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ANDROLOGIE et PMA : where is the link ?

Il yades bijoux qu'on achete...d'autres pas!




Exemples d opportunites medicales
avant ... une « eventuelle » AMP




Exemple D'UNE INFLAMMATION CHRONIQUE DU
TRACTUS GENITAL MASCULIN

/ LINTERROGATOIRE
L’EXAMEN CLINIQUE

L’'ECHOGRAPHIE ENDORECTALE / TESTICULAIRE

LE SPERMOGRAMME

LA BIOCHIMIE DU PLASMA SEMINAL

&A SPERMOCULTURE

~

/ Faisceau

-

~

Azoospermie — Oligospermie
Modification du type dAMP (IA)

Amélioration de la Fécondance

@minuer Apoptose des spz /

OBJECTIFS

TRAITEMENT
ATB + AINS



TRAITEMENT D'UNE PROSTATITE CHRONIQUE ou
D'UNE AUTRE INFLAMMATION CHRONIQUE
du TRACTUS GENITAL MASCULIN

%

6\

QUINOLONE Il (OFLOXACINE 200 mg x 2/J
ANTI-INFLAMMATOIRE NON STEROIDIEN

PHASE 1
20 j

puis
METRONIDAZOLE (500 mg x 2/J) 10 j

PHASE 2
DOXYCYCLINE (100 mg x 2/J) 16 j

SPERMOGRAMME DE CONTROLE ( > 3 sem.)

(Volume, Mobilité-Vitalité, Leucocytes, biochimie PS, SPCult, Clinique )




CONCLUSION 1

L' EXAMEN CLINICO-BIOLOGIQUE des hommes est
indispensable
Pour qu'une AMP (ITU/ICSI)

ait les meilleures chances de succes

..... La biologie du sperme .... le filtre pour dépister les
soucis masculins,



Aspects biologiques de
Ia
fertilite masculine



« |_ "analyse biclogigue des spermatozoides et du
liguide seminall est une etape cle de | ‘evaluation
de la fertilite masculine et donc du potentiel
fecondant des spermatozoides

« Ces analyses donnent egalement des indications
sur la fonction testiculaire et sur | ‘integrite du
tractus genital masculin



THE BIBLE :

WHO laboratory manual
for the examination of
human semen and
sperm-cervical mucus
interaction

FOURTH EDITION

WORLD HEALTH ORGANIZATION




L’analyse de sperme consiste en:

analyse macroescopigue
volume, pH, temps de liguefaction

analyse microscopigue
concentration, mobilite et viabilite

analyse immunologigue
recherche d anticorps anti-spermatozoides

analyse bacteriologigue
detection d'infection, en plus de la colonisation toujours

presente
evaluation de la morphologie des

spermatozoides

examen detaille de la morphologie de 100 a 200
spermatozoides

analyse biochimique du plasma seminal
marqueurs des glandes annexes



Reference values of semen variables?

Volume 2.0 ml or more
pH /.2 or more
Sperm concentration 20x10°8 spermatozoa/ml or more
Total sperm count 40x10° spermatozoa or more
Motility 50% or more motile (grade a+b) or 25% or
more with
progressive motility (grade a) within 60 min
after
collection.
Morphology *
Vitality 75% or more live
White blood cells Fewer than 1x105/ml
Immunobead test Fewer than 50% spermatozoa with adherent
particles
MAR test Fewer than 50% spermatozoa with adherent
particles

a\WHO manual, 4t edition, 19909.

* Data from ART programmes suggest that, as sperm morphology falls
below 15% normal forms, using the methods and definitions described
in this manual, the fertilization rate in vitro decreases.



Reference values of semen variables?”

(2)

Seminal plasma biochemical analysis

Epididymal markers

o-glucosidase (neutral) 20 mU or more per ejaculate

Carnitine 0.8-2.9 umole per ejaculate

Prostate markers

Zinc (total) 2.4 umole or more per ejaculate

Citric acid (total) 92 pmole or more per
ejaculate

Acid phosphatase (total)200 U or more per ejaculate
Seminal vesicle marker
Fructose (total) 13 umole or more per ejaculate

BWWHO manual, 3™ edition, 1992



LES DYSKINESIES

FLAGELLAIRES....
Un diagnostic souvent
difficile.

mobiles mais Tests Pénétration

dans Glaire -

Immotile Cilia,

Kartagener syndrome.

9+0 Syndrome (Neugebauer et al., 1990)
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Figure 4.6.

Transmission electron microscopy. Spermatozoa have spherically shaped
nuckzl, completely lacking both acrosome and postacrosomal she

aths,




Morphologie des spermatozoides humains.

Tétes normales
Anomalies de la piéce intermédiaire

17. Reste cytoplasmique .

18. Angulation .

yeew

Anomalies de 1a téte

Anomalies du flagelle
5. Macocéphale

» Microcéphale 19. Double

. Pyriforme 20. Court

. Tapering 21. Enrouls

. Ronde (avec acrosome)

22,

. Ronde (sans acrosome)

23.
24

« Double téte (amorphe)

. Amorphe
. Amorphe
. Amorphe
. Amorphe
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Certaines anomalies morphologiques peuvent
compromettre la capacite fecondante des
spermatozoides ....quelques exemples....

« Une anomalie de la piece intermediaire ou du flagelle peut perturber
la mobilite

« Un acrosome incomplet ou absent peut empécher la penétration de
la zone pellucide de I'ovocyte.

« Une téte trop volumineuse est un signe que la compaction de 'AND
duinoyau est incomplete



Espace Fixation

périvitellin Initiation )
Zone pellucide Membrane Granules™, de Ia
pla§me corticaux ST

Poursuite
. de la RA

Spermatozoide
acrosome réagi

\

Réaction

Modification | corticale Pénétration de la ZP

de la ZP apres
la réaction corticale

Spermatozoide

Fusion membranaire Vésiculation , o,
acrosome réagi







INTRODUCTION

Le spermatozoide,

Son noyau et sa chromatine

Infertilités masculines d’origine genétique
La spermatogénese normale et pathologique

Les ARNm et leurs roles éventuels




OBJECTIF DE L'ETUDE

*[.es ARNm des spermatozoides sont le reflet
des événements intervenus lors de la
spermatogenese,

*[e/Les profil(s) de ces ARNm n’ont jamais €te
clairement établis,

[.’objectif de ce travail a ¢te de déterminer
comment on pourrait utiliser les ARNm extraits
des spermatozoides de 1’¢jaculat pour donner
une « empreinte génetique » de la
spermatogenese humaine normale.



METHODE

Utilisation de la technique du microarray pour identifier les
genes correspondants aux ARNm transcrits.

Echantillons Technique

Ejaculats poolés/9 hommes fertiles  Extraction des ARNm ,
purification,

rtPCR, synthese de cDNA,
marquage au 2P,

Ejaculat/1 homme fertile

Testis/19 victimes d’accidents

Microarrays : ~ 30’000 ESTs (Expressed Sequence Tags)
Application des cDNA marques des différents echantillons
Detection des spots apres exposition photo, analyse informatisée,

Determination des protéines correspondantes aux genes exprimes.



testis i ESTs

‘pool d’éjaculats 3281 ESTs
. testis i

¢jaculats -is'_olé 2780 ESTS

testis ~ pool d’ejaculats

ejaculat isole 4 ESTs
testis: . :pool d’ejaculats

RESULTATS

g 3. Fingarprint of human teaticular and sparmatozoal RNAS
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RESULTATS

9 ARNm presents dans testis et €jaculats poolés dont les
protéines ont ¢t identifices :

- FOXG1B,WINT5A,S0X13,clusterin, AKAP4,oscillin, HSBP1

Protéines correspondant aux genes exprimes

Prot membranaires et nucléaires

Role : transduction signaux, prolifération cellulaire dans
spermatogenese (?), fécondation, développement
embryonnaire.



RESULTATS-DISCUSSION

Comparaison transcrits OVOCYTES HUMAINS Non Féconde¢s
et transcrits des spermatozoides

ATTCHnEASRINEE R CoOmmmn
)
ldém chezZ1a SoNneGs

Les transcrits de ZY GOTES (échec de fécondation) possedent en
plus de ceux détectes dans des OVOCYTES NON FECONDES
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ROLES IMPORTANTS POUR LES ARNm DES SPERMATOZOIDES

DURANT PUIS APRES LA FECONDATION ?
ETABLISSEMENT D’UNE EMPREINTE GENETIQUE DES SPZ
VALIDATION TECHNIQUE




CONCLUSION

Que doit-on penser de 1’utilisation des spermatozoides en ICSI
et de I’incidence €ventuelle sur le conceptus ....

Les études a larges effectifs sont en cours pour affiner nos connaissances sur
« le risque de I'ICSl » ....

Importance de la recherche des causes géneétique connues
actuellement...dans 'attente d’'une « empreinte genétique du sperme ».



Genetique et
infertilite masculine

remerciement au Dr Sophie DAHOUN, Génétique Médicale HUG
pour le prét de diapositive



Un caryotype est

recommande:

« Chezl’

= azoospermie ou OAT (<20mio /ejaculat)
= Sighes cliniques

* Chez si notion familiale:
= fausses couches a repetition

= haissance enfants anormaux
= steriliteé

= PMA non developpement des embryons



Spermatogenesis

CHROMOSOMES CHROMATIDS
PER PER
CELL CHROMOSOME

Sparmatogonia 46 2

Mitosis
Differantiation

Primary spermatocytes
1st meiotic division

Secondary spermatocytes
2d meiatic division

Spermatids

Differentiation

Spermatozoa

Une anomalie du caryotype est retrouvée dans environ 10-15 % des
oligospermies extremes (<5 M spermatozoides)....explication de I'oligospermie
par une perturbation de la meéiose.




Les genes

« etat de la recherche:

= Souris transgeniques

= autosomique recessive

= atteint 1/2000 --> porteur 1/20

= >700 mutations deécrites (60% AF508)
= 95% des atteints agenesie deferents
= 6% azoospermie: excretoire

= atteinte clinique est fonction du type de
mutation

= mutations + ou - pathogéenes



L’analyse moleculaire du gene CFTR
(mucoviscidose) est recommande:

« chezl’
= agenesie (meme unilaterale) des canaux deferents
= OAT severe (< 20 mio tOtaI) quoique controversé

= hotions d’affections pulmonaires a répetitions, de
pancreatites

= antecedents familiaux de mucoviscidose
* chez la

= notion familiale

= Si mutation trouvée chez partenaire

= 21 mutations testees negatives chez conjoint avec
CAVD



Risque mucoviscidose
patient CAVD

Mucoviscidose
pulmonaire

= mutation pathogéne CFIR

w— mutation peu pathogene



Deletions bras long Y
6 etudes: 671 patients

60%:-
A
50%-
40% Krausz
Reijo
30%- B Foresta
H Kleiman
20%1 - Palermo
2 B ForestaSCOS
10%-
0%




Consell genetique:
Deletions Yq

disponible
recherchant les
deletions de 18
endroits specifiques de
I’Y

transmission de la
sterilite aux garcons

* cas rares decrits de
pénétrance incompléte

« test ou
?




L]

Identification de maladies

genetiques
de l'infertilite
potentiellement a la descendance

- PMA => |evee de naturelles
- Consultation geneéetique:

. au diagnostic

« implication genetique dans la pathologie

* moyens

- Conseil génétique:
.
: pour la descendance
“ variation expression
* mode de transmission
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Acrosomal
cap

Acrosome

Equataorial
segment

Postacrosomal
region

Plasma
membrane

Quter
acrosomal
membrane

Inner
acrosomal
membrane

Nuclear envelope
(without pores)

Nucleus

Subacrosomal
material

Postacrosomal
dense lamina

~+——— Poslerior ring

Redundant
nuclear envelope

(with pores)
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Agsisted Reproductive
Technologies (ART)

SFPERN
FEEPARATION

-

<'= Artificial Insemination (Al)
AIC AT with copjoined geem

Origin of sperm : ‘
AIC : Al wath doroe gecm

aite of

: e ‘ 0] : intre carvicals insdmiration

IUL ; irtra-utdrine ingdmninat o

<'= In vitro fertilization

IVFE : classical I[VF
[C5] : asasted [VF
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O Taux degmss. f WACeflechées

Sermges modiicaion
hiodication of SPZ préparation
=46
2.

15.2%0




ORIENTATION THERAPEUTIKMIE
LN AM.P.

*(CriTEres
- bt
- morpholopie

*Nombre {ulal de spermatozoides mobiles
dans la préparation
= 1% 108 e TAC - TAD
LU

= {15 x 10 FI¥ classigne

= 0,2x 19" —- FIV microgouties
(L0 0G0 sperimalosoides’ 20 pl)

£ 0,2 5 H oo ICST




Different steps of [VFE

Cection of & mature follicle 10

SEfnQes with cumulus-oocyte complexes in follicular
fluid



v oCyte surmunded by the

J0

curmulus-oocyte comples




J0

TECARICIEn With the Sperm preparation




Decoronisation atter classical E

Unfertilize d ooc yie




.H DEcoranisation




Dafferent steps of
[CS]

Decarontsation at JO before
injection of the mature oocytes

(L)










JO ICS| 3




J0

ICSI 4




ALGER
2003

ICSI et biopsies testiculaires

« Extraction de spermatozoides d’'un fragment

de pulpe testiculaire
« Causes secreéetoires
« Causes obstructives

« Spermatides, Cellules germinales immatures

* Pas de microscope operatoire
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(88071CS) et biopsies testiculaires
(TESE)




Normal testicular section

ertoli cell only
syndrome

1"""' - .

.



@ Trraitement d’'une biopsie chirurgicale au
laboratoire pour une utilisation optimale en AMP

Préléevement :
Sans hématies, importance d’'une bonne hémostase,
Thermo-stabilité du transfert de la biopsie vers labo.

Dilacération :

Qualité de la dilacération, fine sans morceaux, 2 scalpels
dans une pétri, petit volume de milieu. de
centrifugation avant congélation de la suspension de
spz.

Congélation des spermatozoides :

Protocole identique spermatozoides déférent, épididyme,
testiculaires.

Milieu clair, addition rapide de cryoprotecteur,
lente elimination a la décongélation, gradient bicouche

ou monocouche, lavage-simple.




[VF and ICSI

Chservation of zygotes 1

J1




[VF and ICSI

Chservation of zygotes 2

J1







Morula stage J4
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Mechanical Assisted Hatching




Preimplantation genetic diagnosis







En CONCLUSION ...

Rien ne doit étre négligé dans un travail aussi vaste que celui de
permettre a des couples d’avoir de enfants....

La mise en commun de toutes les compétences est nécessaire pour
bien évaluer tous les aspects de l'infertilité, du diagnostic au
traitement AMP éeventuel :

LA GYNECOLOGIE,

LA BIOLOGIE DE LA REPRODUCTION,
L’ANDROLOGIE,

L'UROLOGIE,

L’'ENDOCRINOLOGIE,

LA GENETIQUE.
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