel 1’on peut définir un sperme fertile.
Mais cela n’est pas en accord avec nos résultats du fait d’'une hausse de la TAC chez les
azoospermes bien que nous ayons obtenus une TAC de 1410 uM chez les normospermes.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que 1’activité antioxydante n’est pas déficitaire
chez les azoospermes. En effet, la production d'antioxydants est exprimée dans plusieurs tissus de
I'appareil reproducteur male, y compris les testicules, I'épididyme, la prostate et les vésicules
séminales. Il est possible que l'expression des antioxydants dans ces tissus soit régulée a la hausse
en réponse a la spermatogenese défectueuse. Mais il est important de noter que les antioxydants
présents dans le plasma séminal sont essentiels pour maintenir la fertilité masculine, mais I'exces de
ceux-ci peuvent également provoquer 1'effet inverse (Faure et al., 2011). La TAC peut servir de
marqueur biochimique de différenciation entre 1’azoospermie et la normozospermie. Ces résultats
confortent 1'idée que les niveaux élevés des ERO détectés dans certains cas d’infertilité masculine
sont principalement dus a leur production excessive et non a une défaillance de I’activité

antioxydante du plasma séminal.
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I1.3. Evaluation des vitamines liposolubles dans le plasma séminal

Les résultats obtenus confirment une présence infinitésimale des vitamines A, D et E dans le
plasma séminal avec des temps de rétention respectifs de 3,716 min, 6,969 min et 7,722 min
(Figure 24).

Ainsi, la concentration en vitamine A a été de 1,66 £ 1,81 mg/L chez les normospermes contre
une concentration moyenne de 0,28 + 0,52 mg/L chez les azoospermes (Figure 25). La différence
de concentration en vitamine A des normospermes et des azoospermes €tait significative (Tableau
II).

La concentration moyenne de la vitamine D chez les normospermes a été de 0,27 + 0,40 mg/L
(Figure 26). Cette valeur était chez les azoospermes de 0,08 + 0,12 mg/L. Ces valeurs ne présentent
pas de différence significative (Tableau III).

Pour la vitamine E les résultats obtenus montrent une concentration moyenne
de 2,56 + 3,58 mg/L chez les normospermes contre une concentration de 0,33 + 0,51 mg/L chez les

azoospermes (Figure 27). Ces résultats présentent une différence significative (Tableau IV).
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1 | Retinol 3716 13533 | 1047 111C| 13.09] 10.000
2 4380 77594 | 6006]| 5355 63.14
3 | Cholecalciferol 6.969 19291 14931 1061 12.51 1.000
4 | Alpha-Tocopherol | 7.722 18762 | 1454 955 11.26| 20.000
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1| ma/L 3 [ mg/L
2 4 | mg/L
Figure 24 : Profil chromatographique et du temps de rétention des vitamines A, D et E a la

détection de 280 nm.
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Concentration (mg/L)

2.0

1,66 £1,81

1.5

1.0-

0.5

0,28 +0,52*

0.0-
Normospermes Azoospermes

* : les moyennes présentent une différence significative (p <0,05)

Figure 25 : Concentration moyenne de la vitamine A du plasma séminal

des normospermes et des azoospermes.
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Concentration (mg/L)
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ns : non significatif ; p> 0,05

Figure 26 : Concentration moyenne de la vitamine D du plasma séminal

des normospermes et des azoospermes.
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Concentration (mg/L)

2,56 £3,58

033 +0,51*
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* . La différence est significative (p < 0,05)

Figure 27 : Concentration moyenne en vitamine E du plasma séminal

des normospermes et des azoospermes.
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Tabbleau II : Données statistiques de la concentration en vitamine A

Normospermes Azoospermes
Maximun (mg/L) 6.350 1.779
Minimun (mg/L)
gL 0,002 0,0020
Moyenne
+ 1,668+ 1,819 0,2871+ 0,5201
Ecart type
(mg/L)

P-value 0.0003
Significativité Significatif

*Différence de moyenne significative (p < 0,05)
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Tabbleau III : Données statistiques de la concentration en vitamine D

Normospermes Azoospermes
Maximun (mg/L) 1,860 0,3950
Minimun (mg/L)
gL 0,0010 0,0010
Moyenne
+ 0,2792+ 0,4082 0,0894+ 0,1239
Ecart type
(mg/L)
Significativité

Non significatif

*Différence de moyenne significative (p < 0,05)
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Tabbleau IV : Données statistiques de la concentration en vitamine E

Normospermes Azoospermes
Maximun (mg/L) 11.20 1.657
Minimun (mg/L)
gL 0,0060 0,0080
Moyenne
+ 2,561+ 3,589 0,3399+ 0,5148
Ecart type
(mg/L)

P-value 0.0035
Significativité Significatif

*Différence de moyenne significative (p < 0,05)
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Les vitamines, notamment le rétinol, le cholécalciférol et le tocophérol sont impliquées dans les
fonctions reproductrices.

Les résultats de cette étude ont montré que la concentration en rétinol du plasma séminal des
spermes normozoospermiques a été supérieure a celle des azoospermes. En effet, de nombreux
auteurs notent qu’une carence en vitamine A affecte la fertilit¢é masculine (Abdulkareem et al.,
2005). La vitamine A est impliquée dans la régulation de la fonction des testicules en agissant sur
les cellules de Sertoli, les cellules germinales et les cellules de Leydig (Raverdeau et al., 2012).
Elle assure la régulation transitoire de la sécrétion de la testostérone chez les rongeurs et chez
I'hnomme. Elle intervient aussi dans la prolifération et la différenciation des spermatogonies de type
A, la transition entre les spermatides ronds et allongés et la spermiation (Nourashrafeddin, 2015).
Chez les adultes, la carence en vitamine A entraine un arrét de la spermatogenese (Chen et al.,
2016).

La différence de concentration en rétinol du plasma séminal des azoospermes et des
normospermes a été significative. Ceci nous permet d’affirmer que le rétinol peut servir de
marqueur biochimique de différentiation des normospermes et des azoospermes. Cette étude rejoint
celle de Ghyasvand et al. (2015) qui conclut que le dosage du rétinol dans le diagnostic et le
traitement de 1’infertilité idiopathique peut étre utile. Kand’ar ef al. (2014) affirme qu’il existe une
corrélation significative entre la concentration de rétinol et celle des spermatozoides. Cette étude a
aussi montré chez certains patients, une faible concentration de la vitamine A dans le plasma
séminal, avec un spermogramme normal qui traduit un bon fonctionnement des testicules.

La concentration en vitamine D du plasma séminal des azoospermes a été inférieure a celle des
normospermes et ne présentaient pas de différence significative. Cette différence non significative
indique que la vitamine D ne peut servir de biomarqueur de différentiation entre les azoospermes et
les normospermes. Certains normospermes présentaient de faibles taux de vitamine D dans leur
plasma séminal. Nos résultats sont en accord avec ceux de Boisen et al., (2016) qui ont montré que
chez des hommes normospermiques, les taux sériques de vitamine D n'étaient pas corrélés avec les
parametres du sperme et les hormones reproductrices (FSH, LH, testostérone), tandis que la
mobilité des spermatozoides présentait une corrélation positive avec la vitamine D.

La vitamine D est une molécule de signalisation polyvalente ayant un rdle établi dans la
régulation de 1'homéostasie du calcium. Elle joue un rdle important dans la fertilit¢ masculine
(He et al., 2015). En effet, les récepteurs de celle-ci (VDR) et les enzymes la métabolisant sont
présents dans les gonades, le tractus reproducteur et sur les spermatozoides humains (Blomberg,
2014). 11 est intéressant de noter que les taux d'expression du VDR et de 1'enzyme inactivant la

vitamine D CYP24A1 dans les spermatozoides humains servent de marqueurs prédictifs positifs de
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la qualit¢ du sperme. Leur expression est plus élevée dans les spermatozoides des
noormozoospermes que ceux infertiles (Boisen et al., 2016).

L’évaluation de la teneur en alpha tocophérol du plasma séminal des spermes azoospermiques et
normozoospermiques a montré que la différence de concentration de ces deux groupes est
significative. Elle a aussi monté que la concentration en vitamine E des spermes
normozoospermiques était supérieur a celle des azoospermes. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Bhardwaj et al. (2000) qui affirment que le taux de vitamine E dans le plasma séminal des
azoospermes est faible comparativement a celui des normospermes. Cette étude nous permet de
conclure que la vitamine E peut servir de biomarqueur de différenciation des azoospermes et des
normospermes. Par contre, Nouri ef al. (2008) ont montré que la concentration en vitamine E du
plasma séminal avait une moindre valeur de diagnostic. Néammoins Therond ef al. (1996) releve
qu’il existe une corrélation entre la teneur en vitamine E et la mobilité des spermatozoides. Les
résultats obtenus au cours de cette étude montrent que le taux de la vitamine E dans le plasma
séminal n’influence pas la normalit¢é du spermogramme. En effet certains hommes
normozoospermiques présentaient une faible teneur en vitamine E du plasma séminal. Aussi, il faut
noter que l'alpha-tocophérol est le principal composé antioxydant a phase lipidique du groupe des
vitamines E. Il est impliqué dans le piégeage des especes réactives de I’oxygene (Gvozdjakova et
al., 2015). La présence de l'alpha-tocophérol dans la phase aqueuse du plasma séminal plutdt que
dans les membranes des spermatozoides ou il est négligeable, le rend plus accessible aux

ascorbates qui assurent sa régénération (Nouri ef al. 2008).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



L’étude de I’identification de nouveaux marqueurs biochimiques de I’azoospermie nous a permis
de présenter le profil spermiologique des patients recus a I'IPCL. Ainsi, le taux de
normozoospermie était de 2%. L’anomalie la plus représentée était la tératozoospermie avec un taux
de 39,71 %. L’azoospermie représentait 3,89 %. L’anomalie associ€e la plus rencontrée était
I’asthéno-tératozoospermie. Le faible taux de normozoospermie peut s’expliquer par le fait que
cette étude a été réalisée en milieu hospitalier et les patients étaient recus a I’I[PCI sous indication du
médecin pour un désir de paternité en général. Aussi la recherche de nouveaux marqueurs
biochimiques discriminatifs de 1’azoospermie offre de nouvelles perspectives pour 1’amélioration du
diagnostic de cette pathologie. L’évaluation de la concentration des éléments minéraux tels que le
sodium, le potassium, le calcium, le magnésium, le phosphore, le chlore et le fer dans le plasma
séminal des azoospermes et des normozoospermes, nous a permis de montrer que ceux-ci ne
présentent pas de valeur de diagnostic pour 1’azoospermie, bien que jouant un réle important dans le
fonctionnement et le maintien de la fertilité masculine. La détermination de la concentration en
MDA dans le plasma séminal des azoospermes et celui des normozoospermes ne représente pas un
marqueur biochimique de différenciation de 1’azoospermie. Les résultats obtenus dans cette étude
montrent que 1’activité antioxydante n’est pas déficitaire chez les azoospermes. La TAC peut servir
de marqueur biochimique de 1I’azoospermie. Ces résultats confortent 1'idée que les niveaux élevés
des ERO détectés dans certains cas d’infertilité masculine sont principalement dus a leur production
excessive et non a une défaillance de I’activité antioxydante du plasma séminal. Le dosage des
vitamines A, E, D, dans le plasma séminal des azoospermes et des normozoospermes a montré que
les vitamines A et E remplissent les criteres de biomarqueur de différenciation de ces deux
catégories de sperme. La concentration en vitamines D dans le plasma séminal des azoospermes et
des normozoospermes ne présentait pas de valeur de diagnostic pour 1’azoospermie.

En perspective, plusieurs approches de recherche se dégagent de cette étude. Il s’agira d’évaluer
la concentration des vitamines A, E et la TAC dans le plasma séminal des différentes catégories de
spermes pathologiques afin de pouvoir mieux définir I'impact de celles-ci dans I’infertilité
masculine. Il serait aussi indispensable de déterminer le role précis des biomarqueurs identifiés dans

le diagnostic de 1I’azoospermie sécrétoire et excrétoire.
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Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are produced naturally in
the male reproductive system and play many roles in fertil-
ity. The presence of moderate concentrations and con-
trolled thereof is essential to hyperactivation process, mat-
uration, capacitation, acrosome reaction of spermatozoa.
They also intervene in mobility, fertilization and adhesion
of spermatozoa to the oocyte. Oxidative stress is result from
the profound imbalance between ROS and antioxidants in
favor of first. It is one of major causes of male infertility
[1,2]. It induces changes in the plasma membrane and in the
nucleus which lead to loss of mobility and which decreased
fertilizing capacity of spermatozoa [3-5]. Different meth-
ods are used to measure the prooxidant and antioxidant sta-
tus of semen.Indeed, the malonyldialdehyde (MDA) is re-
liable biomarker of lipid peroxidation. Its measurement al-
lows the assessment of the prooxidant status [6-8].
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ABSTRACT

Obijective: This study was carried out to assess identify
new biochemical markers of azoospermia based on dos-
age of malonyldialdehyde and of total antioxidant ca-
pacity.

Methods: The assay of MDA and TAC were carried
out in the seminal plasma of 30 azoospermics and 30
normozoospermics. Normospermics served as the con-
trol group.

Results: The average concentration of MDA in the
seminal plasma of azoospermics was 16.86 = 1,347uM
and for normospermics was 17.88 + 1.615 uM. They
showed no significant difference with P > 0.05. The
TAC of azoospermic was 2091 + 88.93 uM and for
normozoospermics the concentration was 1410 £ 196.7
UM. The concentration of the TAC, demonstrated a sig-
nificant difference with P < 0.05.
Conclusion: MDA in the seminal plasma presents no
diagnostic value for azoospermia. However, the TAC is
very high in azoospermics. Its evaluation may prove
essential in the diagnosis of azoospermia.

Azoospermia
Malonyldialdehyde
Normozoospermia
Seminal plasma

Total antioxidant capacity
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This marker is correlated to degree of alteration of sperma-
tozoa function [9]. It results from the degradation of hy-
droperoxides formed during the peroxidation of polyun-
saturated fatty acids. Lipid peroxidation is a process of bi-
oactive chain reactions due to the oxidation of polyunsatu-
rated lipids in the presence of oxygen [10]. It leads to the
formation of primary products such as hydroperoxides or
secondary products final such as MDA, 4-hydroxynonenal
(4-HNE) and isoprostanes [6]. Moreover, semen contains
many antioxidant substances to fight against oxidative
stress [11]. Some are present in the spermatozoa, but the
seminal plasma, is the best protection [12,13]. It contains
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antioxidants of two types: enzymatic antioxidants (super-
oxide dismutase, glutathione, catalase) and those non-enzy-
matic, such as ascorbic acid, a-tocopherol, uric acid, albu-
min, carnitine, carotenoids, flavonoids and coenzyme Q10
[14, 15]. The determination of the total antioxidant activity
(TAC) enables to explore the antioxidant status of semen.
It determines the sperm's ability to neutralize ROS [16]. So
the low level of the TAC and the high concentration of
MDA in the seminal plasma have a key role in male infer-
tility. In view of the action of oxidative stress markers in
maintaining semen quality, assessment of oxidative stress
status in seminal plasma of azoospermics could serve of
tool azoospermia diagnostic. Azoospermia is a male infer-
tility that affects less than 1% of men in the general popu-
lation, being 5-15% of infertile men. It is characterized by
the absence of spermatozoa in the ejaculate. Diagnosis is
formal when no spermatozoon is found after centrifugation
of the whole ejaculate to ensure that it no contains very few
spermatozoa [17]. It is so important to develop reliable bi-
ochemical methods for the diagnosis of azoospermia.

The objective of this study is to determine firstly MDA and
TAC concentration in azoospermics seminal plasma and
secondly to establish the relationship between thereof and
azoospermia.

Materials and methods

The study was conducted at the Pasteur Institute of Cote
d'Ivoire (IPCI). The semen samples were collected with the
patients consents in accordance to the standards established
by the National Ethics and Research Commission of Cote
d'Ivoire (NIRB-CI); Order No. 36 / MLS/ NIRB / TB. Sixty
samples of normozoospermic and azoospermic semen of
men were selected for this study. Normozoospermics se-
men samples were considered the control group.

Inclusion criteria

Only men with azoospermia and normozoospermia after re-
alization of their spermogram and respecting conditions se-
men collections were included in this study

Exclusion criteria

The exclusions criteria have permitted to reject all people
who have not observe conditions for realization of spermo-
gram and those with leucospermia and hyperviscosity.
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Sample analysis

Realization of spermogram

The semen collection was done by masturbation after three
days of abstinence. The semen analysis was performed ac-
cording to the standards of the World Health Organization
(WHO) [18]. After collection, semen samples were lique-
fied at a temperature of 37 °C in an incubator for one hour
and then used for analysis. Macroscopic examination of the
semen was performed to determine the color, volume, pH
and viscosity of samples. Concentration, motility, morphol-
ogy of spermatozoa was assessed by microscopic examina-
tion.

For the biochemical analysis of semen collected, samples
were centrifuged at 3000 tr/mn for 10 minutes and seminal
plasma was collected and stored at -8°C until the day of the
analysis.

Thereafter samples were thawed at room temperature, and
then 100 pl of seminal plasma was diluted with 900 pul of
distilled water. This dilution was used immediately for the
assay of MDA and TAC.

MDA assay

It was evaluated using the method of determination of thio
barbituric acid reactive substances (TBARS) described by
Rao et al. [19]. To 1 ml of diluted seminal plasma was
added 500 pl of thiobarbituric acid reagent, (consisting of
0.67 g of 2-thiobarbituric acid dissolved in 100 ml of dis-
tilled water with 0.5 g NaOH and 100 ml of glacial acetic
acid) then the assembly was heated for 1 hour in a boiling
water bath at 100° C. After cooling to room temperature,
each tube was centrifuged for 10 minutes at 4000 trs / min,
and the absorbance of the supernatant was read with a spec-
trophotometer at 534 nm. The calibration solution was pre-
pared from of 1,1,3,3_tétraméthoxypropane (TMP) at
0.01%.

TAC assay

It was performed using the method of iron reduction; ferric
reducing antioxidant power (FRAP) described by Benzie
and Strain [20]. The FRAP reagent was prepared in the pro-
portions 10/1/1 by mixing buffer solution sodium acetate at
300 mM, pH 3.6; a solution of 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine
(TPTZ) at 10 mM and a solution of 20 mM of FeCI3, 6H20.
Then 1.5 mL of FRAP reagent was placed in glass tubes
and then maintained at 37 ° C in water bath for 5 minutes.
50 pl of diluted seminal plasma was added to the FRAP
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reagent and maintained at 37 ° C in water bath for 10
minutes. Then the absorbance is read at 593 nm. The cali-
bration range was made from a stock solution of FeSO4,7
H20 at 100 pM.

Statistical analysis

The obtained data was analyzed using Graph Pad Prism 5.0
software. The results are summarized as arithmetic mean
values and standard deviation (SD). The differences be-
tween the mean values of MDA and TAC in seminal
plasma of azoospermics and normozoospermics were ana-
lyzed for statistical significance by student T-test (Nonpar-
ametric tests) and Mann-Whitney U test. Probability level
values at P < 0.05 were regarded as significant.

Results

The study included 30 normozoospermics and 30 azoosper-
mics according to WHO criteria. The average age of azoo-
spermics group was 39 (range 23 - 45) years. While the
control group had an average age of 39 years with a 26 -
45-year interval. The data obtained from the spermogram
analysis of azoospermics group and controls are shown in
table 1.

Table 1. Azoospermics and normozoospermics semen
characteristics.

Semen character- Normozoosper-  Azoospermic
istics mic

n 30 30
Volume (ml) 342+0.24 2.96 £0.25
pH 7.58 £ 0.05 7.61+ 0.04
Concentration 68.88 +6.74 00 £ 00
(108/ml)

Mobility 1H (a+b) 47.20 £1.53 00 + 00
(%)

Mobility 4H (a+b) 31.20 +1.48 00 + 00
(%)

Morphology (%) 2352 +1.82 00 + 00

Comparison of the MDA levels in the seminal plasma of
the two groups is shown in figure 1. The mean concentra-
tion of MDA among two groups was not significantly dif-
ferent; with a P-value of 0.684 (P > 0.05) (figure 1).

The mean value of MDA in seminal plasma of hormozoo-
spermics was 17.88 + 1.615uM and that of azoospermics
was 16.86 = 1.347 uM. TAC of azoospermics was 1.5 times
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higher than that of normozoospermics. The mean concen-
tration of normozoospermics TAC (1410 + 196.7 uM) was
significantly lower than that of azoospermics (2091 + 88.93
pM) with a P-value of 0.0002 (figure 2).

Figure 1. Comparison of mean (SD) value of seminal
plasma MDA level among groups.
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Figure 2. Comparison of mean (SD) value of seminal
plasma TAC level among groups.
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Discussion

MDA assay in semen is used in biochemical tests to moni-
tor the degree of peroxydative alterations of spermatozoa
[21]. The high levels of MDA concentration in seminal
plasma represent increased levels of lipid peroxidation
which lead to decrease fertility [5,21,7]. This is a charac-
teristic of oxidative stress and it shows an imbalance of the
balance between ROS and antioxidants [1-3]. Lipid perox-
idation was highlighted in the plasma membrane of sper-
matozoa as reported by several authors [8,22]. It is respon-
sible for the reduction in membrane fluidity, aggregation
and rearrangement of the phospholipid bilayer [10]. Shiva
et al., as well as Abdul-Rasheed, showed a significant in-
crease of MDA concentration in azoospermic semen com-
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pared to normozoospermic [8,14]. Abdul-Rasheed con-
cluded that azoospermia, oligozoospermia and asthenozoo-
spermia are associated with an increase of MDA concen-
tration in the seminal plasma [8]. Similarly, Huang et al.
indicated that the concentration of MDA in normozoosper-
mics semen is significantly lower than that of asthenozoo-
spermic and oligoasthenozoospermic semen [22]. Li et al.,
reported a significant difference in MDA concentration in
seminal plasma only between non-obstructive azoospermia
and normozoospermia [23]. For Pasqualotto and al., MDA
concentration in semen is negatively associated to ROS ex-
cept idiopathic infertility [24]. However, the concentration
of MDA in seminal plasma of normozoospermics and azoo-
spermics evaluated in this study show no significant differ-
ence. Also according to our study, MDA cannot be used as
biochemical diagnostic marker of azoospermia. Haiba et al.
have shown that the concentration level of MDA in seminal
plasma is not correlated to the concentration and motility of
spermatozoa [25]. The presence of MDA concentration in
seminal plasma of azoospermic semen cannot to express
the lipid peroxidation of spermatozoa, owing to the absence
of spermatozoa. The results of Huang et al. suggested that
the MDA concentration in seminal plasma is not all derived
from the spermatozoa, but it may also in part have its origin
in lipid peroxidation occurring in the prostate, seminal ves-
icles, and other accessory organs [22]. MDA formation is
not specific of lipids. It may be formed upon activation of
the cyclooxygenase pathways, and appear during the inter-
action of the hydroxyl radical with vitamin C or with deox-
yglucose [26].

TAC of seminal plasma enables to appreciate its ability to
neutralize free radicals. It assesses the cumulative effect of
all antioxidants present in seminal plasma, but without in-
dividualizing them [16,27]. Seminal plasma contains many
antioxidants that act as scavengers of free radicals. They
ensure the protection of spermatozoa against oxidative
stress [12,13,15]. The low TAC level has a key role in male
infertility [27]. It is generally related to a deficiency in an-
tioxidant influenced by several factors such as nutrition,
age, infection, hormones [28]. This study showed that the
value of the total antioxidant capacity in azoospermic se-
men was higher relative to that of normozoospermic semen
and it had a significant difference. However, it was noted
in general that, the seminal plasma of fertile men has a
higher total antioxidant capacity than that of infertile men
[11,27,29]. Shiva et al. have found an average concentra-
tion of superoxide dismutase (SOD) significantly lowered
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in the seminal plasma of azoospermic semen [14]. For cat-
alase and ascorbic acid, they found no significant difference
between the concentrations in normozoospermic and azoo-
spermic semen [14]. Mahfouz et al. have described a level
of TAC of 1420 uM from which we can define fertile se-
men [27]. Whereas the average concentration of the TAC
in our study was 1410 pM. The results of this study show
that the antioxidant activity is not deficit in azoospermics
and TAC can serve as a selective biochemical marker of
azoospermia. It distinctly shows that azoospermia is asso-
ciated with increase in seminal plasma antioxidant level.
These results can be explained by the fact that in semen, the
antioxidants production is expressed in several male repro-
ductive tract tissues, including testis, epididymis, prostate,
and seminal vesicles; it is possible that antioxydant expres-
sion in these tissues is upregulated in response to defective
spermatogenesis. This assumption is similar to that emitted
by Kumar et al. and Zini et al. [30,31]. But also the antiox-
idants present in seminal plasma are essential for maintain-
ing male fertility but the excess of these may also cause the
reverse effect [32]. These results support the idea that high
levels of ROS detected in some cases of male infertility are
mainly due to their excessive production and not to a failure
of the antioxidant activity of seminal plasma [33].

The study of evaluation of oxidative stress in seminal
plasma of azoospermics has considered lipid peroxidation
and total antioxidant activity. The concentration of MDA
in the seminal plasma of azoospermics and that of normo-
zoospermics did not show a significant difference, this pa-
rameter cannot be used as a biochemical marker of azoo-
spermia. Therefore, lipid peroxidation is not the only
source of production of MDA in the seminal plasma. On
the other hand, total antioxidant activity of azoospermics
has showed a significant difference compared to normo-
spermics. Therefore, TAC could serve as a biochemical
marker for diagnosis of azoospermia.
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Abstract

Background: Seminal plasma is largely variety of compounds which reflect the functioning of the male genital tract.
However, only citrate, zinc, fructose, alpha-glucosidase, and L-carnitine based on their concentration level are used to explore
azoospermia state. Other constituents of seminal plasma should also be the subject of a study for the identification of new
specific markers azoospermia. Several studies have reported that the minerals involved in maintenance and function of male
fertility.

Aim: Assay of sodium, potassium, calcium, magnesium, phosphorus, chlorine and iron is designed to identify new biochemical
markers of azoospermia.

Material and Methods: Analysis of seminal plasma was carried out with 30 samples of normozoospermic semen and 30
samples of azoospermic semen. The assay of calcium, phosphorus, magnesium and iron was done using the automated
Cobas® 311 de Roche/Hitachi. The evaluation of the concentration level of chlorine, sodium and potassium in the seminal
plasma was performed using the automated Roche® 9180 Electrolyte Analyser. The data collected were analyzed using the
software Graph Pad Prism 5. P- values less than 0.05 was considered the level of significance.

Results: The results of this study showed that the correlation test performed between concentrations level of minerals in the
seminal plasma of normozoospermic and azoospermic semen showed no significant difference statistically with P > 0.05.
Conclusion: Absence of spermatozoa in the semen does not affect her osmolality. Thus sodium, potassium, calcium,
magnesium, phosphorus, chlorine and iron have no diagnostic value for the male reproductive system disorders, including
azoospermia.

Keywords: Azoospermia, Normozoospermia, Seminal plasma, Mineral elements

1. Introduction

Azoospermia is a complete absence of sperm in the alpha-glucosidase and L-carnitine based on their

semen. Its investigation is performed through the clinical
examination, additional tests of biology and medical imaging
[1]. Seminal biochemistry is part of biological exploration
tests of azoospermia. It determines the concentration of
biochemical markers in seminal plasma to specify the level
and the topography of an obstruction in azoospermia. It
provides information only on type of azoospermia : secretory
or excretory [2]. The seminal plasma is an important indicator
of semen quality and monitoring of male infertility [2]. It
contains variety of compounds that reflect the functional state
of the male genital tract. However only citrate, zinc, fructose,

IJBR (2016) 7 (01)

concentration level used to study the functional state of the
accessory glands. They are called the seminal plasma markers
[3]. The other compounds of the seminal plasma should also
be investigated in order to identify new specific markers of
azoospermia.

Minerals are essential for the performance of vital
biological functions [4]. They are divided into two groups:
macronutrients and trace elements. In the cell, they are
involved not only in the stable of osmotic pressure but also as
the catalyst of several biochemical reactions [5]. Several
studies done have helped to identify them in seminal plasma
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[6-8]. They intervene in the maintenance of male fertility [9].
Semen quality is correlated to the concentration level of some
of minerals and their presence reflects satisfactorily the
functional state of accessory gland of the male genital tract [5,
10-13]. They are used in treatment and prevention of
infertility [9]. They are essential in the regulation of the
acrosome reaction, spermatozoa capacitation and spermatozoa
motility [14, 15]. They may serve as tools to support the
assessment of male infertility [16].

In view of their involvement in maintaining male
fertility, mineral elements such as sodium, potassium,
calcium, magnesium, phosphorus, chlorine and iron present in
seminal plasma may be a subject to an investigation to
identify new biochemical markers of azoospermia
exploration. Analysis of these minerals in the seminal plasma
of azoospermics and normozoospermics has for objective to
determine their concentration levels on one hand and to
define the relationship between minerals and azoospermia on
the other hand.

2. Material and methods

The study was conducted at the Pasteur Institute of
Céote d'lvoire (IPCI). The semen samples were collected with
the consent of patients in accordance to the standards of the
National Ethics and Research Commission of Cote d'lvoire
(NIRB-CI); Order No. 36 / MLS / NIRB / TB.

Sixty samples of semen normozoospermic and
azoospermic of men were selected for this study.
Normozoospermics semen samples were considered the
control group.

2.1 Inclusion criteria: Only men with azoospermia and
normozoospermia after realization of their spermogram and
respecting conditions semen collections were included in this
study.

2.2 Exclusion criteria: The exclusions criteria were rejecting
all people who have not observed the conditions for
spermogram realization and those with leucospermia and
hyperviscosity.

2.3 Sample Analysis

2.3.1 Realization of spermogram: The semen collection was
obtained through masturbation after three days of abstinence.
The semen analysis was performed according to the standards
of the World Health Organization (WHO) [17]. After
collection, semen samples were liquefied at a temperature of
37°C in an incubator for one hour and then used for analysis.

Macroscopic examination of the semen was used to determine
the color, volume, pH and viscosity of samples.
Concentration, motility, morphology of spermatozoa was
assessed by microscopic examination.

For the biochemical analysis of semen collected,
samples were centrifuged at 3000 tr/mn for 10 minutes and
seminal plasma was collected and stored at -8°C until the day
of the analysis.

2.3.2 Dosage of chlorine, sodium and potassium: It was
made from the dilution of 100 ul of seminal plasma to 1/ 5th.
Different assays have been made from the method of ion-
selective electrode using the analyzer Roche® 9180
Electrolyte Analyser.

2.3.3 The dosage of calcium, inorganic phosphate,
magnesium and iron: It was made by the Cobas® c311 de
Roche/Hitachi analyser which is a selective multi-parameter
analyzer for the analysis of classical biochemistry and
immunoassay in homogeneous phase. The dosage of ions
calcium is made by the method of Schwarzenbach with o-
cresolphthalein complexon. The method used for the
determination of inorganic phosphorus has been the one
phosphomolybdate  direct according to Daly and
Ertingshausen. The dosage of iron was produced from the
method of Guanidine / FerroZine. For magnesium assay, the
colorimetric method using Chlorophosphonazo 111 was used.
2.4 Statistical Evaluation

The obtained data was analyzed by using software
Graph Pad Prism 5.0. The results are summarized as
arithmetic mean values and standard deviation (SD). The
differences between the mean values of minerals in seminal
plasma of azoospermics and normozoospermics were
analyzed for statistical significance by student T-test
(Nonparametric tests) and Mann—Whitney U test. Probability
level values at P < 0.05 were regarded as significant.

3. Results

The study included 30 azoospermics and 30
normozoospermics according to WHO criteria. The average
age of azoospermics group was 39 (range 23-45) years. While
the control group (hormozoospermics) had an average age of
39 years with a 26-45 year. Data collected from spermogram
of azoospermics and control groups (normozoospermics) are
shown in (Table 1). The average values of ion concentration
Na*, K*, CI', Ca?*, Mg®", PO, and Fe* in both groups were
not statistically significant (Table 2).

Table 1: Azoospermics and normozoospermics semen characteristics

Semen characteristics Normozoospermic Azoospermic
N 30 30
Volume (ml) 3.42+0.24 2.96+0.25
pH 7.58+0.05 7.61+0.04
Concentration (10%/ml) 68.88+6.74 00£00
Mobility 1H (a+b) (%) 47.20£1.53 0000
Mobility 4H (a+b) (%) 31.20+1.48 0000
Morphology (%) 23.52+1.82 0000

IJBR (2016) 7(01)
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Table 2: The average concentration of minerals in the seminal plasma of azoospermics and normozoospermics

Minerals (mg/L) Normospermics Azoospermics P-value  significance
Na+ 192.8 +28.20 189.0 £ 11.66 0.627 NS
K+ 26.63 +8.182 28.41 +7.33 0.609 NS
cl 138.3 £9.705 130.8 £13.74 0.136 NS
Ca2+ 194.8 £ 77.21 213.2 +49.23 0.588 NS
PO,* 439.1 £ 58.38 417.1 £ 67.71 0.353 NS
Mgz+ 35.90 £ 19.22 4427 £19.34 0.210 NS
Fe 5.663 + 3.40 5.397 + 2.47 0.877 NS
«p<0.05 significant
*NS Not significant
4. Discussion The comparison of potassium concentration in the
In this study, the comparison of minerals Seminal plasma of normospermics and azoospermics is not

concentration in seminal plasma of normozoospermics and
azoospermics semen was established.

Sodium is the major extracellular cation. In semen, it
takes part in exchange between seminal plasma and sperm. It
is essential to the intracellular and extracellular pH balance
[18, 19]. The average sodium concentration in the seminal
plasma of azoospermics, compared to that of
normozoospermics is not statistically significant. The sodium
cannot be used as a biochemical marker in differentiating
azoospermic semen, from those normozoospermic in
azoospermia diagnostic. These results are different from those
obtained by Sakandé et al [6]. They reported a significant
difference between the sodium concentration in the seminal
plasma of normospermics and those of pathogenic state. For
Ruskova et al [20], sodium has a limited diagnostic value for
male reproductive system disorders. Nevertheless there is a
significant correlation between semen characteristics and the
sodium concentration in seminal plasma [21].

The osmolality of the extracellular environment has
an essential role in regulating spermatozoa metabolism. The
extracellular medium is rich in sodium and chlorine while the
intracellular medium is rich in potassium and phosphorus.
Sodium exchanges between the cell and the external
environment are made through protein structures. The sodium
enters in the cell through voltage-gated channels and receptor-
dependent, exchangers, cotransporter; it goes out through the
Na+/K+-ATPase pump [19,22].

lon channels of the plasma membrane are the heart
of control of spermatozoa function [23]. Indeed, the ion flux
through the proteins channel allows a transfer of information
between the spermatozoa and their environment [22,23].
Under normal physiological conditions, the spermatozoa
membrane potential and intracellular pH are values such that
the ion channels remain active at a minimal level. They are
potentially activated only in the presence of agonists or
physiological stimuli [24]. These different channels are used
to maintain constant ion concentration in the extracellular and
intracellular environment.

IJBR (2016) 7(01)

significant. Potassium cannot be used as a biochemical
marker of differentiation between them as Ruskova et al. [20]
confirms. Nevertheless, it appears that sodium / potassium
ratio in the seminal plasma is important for spermatozoa
motility and function [8]. Potassium is the major intracellular
cation. It plays a key role in cellular repolarization. The
subsequent depolarization at the entrance of sodium and
calcium into the cell is followed by repolarization occurring
by the potassium efflux. The return of the cell to the initial
equilibrium state is provided by the Na'/K'-ATPase
membrane [25].

The evaluation of the chlorine concentration in the
seminal plasma of azoospermics and normozoospermics
indicates that it cannot be a differentiating factor. The role of
the chloride ion is relatively unknown although it is the main
anion balancing the sodium and potassium cations in the
extracellular medium [26]. Concerning spermatozoa, chlorine
is involved in cellular homeostasis process, spermatogenesis
and capacitation [27]. There are proteins involved in the
transportation of chloride ions across the plasma membrane
[27].

For Briggiler-Marin et al. [14], the level of the
calcium concentration in seminal plasma is essential because
it plays an important role in spermatozoa mobility and
capacitation. The results of our studies show that the average
concentration of calcium in the seminal plasma of the
azoospermics and normozoospermics showed no significant
difference. Calcium cannot then act as a biochemical marker
for the differentiation of azoospermic and normozoospermic
semen as confirmed by the work of Wong et al. [5]. The
presence or absence of spermatozoa in the semen does not
influence the calcium concentration in seminal plasma.
Contrary to the study conducted by Sundaram et al. [28] who
reported that the difference in calcium concentration in
seminal plasma of infertile and fertile men has a low level of
significance. In semen calcium can be found in three forms:
free, complexes or bound to a protein. Only a small portion,
from 2% to 4% of calcium in the semen is in ionised form
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[29]. Its concentration is higher in spermatozoa than in the
seminal plasma. The transport of calcium across the plasma
membrane is done by the CatSper channel, in association with
other ion channels, Slo3 K*channel, Na'/ H*, Na*/ Ca®*
exchanger [22,30]. These channels provide the regulation of
cellular homeostasis. The entry of calcium by cation channels
(CatSper) is essential for many important physiologically
process, such as hyperactivation, chemotaxis and acrosome
reaction [22].

Phosphorus is produced mainly in the epididymis
[31]. It is involved in the regulation of male fertility [32]. The
results of this study showed that the average concentration of
phosphorus in the seminal plasma of normozoospermics and
azoospermics could not to serve as biochemical marker for
the exploration of azoospermia. Adamopoulos and
Deliyiannis [11] showed in their study that the concentration
of inorganic phosphate was higher in  semen
asthenozoospermic but lower in those azoospermic and
normozoospermic. Phosphate is one of the majority anions of
the cell where it ensures the electrical neutrality by combining
with potassium.

Magnesium is present at a high concentration in
semen [7]. It acts as a cofactor for several enzymatic reactions
involving energy metabolism (ATP) and nucleic acid
synthesis [33]. It plays an important role in spermatogenesis,
particularly in spermatozoa motility. The magnesium
concentration presents no significant difference in the seminal
plasma of normozoospermics and azoospermics as confirmed
by the study of Sundaram et al [28]. Umeyama et al [7] reveal
from their work that the magnesium concentration in seminal
plasma is almost identical between fertile and infertile men.
There is a concentration gradient between the content of free
magnesium in the extracellular medium and that of the
intracellular medium and an electrical gradient which tend to
bring the magnesium in the cell. There are magnesium pumps
such as those of calcium and sodium that take out magnesium
of the cell and which keep cellular homeostasis [34].

The average concentration of iron in seminal plasma
of semen normozoospermics is slightly higher than that of
azoospermic semen; however it does not present significant
difference. Marzec-Wréblewska et al. [35] reported that there
is no significant correlation between the iron concentration in
the semen of fertile and infertile men. Iron plays an important
role in male fertility and spermatogenesis [36]. Iron's ability
to serve as both electron donor and acceptor makes it
irreplaceable metal for various metabolic and physiological
pathways. Indeed, it is a component of many enzymes and
metalloprotein. Only a small fraction of iron is in free form,
any excess free iron is toxic to the body. In the semen we note
the presence of specialized proteins that regulate homeostasis.
They are involved in the transportation of iron and its
regulation metabolism [37].

IJBR (2016) 7(01)

5. Conclusion

Mineral components such as sodium, potassium,
calcium, magnesium, phosphorus, chlorine, and iron, while
playing an important role in functioning and maintenance of
male fertility, have no diagnostic value for disorders of the
male reproductive system, particularly azoospermia. The
presence or absence of spermatozoa in the semen does not
influence its osmolality. This study highlighted the role of the
plasma membrane in maintaining cellular homeostasis.
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ANNEXE B DES GENERALITES



Tableau i : Pathologies de la spermatogenese

Orchites virales

Atteintes Orchites et
testiculaires par épididymorchites Orchites et épididymorchites bactériennes
des agents
exogenes Varicocele
Torsion testiculaire
) Syndrome de Klinefelter (47XXY)
Anomalies du
Syndrome 47, XXY
nombre de R
chromosomes Syndrome de male XX (46XX)
Dygénésie gonadique mixte (45X0/46XY)
Atteinte
testiculaire . Autosomes (1,3,5,6,9,10)
d’origine Anomalies de
génétique structure des
chromosomes Chromosomes sexuels
Atteintes
. Syndrome de Kartagener
chromosomiques
non e?nc,:ore Globozoospermies
localisées
Syndrome de Kallman
Syndrome de Prader-Labardt-Willi
Atteintes du Hypoplasie congénitale de la surrénale
systeme Syndrome de Laurence-Moon et syndrome de
Atteintes endocrinien Bardet-Biedel
d’origine Insuffisance hypophysaire congénitale
endocrinienne Déficit isolé en LH et en FSH

Atteinte dans la
biosynthese et
I’action des
androgenes

Molécules de
signalisation




Tableau ii : Normes de I’OMS 2010

Parameétres

Normes de ’OMS 2010

Anomalies

Couleur

Gris opalescent

Couleur jaune

Couleur brune

Viscosité

Normal

Hyperviscosité

Hypoviscosité

pH

7,2 <pH <8

pH<72 acide
pH > 8 alcalin

Volume

1,5<V <6ml

aspermie V=0
hypospermie V <1,5ml
hyperspermie V > 6ml

Numération

15 < n < 200millions/ml

Azoospermie n =0
oligozoospermie
n < 15millions/ml
polyspermie

n > 200millions/ml

Mobilité a la

premiere heure

a+b > 32%
a+b+c > 40%

asthénozoospermie primaire
a+b+c <40%

ou a+b < 32%

Mobilité a la

quatrieme heure

Asthénozoospermie secondaire
Baisse de la mobilité de 50% a

la quatrieme heure

Numération des

leucocytes

< 1,0 million/ml

Leucospermie

n >1million/ml

Morphologie des

spermatozoides

> 4 % (selon Kruger)

Tératozoospermie n < 4 %




Tableau iii : Marqueurs du plasma séminal témoignant de I’activité des glandes annexes

(Source : Lansac & Guérif 2005)

ORIGINE VALEUR DE REFERENCE (uM PAR
MARQUEURS
ANATOMIQUE EJACULAT)
L-Carnitine 650
Epididyme alpha-glucosidase 60
Vésicules séminales Fructose 13
Zinc 2.5
Prostate Acide citrique 52
Phosphatases
1200

alcalines




Tableau iv : Bilan d’une azoospermie obstructive (Source : Schill et al, 2008)

Obstruction Obstruction Obstruction Obstruction distale avec
proximale proximale au distale ABCD déférents palpables
niveau de
I’épididyme
Analyse de Azoospermie ou Azoospermie ou Azoospermie ou Azoospermie ou
sperme oligozoospermie oligozoospermie oligozoospermie | oligozoospermie sévere
sévere sévere sévere
Ejaculat de volume bas
Ejaculat de volume | Ejaculat de volume | Ejaculat de
normal normal volume bas Fructose bas
Fructose normal Fructose normal Fructose bas pH acide<7
pH alcalin>7 pH alcalin>7 pH acide<7
Marqueurs Marqueurs
biochimiques biochimiques
épididymaires épididymaires bas
normaux
Echographie | Dilatation isolée du | Augmentation du Dilatation des Epididyme obstructif
scrotale rete testis volume de canaux efférents
I’épididyme
Arrét brutal au
Epididymene hy niveau du corps
poéchogene de I’épididyme
Dilatation de
I’épididyme
Echographie | Normale ou signes Normale ou signes | Absence Kyste médian
endorectale de prostatite de prostatite d’ampoule du (mullérien/utriculaire ou

chronique

chronique

déférent, 90%
d’anomalies des
vésicules
séminales (allant
d’une absence uni
ou bilaterale a une
hypoplasie,
kystes,
calcifications,
aspect
hyperéchogene)

wollfien)

Dilatation des vésicules
séminales

Kyste des vésicules
séminales

Lithiase des canaux
éjaculateurs ou des
ampoules des déférents

Prostatite chronique (aspect
inégal de la région

périphérique)

Cancer de la prostate




Tableau v : Formule chimique des vitamines A, D et E

CHs, CHj CHs
S N N SN oK
RETINOL CH3
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ANNEXE C DE LA METHODOLOGIE
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Figure i : Droite d’étalonnage du Malonyldialdéhyde
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Figure ii : Droite d’étalonnage du sulfate de fer pour la mesure de
I’activité antioxydante totale.
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Figure iii : Droite d’étalonnage du rétinol.
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Figure iv : Droite d’étalonnage du cholécalciférol.
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Figure v : Droite d’étalonnage de 1’alpha tocophérol.



RESUME

L’évaluation de nouveaux biomarqueurs du plasma séminal des azoospermes a pour objectif
d’identifier les éléments minéraux, les marqueurs du stress oxydatif, les vitamines A, D, E, pouvant
servir de marqueurs biochimiques discriminants dans 1’exploration de I’azoospermie. Cette étude a
permis d’analysé 850 échantillons de spermes parmi lesquels ont été sélectionnés 30 échantillons
normozoospermiques et 30 échantillons azoospermiques pour 1’identification des biomarqueurs. Ainsi
le dosage du fer, du magnésium et du phosphate inorganique a été fait a partir du Cobas® c311 de
Roche/Hitachi. L’automate Roche® 9180 Electrolyte Analyser a été utilisé pour le dosage du sodium,
du potassium, du chlore et du calcium. La détermination de la TAC et du MDA a été réalisé a partir
d’un spectrophotometre. La chaine HPLC a permis de réaliser le dosage simultané des vitamines A D
E dans le plasma séminal. Les résultats obtenus ont montré que seulement 2 % des spermes analysés
présentaient une normozoospermie. La concentration du plasma séminal en éléments minéraux ne
présentait pas de valeur diagnostique pour 1’azoospermie. La différence de concentration en MDA du
plasma séminal des azoospermes et des normozoospermes n’était pas significative. Tandis que celle de
la TAC était significative et pourrait servir de biomarqueur de différenciation. Concernant les
vitamines A, D, E, seul la vitamine D ne peut pas servir de biomarqueur de différenciation des

spermes normozoospermiques et azoospermiques.
Mots clé : azoospermie, normozoospermie, plasma séminal, biomarqueur

ABSTRACT

Evaluation of new biomarkers of the seminal plasma of azoosperms aims to identify mineral elements,
markers of oxidative stress, vitamins A, D, E, which can serve as discriminating biochemical markers
in the exploration of azoospermia. This study has allowed analyzing 850 samples of sperm whose 30
normozoospermic and 30 azoospermic samples were selected for the identification of biomarkers. So
determination of iron, magnesium and inorganic phosphate was made from Roche / Hitachi Cobas®
c311. The Roche® 9180 Electrolyte Analyzer was used for the determination of sodium, potassium,
chlorine and calcium. Determination of TAC and MDA was performed from a spectrophotometer. The
HPLC chain has allowed carrying out simultaneous dosing of the vitamins A D E in the seminal
plasma. The results obtained, showed that only 2 % of the sperm analyzed showed normozoospermia.
The concentration of seminal plasma in mineral elements did not have any diagnostic value for
azoospermia. The difference in MDA concentration of the seminal plasma of azoosperm and
normozoosperm was not significant. While that of TAC was significant and could serve as a
biomarker of differentiation. Concerning vitamins A, D, E, only vitamin D cannot be used as

biomarker for differentiation of normozoospermic and azoospermic sperm.

Keywords: azoospermia, normozoospermia, seminal plasma, biomarker





