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Abréviations

ABCD : Absence Bilatérale des Canaux Déférents
ABPA : Aspergillose Broncho Pulmonaire Allergique
ADGRG?2 : Adhesion G Protein-Coupled Receptor G2
ADN : Acide Désoxyribonucléique
AFU : Association Frangaise d’Urologie
AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique
ANO : Azoospermie Non Obstructive
AO : Azoospermie Obstructive
ASRM : American Society for Reproductive Medecine
ATP : Adénosine Triphosphate
AUCD : Absence Unilatérale du Canal Déférent
AZF : Azoospermia Factor
BPCO : Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive
CFTR : Régulateur Transmembranaire de la Fibrose Kystique
CFTR-RD : Related Disorder ou Disease
FK : Fibrose Kystique
FSH : Hormone Folliculo Stimulante
GnRH : Hormone de libération des Gonadotrophines Hypophysaires
HbAlc : HEmoglobine glyquée
HMZ : Homozygote
HTZ : Hétérozygote
ICSI : Injection Intra Cytoplasmique de Spermatozoides
IMC : Indice de Masse Corporelle
IV : Intra Veineuse
L-carnitine : carnitine libre
LH : Hormone Lutéinisante
MESA : Aspiration microchirurgicale de spermatozoides épididymaires
OR : Odds Ratio
PESA : Aspiration percutanée de spermatozoides épididymaires
PKC : Protéine Kinase C
Q1 : 1°" inter-quartile
Q3 : 3°me nter-quartile
SALF : Société d’Andrologie de Langue Francaise
SHBG : Sex Hormone-Binding Globulin
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TESA : Aspiration percutanée de spermatozoides testiculaire
TESE : Extraction testiculaire de spermatozoides

TRUS : échographie transrectale

VEMS : Volume Expiratoire Maximal par Seconde

Y(q : bras long du chromosome Y
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. Généralités :

A. Appareil génito-urinaire masculin :

1) Anatomie de I'appareil génito-urinaire masculin :

Chez I'nomme, I'appareil génital est étroitement lié a I'appareil urinaire. Il comprend les
testicules, les épididymes, les canaux déférents, les vésicules séminales, la prostate

ainsi que le pénis (1).

Vésicules
séminales
) Rectum
Vessie Canal éjaculateur
= - (réunion des
E‘nhl:-;:f“ 2 Canaux)
Glandes
Prostate bulbo-urétrales
4 ; , Sphincter externe
Coqps ——— g iy de l'anus
CEVEMISLE :
Aunius
Corps Canal déférent
SpOonEieL
Giland )
Testicule
Urétre Scrotum

Figure 1 : Schéma de I'appareil génito-urinaire masculin (2)

L'appareil génital masculin est constitué d’organes génitaux externes et internes :
De chaque c6té on retrouve :

— un testicule, coiffé par I'épididyme et logé dans le scrotum,

— un canal déférent, qui prolonge I'épididyme,

— un canal éjaculateur qui fait suite au canal déférent
Dans la partie terminale de I'appareil, les organes sont impairs :
— le canal uro-génital ou urétre, issu de la vessie,

— la prostate
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2) Anatomie du testicule :

Canaux ettérents

Canal épididymaire

Corps de Highmore

Rete testis

Cloison

Albuginée

Tube droit

Canal déferent

Rameau
interiobulaire long

Rameau Interlobulalre
court

Rameau superficiel
de I'albuginée

Tube séminifére

Rameau terminal de lz branche
testiculaire de |'artére spermatique

Figure 2 : Schéma d’une coupe sagittale de testicule et d’épididyme (1)

Le testicule est un organe ovoide non symétrique avec un grand axe mesurant 4 a 5
cm et un petit axe mesurant environ 3 cm. Son épaisseur est d’environ 2,5 cm (3).
Chaque testicule est entouré par une capsule conjonctive fibreuse peu extensible
appelée, albuginée. Un épaississement de l'albuginée au pole supérieur du testicule
forme le corps de Highmore.

Chague testicule est situé dans le scrotum, suspendu a I'extrémité du cordon
spermatique recouvert par le muscle crémaster. Dans le cordon spermatique
cheminent I'artére testiculaire, la veine testiculaire, la veine épididymaire, les artéres
et veines déférentielles et le canal déférent.

A Tintérieur du scrotum la température est inférieure a la température corporelle de
quelgques degrés (3 a 5°C) ceci permettant le bon déroulement de la spermatogenese.
Celle-ci peut étre négativement influencée lors de certaines situations modifiant la
température (varicocele, exposition professionnelle a la chaleur, ...).

Les testicules assurent donc une double fonction : fonction exocrine, représentée par
la spermatogenése mais également une fonction endocrine avec la production et la

sécrétion de testostérone.
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a) Les voies spermatiques intra-testiculaires :

Elles comportent :

- les tubes séminiferes
- les tubes droits

- le rete testis

- les canaux efférents

De fines cloisons conjonctives appelées septa délimitent environ 250 a 300 lobules
par testicule. Chaque lobule contient un & quatre tubules séminiféres pelotonnés ou
contournés. Les tubules séminiferes mesurent 200 a 300um de diamétre. lls sont
principalement constitués par des cellules germinales (a différents stades de
maturation selon leur localisation dans ['épithélium séminifere) et des cellules
somatiques de soutien appelées, cellules de Sertoli.

Entre ces tubules se trouve le tissu interstitiel composé de vaisseaux et d’ilots de
cellules endocrines (cellules de Leydig produisant la testostérone). Le liquide
interstitiel lui participe aux fonctions endocrines et paracrines du testicule. Au niveau
du corps de Highmore, les tubules séminiferes de chaque lobule confluent en un tube
droit de 1 mm de longueur. Les tubes droits drainent les tubes séminiferes et
communiquent avec un réseau de canalicules anastomosés parcourant le corps de
Highmore appelé le rete testis. Celui-ci communique avec les cbnes efférents (se

jetant dans le canal épididymaire) permettant la continuité entre testicule et épididyme.

0
Wy
~
AR
CT

Figure 3 : Coupe de testicule humain a faible grossissement x2.5 a gauche puis x20 a droite
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b) L’épithélium séminifére

L’épithélium séminifére abrite les cellules germinales que sont les spermatogonies, les
spermatocytes et les spermatides qui correspondent aux trois grandes phases de la
spermatogenése. Elles sont disposées en assises plus ou moins régulieres. Les
spermatogonies sont les cellules les plus périphériques, elles sont localisées contre la
gaine péritubulaire de I'épithélium séminifére. Les spermatocytes sont situés a mi-
hauteur de I'épithélium séminifére, entre les spermatogonies et les spermatides. Les
spermatides sont retrouvées a proximité de la lumiére des tubes. Au sein de cet
épithélium, sur toute sa hauteur, on retrouve également des cellules de soutien, les
cellules de Sertoli. Ce sont de grandes cellules de forme pyramidale, possédant de
nombreux prolongements qui leurs permettent d’interagir avec les cellules de la lignée
germinale. Les cellules de Sertoli sont reliées entre elles grace a des jonctions serrées
établissant la barriere hémato-testiculaire. Elles assurent un réle de soutien mais
également de protection, de nutrition des cellules germinales, elles contrélent la
libération des spermatozoides dans la lumiere des tubes, et sont capables de
phagocytose. Leurs fonctions sont sous le contrdle de ’'Hormone Folliculo Stimulante

(FSH) hypophysaire.

Spermatocytes  Spermatide

Spermatogonie

Figure 4 : Schéma de I'épithélium séminifére issu de De Boeck Université, 2007 (4)

c) Les voies spermatiques extra-testiculaires :

Ce sont des structures paires qui se succédent avec (3) :
- L'épididyme

- Le canal déférent

- La vésicule séminale

- Le canal éjaculateur
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A la sortie du testicule, le tractus génital est composé des épididymes puis des canaux
déférents et des canaux é€jaculateurs. Ce tractus devient urogénital lors de la
confluence des canaux éjaculateurs avec 'urétre prostatique. Les glandes associées
sont les vésicules séminales, la prostate et les glandes bulbo-urétrales. Le role
principal de ces structures est de transporter les spermatozoides des testicules vers
I'extérieur. Lors de ce trajet va avoir lieu la maturation notamment épididymaire, mais
aussi la sécrétion de fluides contribuant & la formation du liquide séminal de I'éjaculat
(3).

- L'épididyme coiffe le testicule sur son pole supérieur. Il est composé de trois parties
d'épaisseur décroissante : la téte (caput), le corps (corpus) et la queue (cauda). Il
mesure environ 5 cm de long. Les spermatozoides sont transportés du testicule vers
le canal épididymaire grace aux cones efférents situés au niveau de la téte
épididymaire. Les cones efférents se déversent dans le canal épididymaire prenant un
aspect pelotonné et pouvant mesurer jusqu’a 6 metres. Entre deux éjaculations, les
spermatozoides continuellement produits par les tubes séminiferes sont stockés au
niveau de la queue épididymaire. Le canal épididymaire est bordé par un épithélium
fait de cellules cylindriques comportant des stéréocils a leur pole apical, aidant a la

progression des spermatozoides le long de I'épididyme.

- Les canaux déférents font suite a I'épididyme au niveau de la jonction épididymo-
déférentielle. lls se situent dans le prolongement des canaux épididymaires juste apres
la queue de I'épididyme et cheminent le long de la paroi postérieure du testicule pour
atteindre le cordon spermatique. Leur longueur est d’environ 40 cm et leur diamétre
de 2 mm. lls ont une consistance trés ferme qui permet leur palpation lors de I'examen
cliniue. La partie terminale du canal déférent, dilatée et tortueuse, est appelée
ampoule déférentielle. Tout au long de son trajet, la présence de fibres musculaires,
grace a leur contraction lors de [I'éjaculation, contribue au déplacement des

spermatozoides vers 'ampoule déférentielle.

- Les canaux éjaculateurs mesurent environ 2 cm de long, formés chacun par la
réunion de la vésicule séminale et du conduit déférent correspondant. lls cheminent

dans la prostate et s’abouchent dans l'urétre prostatique.

- Les glandes annexes composeées de la prostate, des vésicules séminales et des

glandes bulbo-urétrales sécretent le liquide séminal (fraction liquidienne de I'éjaculat).
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3) Fonction exocrine du testicule : la spermatogenese

La gamétogenese est un processus qui aboutit a la formation des cellules
reproductrices, les gametes, qui sont des cellules haploides.

La spermatogenese se définit comme un procédé de multiplication et de différenciation
cellulaire a partir des cellules souches diploides que sont les spermatogonies, pour
aboutir a la formation des spermatozoides (gametes males haploides). Elle se déroule
dans les testicules au sein des tubes séminiféres. Elle débute a la puberté, atteint son
maximum vers 20-30 ans, ralentit progressivement vers la quarantaine mais peut se
poursuivre jusqu'a un age avancé. La spermatogenese est un processus lent et

continu d’environ 74 jours chez I'homme (5).

Déroulement de la spermatogenese :

Epididyme Cellule de Sertoli
\ Testicule
/ )\ / Cellule germinale BN
(i ~\\
X M Tubules ‘ = / (diploide) \\( )/‘
[ N, £\ séminiféres A1) S
| - contournés ) ﬂ
| 5
| . - e \\ Spermatocyte s
AT 3 ) & /— primaire =<0\
! | =7 (diploide) \\\‘ )
\ \} \\i\m\ 4 A &_/ Spermatocytes / \}ME[OS“
Vi B *\ secondaires =
/ ) = @ A \ (haploides) \(A< ;">\-

9 \\ ;
Canal déférent ) \Spormatices / \ / MEIOSE Il
(hapk»des)\% 0

\\\\\

\ \/\Spelmatozomes\” R E
) \x \

Coupe transversale \ |
d'un tubule séminifére

\

|

Figure 5 : Schéma de la spermatogenése issu de De Boeck Université, 2007 (4)

La spermatogenese se déroule en trois grandes étapes : la phase de multiplication
des cellules souches, la méiose et enfin la spermiogénese (3).

Lors de la phase de multiplication, les spermatogonies (diploides) subissent plusieurs
divisions mitotiques et vont aboutir a I'obtention de spermatocyte de type | (diploides).
La premiere division méiotique (ou division réductionnelle) concerne les
spermatocytes de type | et permet, par séparation des chromosomes homologues, la
formation des spermatocytes de type Il. Puis la division équationnelle, par séparation
des chromatides sceurs aboutira a I'obtention de spermatides rondes qui ne se

diviseront plus. Les spermatides vont subir la derniére phase appelée spermiogéneése.
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Elle permet la différentiation en spermatozoides et est spécifique de la gamétogenése
male. L’acquisition de critéres morphologiques comme la formation de I'acrosome, du
flagelle, du manchon mitochondrial, de I'élongation nucléaire et de I'élimination du
cytoplasme permet d’aboutir a un spermatozoide (6,7). La premiere phase de
multiplication dure 27 jours, la deuxieme dure 24 jours (méiose | : 23 jours puis méiose
Il : 24 heures), et enfin la derniére phase, la spermiogenése dure 23 jours. Celle-ci se
termine par la spermiation : la libération des spermatozoides dans la lumiére du tube

séminifere (3).

Figure 6 : Schéma des modifications nucléaires et cytoplasmiques touchant les spermatides
pendant leur différenciation (1)

4) Maturation épididymaire des spermatozoides :

A la sortie du testicule, les spermatozoides sont morphologiquement différenciés, mais
non fertiles car presque immobiles et donc incapables de féconder un ovocyte. Pour
devenir fécondants, les spermatozoides doivent subir deux processus de maturation
extra-testiculaire, I'un dans l'appareil reproducteur masculin, la maturation
épididymaire des spermatozoides, et le second dans l'appareil féminin, appelé
capacitation (8). Les spermatozoides n'acquierent leur pouvoir fécondant qu'apres 2 a
4 jours de transit épididymaire (9). Au cours de ce trajet, le spermatozoide acquiert sa
capacité féecondante en devenant progressivement capable de se déplacer de maniére
linéaire afin de migrer a travers le tractus féminin. Il subit également des modifications
membranaires le rendant apte par la suite a se lier a la zone pellucide et a fusionner
avec l'ovocyte. Toutes ces propriétés spermatiques sont acquises apres des
modifications séquentielles intervenant soit au niveau du spermatozoide, soit dans

I'environnement épididymaire (10).
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bY

L'environnement luminal est spécifique a chaque région de ['épididyme et les
différences entre ces régions sont dues a la composition cellulaire variée de

I'épithélium et a la régulation hormonale.

a) Anatomie de I'épididyme :
Voir partie précédente

b) Histologie de I'épididyme :

La paroi du canal épididymaire comprend une lame basale, des fibres musculaires
lisses a l'origine de contractions péristaltiques, et d’'un épithélium pseudo-stratifié
comprenant 3 types cellulaires : des cellules basales de renouvellement, des cellules
glandulaires (impliquées dans des processus de résorption des fluides canalaires) et
des cellules dotées de trés longues microvillosités appelées stéréocils, assurant le
transport des spermatozoides. Tout au long de I'épididyme on retrouve les mémes
composants mais des différences structurales apparaissent au niveau de la taille des
cellules épithéliales et des stéréocils ainsi qu’au niveau de I'épaisseur de la couche
circulaire de fibres musculaires lisses. En effet I'épaisseur de la couche musculaire
augmente nettement de la téte vers la queue de I'épididyme alors que I'épaisseur de
I'épithélium diminue. On observe également une diminution de la longueur des
stéréocils entre la téte et la queue. Cette différence structurale est liée a leurs activités,
la téte et le corps de I'épididyme permettent de nombreux échanges avec

I'environnement alors que la queue permet le stockage des spermatozoides (11).

c) La barriere hémato-épididymaire :

Elle est constituée de jonctions serrées imperméables, réunissant les cellules
adjacentes glandulaires du canal épididymaire au niveau apico-latéral. Il existe un
gradient téte/queue, en effet les jonctions serrées sont plus nombreuses au niveau de
la téte de I'épididyme. La barriére hémato-épididymaire est sélective autorisant le
transport de certaines molécules contre un gradient de concentration dans le fluide

épididymaire (10).
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d) Fonctions épididymaires :

i.  Transport, protection et stockage des spermatozoides :

- Transport des spermatozoides :
Le transport des spermatozoides est effectué grace au fluide spermatique (issu du
rete-testis), a la pression intra-testiculaire, aux mouvements des stéréocils vibratiles et
aux contractions péristaltiques des cellules musculaires lisses.

- Protection des spermatozoides vis-a-vis du stress oxydatif :
Au cours de leur transit épididymaire, les spermatozoides seront progressivement
protégés des dommages causes par I'environnement extérieur. En effet, les cellules
épithéliales de I'épididyme ont une activité métabolique élevée qui se traduit par la
génération d'espéces réactives de I'oxygéne nocives pour les spermatozoides. Pour
lutter contre le stress oxydatif, les cellules épithéliales excrétent dans la lumiere
épididymaire diverses enzymes antioxydantes, comme la superoxyde dismutase, la
glutathion peroxydase 5 (GPX5), la peroxiredoxin (PRXs),... (10,12). De plus, la
barriere hémato-épididymaire permet de protéger les spermatozoides en cours de
maturation du systeme immunitaire et des substances potentiellement nocives
pouvant étre rencontrées dans la circulation sanguine (13).

- Stockage des spermatozoides :
La queue de I'épididyme est le lieu de stockage des spermatozoides fonctionnellement
matures avant ['éjaculation. Les cellules épithéliales de la queue épididymaire
sécretent des facteurs contribuant au maintien des spermatozoides a I'état quiescent
pendant le stockage. Le pH, la température, la concentration en potassium et la
présence de protéines trés visqueuses en sont des exemples, mais de nombreux
facteurs restent encore inconnus. La survie des spermatozoides est assurée par leur
faible métabolisme. Apres ['éjaculation, dans les voies génitales féminines, les
spermatozoides quitteront cet état de quiescence grace a une alcalinisation : leur
activité métabolique augmentera de 3 a 5 fois par rapport a celle dans la queue de
I'épididyme (12).
En cas d’accumulation excessive dans la queue de I'épididyme, les spermatozoides
seront en partie drainés dans le canal déférent dans les urines du matin et en partie

phagocytés par des macrophages spécialisés appelés spermiophages.
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ii.  Fonction de sécrétion et d’absorption de I'épididyme :

Il existe un gradient ionique entre la téte et la queue épididymaire sous contréle
hormonal. Dans le segment initial, au niveau de la téte épididymaire, le principal
processus est I'absorption de plus de 90% du liquide par les cellules épithéliales. En
effet I'épithélium épididymaire réabsorbe de I'eau, des ions sodium (Na+), chlore (Cl-
), et sécrete des ions potassium (K+) et phosphate (PO43-). Il existe également une
réabsorption des protéines présentes dans le fluide testiculaire (comme I’Androgene
Binding Protein, la clustérine et la tansferrine). La réabsorption se poursuit tout au long
du transit épididymaire, entrainant une augmentation importante de la concentration
spermatique dans la queue épididymaire (10,12),13). Ce gradient ionique va
également entrainer une acidification du milieu dans la partie distale de I'épididyme
par réabsorption de bicarbonate (HCO3-) et sécrétion de protons (H+).

Dans I'épididyme, la mise en place d'un environnement luminal acide participe a la
maturation des spermatozoides en facilitant le transfert de protéine des cellules
épithéliales vers les spermatozoides via des vésicules extracellulaires appelées

épididymosomes (14).

On retrouve également une concentration des substances sanguines dans la lumiere
du tube épididymaire. Par exemple la carnitine qui est synthétisée par le foie, est
transportée dans le sang puis réabsorbée par transport actif et concentrée dans la
lumiere du tube épididymaire. Elle est ensuite transformée en acétylcarnitine et sert
de substrat énergétique (production d’ATP) pour la mobilité des spermatozoides (10).
D’autres substances issues de la circulation sanguine vont étre concentrées dans la

lumiére : la lécithine, le glucose, la testostérone...(14).

Il existe enfin une synthése et une sécrétion de nombreuses protéines, d’enzymes, de
protéases, par I'épithélium qui peuvent modifier le fluide épididymaire et la membrane
des spermatozoides. Elles peuvent étre impliguées dans la fixation des
spermatozoides a la zone pellucide, dans la réaction acrosomique ou encore dans la
mobilité des spermatozoides. La composition protéique du fluide épididymaire est en
constante évolution et certaines de ces protéines ont encore des réles inconnus. En
plus de l'acquisition de nouvelles protéines, les spermatozoides subissent des

modifications moléculaires a leur surface au cours de la maturation épididymaire.
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Ces altérations comprennent I'addition, I'élimination et/ou la modification de sucres et
de lipides sur la membrane plasmique du spermatozoide. Les glycoprotéines et les
polysaccharides forment une interface entre le spermatozoide et son environnement

externe qui est connu sous le nom de glycocalyx (8).

iii.  Modifications structurales et morphologiques des spermatozoides

Comme dit précédemment, a la sortie du testicule, le spermatozoide a une forme
pratiguement définitive. Il existe néanmoins un résidu cytoplasmique au niveau du péle
basal du noyau, appelé gouttelette cytoplasmique. Ce résidu va glisser le long du
flagelle et sera phagocyté par les cellules épididymaires (10)(13).

On observe également lors du trajet épididymaire, une poursuite progressive de la
condensation de la chromatine par augmentation des ponts disulfures, permettant de
protéger '’ADN spermatique (15).

La composition en lipides membranaire des spermatozoides va elle aussi se
modifier au cours de la maturation épididymaire avec une diminution du rapport
cholestérol/phospholipides, permettant une augmentation de leur fluidité. Cette
fluidification serait essentielle pour les événements membranaires ultérieurs
nécessaires a la fécondation, tels que la réaction acrosomique et la capacité a

fusionner avec I'ovocyte (8).

iv.  Modifications fonctionnelles des spermatozoides :

- Acquisition de la mobilité :
Elle commence au niveau de la partie distale de la téte épididymaire : les
spermatozoides se courbent grace a leur flagelle qui réalise de rares oscillations tout
en restant statique. C’est au niveau du corps de I'épididyme qu’apparaissent des
mouvements transitoires selon une grande courbure, la distribution des ondes est alors
asymeétrique entrainant des mouvements inefficaces. Puis, une fois dans la queue, le
mouvement devient continu avec une répartition symétrique des ondes de part et
d’autre du flagelle rendant possible une trajectoire rectiligne (mobilité progressive ou
fléchante) (16). La mobilité des spermatozoides matures dépend de la concentration
en adénosine monophosphate cycligue (AMPc) intracellulaire généré par l'adénylyl
cyclase et des cascades de phosphorylations. Celles-ci vont activer les bras de
dynéine situés sur le flagelle, entrainant une propagation de I'onde et la formation d’un

battement régulier par glissement alterné des microtubules le long du flagelle.
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Pendant le transit épididymaire, la concentration d'’AMPc intracellulaire augmente du
corps a la queue simultanément avec la capacité métabolique et la production d'ATP
(10).
- Pouvoir fécondant :

Les changements de propriétés de la membrane spermatique et les modifications des
protéines de surface constituent les principales modifications membranaires
observées lors du transit épididymaire. L’apparition de protéines de faible poids
moléculaire et fortement sialylées sont caractéristiques du spermatozoide fécondant
retrouvé au niveau de la queue épididymaire. Toutes ces modifications ont pour but
de rendre le spermatozoide apte a fixer la zone pellucide et apte a interagir avec la

membrane ovocytaire.

- La capacitation :
Elle correspond a la capacité du spermatozoide a se fixer a la zone pellucide et a la
membrane plasmique ovocytaire. L’épididyme en méme temps qu’il confere de
nombreuses propriétés aux spermatozoides comme la capacitation, sécrete des
protéines qui vont se fixer a la surface et bloquer I'expression immédiate de ces
propriétés, cest ce quon appelle la décapacitation. Le démasquage des
spermatozoides ou décapacitation aura lieu plus tard au cours du transit dans les voies

génitales féminines (16).

5) Fonction endocrine du testicule : la sécrétion des androgenes

Entre les tubes séminiféeres, le tissu interstitiel, joue un réle majeur dans le maintien
de la spermatogénése, grace aux cellules de Leydig. Ces cellules sécretent les
androgénes testiculaires notamment la testostérone. La régulation de la
spermatogenése est principalement endocrine grace a I'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique. Sous l'effet de certaines stimulations, I'hypothalamus sécréete de facon
pulsatile 'hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires (GnRH), qui agit
localement sur I'hypophyse en stimulant la synthése et la libération des deux
hormones gonadotrophiques, la FSH et 'hormone lutéinisante (LH). La FSH va agir
sur les cellules de Sertoli qui, en retour, vont réguler la sécrétion de FSH au niveau
hypophysaire grace a la synthése d’inhibine B (rétrocontrdle inhibiteur). La LH, quant
a elle, stimule la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig. La testostérone

freine en retour la synthése de LH hypophysaire.
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B. Infertilité masculine :

1) Généralités :

L'infertilité est définie par 'impossibilité pour un couple d’obtenir une grossesse apres
12 mois ou plus de rapports sexuels réguliers non protéges (17).

Selon un rapport publié par le ministére de la santé en février 2022, 3,3 millions
d’hommes et de femmes sont touchés par l'infertilité en France, soit un couple sur
quatre (18).

Encore aujourd’hui dans I'inconscient collectif I'infertilité est bien trop souvent percue
comme de cause féminine alors qu’une origine mixte est retrouvée dans 40% des cas
et masculine stricte dans 20% des cas (19). C’est pourquoi, I'’évaluation du partenaire
masculin est indispensable lors du bilan d’exploration du couple infertile. Cette
évaluation doit étre systématique, uniformisée et structurée selon les
recommandations de ’American Society for Reproductive Medecine (ASRM) (20), de
I'Association Francaise d’Urologie (AFU) et de la Société d’Andrologie de Langue
Francgaise (SALF) (21).

2) Azoospermie :

L’azoospermie est définie comme l'absence de spermatozoides retrouvés dans
I'éjaculat a 'examen direct mais également aprés observation de la totalité du culot de
centrifugation. Elle doit étre confirmée sur au moins deux recueils espacés d'un
intervalle de 3 mois. L'analyse du sperme doit étre effectuée conformément aux
directives de I'Organisation Mondiale de la Santé de 2010 (6°™¢ édition publiée en
2021) (22,23).

La prévalence de l'azoospermie est d'environ 1 % dans la population générale (24) et
varie entre 10 % et 15 % chez les hommes infertiles (25).

Elle ne doit pas étre confondue avec l'aspermie qui se définit par I'absence totale

d'émission de sperme lors de I'éjaculation.
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3) Etiologies de 'azoospermie :

Bien qu'il existe de nombreuses causes d'azoospermie, les étiologies se répartissent

en trois catégories principales : pré-testiculaire, testiculaire et post-testiculaire (26).

- Les causes pré-testiculaires de l'azoospermie, représentées par les anomalies
endocriniennes affectant négativement la spermatogenése (insuffisance testiculaire
d’origine hypothalamo-hypophysaire ou centrale). Elles sont relativement rares

puisqu’elles représentent moins de 3% des causes d’azoospermie (26).

- Les étiologies testiculaires (insuffisance testiculaire primaire ou périphérique)
impliquent des troubles de la spermatogenése intrinseques aux testicules.

- Les causes post-testiculaires de I'azoospermie sont liées a un dysfonctionnement
éjaculatoire ou a l'obstruction du systeme canalaire a n'importe quel endroit de
I'appareil reproducteur masculin, empéchant les spermatozoides d'atteindre le méat

urétral.

L’azoospermie en pratique clinique peut étre classée selon deux types de
mécanismes :
- Mécanisme non obstructif (sécrétoire) ou azoospermie non obstructive (ANO)
par défaut de production des spermatozoides par les testicules
- Mécanisme obstructif ou appelé azoospermie obstructive (AO) par obstacle sur

les voies spermatiques excrétrices

L'azoospermie obstructive représente jusqu'a 40 % des cas d'azoospermie et peut étre

de nature acquise ou congénitale (27).
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4) Evaluation des patients azoospermiques :

a) Bilan d’exploration :

i.  Antécédents médicaux personnels :

Une évaluation compléte doit inclure un interrogatoire complet a la recherche
d’antécédents évocateurs (tels que l'orchite virale, la cryptorchidie, les troubles de la
différentiation sexuelle notamment lors du développement pubertaire, la
mucoviscidose). Mais aussi la recherche d’épisode de torsion testiculaire, de
traumatismes génitaux (comme par exemple lors d’accident de la voie publique). Il
faudra également interroger le patient sur ses antécédents chirurgicaux, surtout les
chirurgies inguino-scrotales (cryptorchidie, hernie inguinale) et chirurgies génito-
urinaires. L’interrogatoire va rechercher les antécédents d’infections urogénitales
(orchiépididymite, urétrite, prostatite, orchite ourlienne, et les infections sexuellement
transmissibles). Sans oublier les pathologies systémiques notamment le diabéte,
'obésité, les cancers, les maladies génétiques, les affections respiratoires et ORL.

Il faut également prendre en considération la prise de traitements (actuels mais aussi
antérieurs). En effet certains médicaments peuvent avoir une influence directe ou
indirecte sur la spermatogenése et/ou un impact sur la vie sexuelle (chimiothérapies
antimitotiques, radiothérapies, antidépresseurs, neuroleptiques, antiépileptiques,
opioides, stéroides, ...).

Il est important d'évaluer le mode de vie, notamment la recherche de facteurs de
risques professionnels comme [I'exposition a la chaleur, aux perturbateurs
endocriniens, aux radiations ionisantes, .... Il faudra aussi prendre en compte les
expositions environnementales (chaleur, tabac, alcool, drogue, ...) et les quantifier
(21,26).

ii.  Antécédents familiaux :
En effet 'évaluation doit aussi s’intéresser a la famille du patient en réalisant une
enquéte familiale recherchant une hypofertilité dans la fratrie, chez les cousins et les
oncles, des pathologies génito-urinaires, pathologies génétiques, consanguinité,

..(21).
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iii.  L’examen clinique :

Un examen clinique spécifique peut permettre d’orienter vers le type d’azoospermie

obstructive ou non obstructive.

L’examen du patient doit se réaliser en décubitus dorsal puis debout dans une piece
chaude (une chambre froide provoque une contraction du tissu musculaire entourant
les testicules, appelé dartos et rend I'examen difficile). Il doit comporter un examen
physique général pour rechercher un éventuel hypogonadisme et évaluer les
caracteres sexuels secondaires (taille, morphotype, répartition des graisses, pilosité).
Un déficit androgénique doit étre suspecté en présence d'une diminution de la pilosité
corporelle, d'une gynécomastie ou d’'une diminution de la libido.

Les glandes mammaires doivent étre examinées et palpées a la recherche d'une
gynécomastie, celle-ci peut étre liee a des tumeurs testiculaires sécrétant des
cestrogenes ou a des tumeurs surrénaliennes.

Un examen de la verge avec localisation du méat urétral (recherche d’épispadias ou
d’hypospadias). Un examen scrotal bilatéral des testicules, des épididymes et des
canaux déférents (évaluation des volumes testiculaires, consistances, recherche de
nodules, de kystes, palpation des canaux déférents et des épididymes pour détecter
une éventuelle agénésie, recherche de signes obstructifs).

Les mesures normales des testicules adultes ont été établies entre 4 et 5 cm de
longueur et 2 a 3 cm d’épaisseur, soit un volume allant de 18 a 20 cm? (3,26). La valeur
seuil pour le diagnostic d’hypotrophie testiculaire est fixée a 16mL (28). Une diminution
du volume testiculaire doit faire suspecter une altération de la spermatogenese étant
donné que 85 % du volume testiculaire est associée a la production de spermatozoides
(26).

Le volume des testicules des patients atteints d'azoospermie non obstructive est, le
plus souvent inférieur a 15 cm3 (29).

La recherche d’une varicocele clinique et la détermination de son grade se fait en

position debout, au repos et a la manceuvre de Valsalva (21).
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b) Bilan complémentaire :

i.  Analyse du sperme : volume / pH

L’azoospermie doit étre confirmée aprés réalisation d’au moins deux spermogrammes
avec absence de spermatozoide apres centrifugation.

Une hypospermie (volume d’éjaculat inférieur a 1,5mL) peut traduire soit une atteinte
des voies excrétrices et/ou des glandes participant a I'élaboration du sperme
(vésicules séminales, prostate, anse épididymo-déférentielle) soit une faible
imprégnation en androgénes (28).

Le volume éjaculé est un parametre indispensable dans I'évaluation d'un patient

azoospermique (figure 7), il peut méme étre un facteur prédictif de l'origine de

Azoospermie
Absence de canaux déférents ( Ab congénitale bilatérale des
L canaux déférents
T
Volume d’éjaculat
<1,5mL

|
Exclure un recueil incomplet et/ou une |
courte période d'abstinence

I'azoospermie (26,30) .

Présence de canaux déférents

Volume d’éjaculat
>1,56mL

Hypotrophie Volume testiculaire normal
testiculaire FSH normale (< 7,6mUl/mL)
Positive Négative

{ FSH Basse J { FSH Haute } Biopsie testiculaire |
[ Ejaculation J [ Echographie J

‘ Normale Anormale

I
|
i |
Azoospermie I:‘:sl:if::;?:: iL o QOrigine
Obstructive . obstructive
primitive

Figure 7 : Algorithme pour I'évaluation des hommes azoospermiques par Cocuzza et al. (26)

Recherche
d’éjaculation
rétrograde

rétrograde

transrectale

Hypogonadisme
Hypogonadotrope

Insuffisance
testiculaire
primitive

Il faut noter que tous les patients ayant une absence d'éjaculation ou une éjaculation
de faible volume (inférieur a 1,5 mL) malgré un délai d’abstinence de plus de deux
jours doivent étre convoqués une seconde fois pour faire un nouveau recueil de
sperme. |l est également possible de recueillir les urines en post-éjaculation afin

d’éliminer le diagnostic d’éjaculation rétrograde.

La valeur normale du pH est comprise entre 7,2 et 8 (28). Un pH acide (inférieur a 7,2)
peut évoquer une atteinte des vésicules séminales et/ou des anses épididymo-
déférentielles puisque les sécrétions des vésicules séminales sont plutét alcalines et
contiennent du fructose (27). Un pH alcalin (supérieur a 8) est au contraire plutot

évocateur d’'une atteinte prostatique (31).
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ii. L’analyse biochimique du plasma séminal :

En pratique, six composants du plasma séminal sont le plus souvent utilisés comme

marqueurs des différentes sécrétions du tractus génital (3):

- la L-carnitine (carnitine libre) et I'a-1,4 glucosidase neutre pour les sécrétions
épididymaires,
- le fructose pour celle des vésicules séminales

- le zinc, le citrate et la phosphatase acide pour les sécrétions prostatiques

L’intérét du dosage des marqueurs biochimiques repose principalement sur le fait
gu’ils sont produits spécifiquement par une des glandes annexes ou par une zone bien
déterminée du tractus génital masculin. Ceci permet donc de localiser une atteinte au

niveau du tractus génital en fonction de la diminution de tel ou tel marqueur.

Les indications de réalisation d’'une biochimie séminale les plus fréquentes sont :
- Un faible volume de I'éjaculat

- Une azoospermie afin de distinguer I'origine obstructive ou non obstructive

- Une vitalité fortement diminuée (nécrozoospermie)

- Une infection/inflammation génitale, avec ou sans augmentation du nombre de

leucocytes (leucospermie) (3)

Type d'azoospermie

a glucosidase Fructose Citrate FSH |
Causes possibles
Non Obstructive :
N i Normal Normale - Occlusion des canaux éjaculateurs
détectable L L.
- Agénésie des canaux déférents
Obstructive :
N Normal Normal Normale - Occlusion déférentielle et/ou
épididymaire
Normale Normal Normal Normale Obstructive au niveau du rete testis
N Normal Normal A Non obstructive
Normale Normal Normal A Non obstructive

Figure 8 : Classification et origine possible des azoospermies en fonction des résultats de la
biochimie séminale et du taux de FSH (issu du Bioforma) (3)
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iii. Evaluation endocrinienne :

Tous les patients azoospermes bénéficient d’'une exploration de la fonction

endocrinienne (28).

L’évaluation endocrinienne minimale repose sur un dosage seérique de la testostérone
totale (exploration de la fonction Leydigienne) et de la FSH (exploration de la fonction
Sertolienne). En effet les taux sériques de testostérone et de FSH permettent de
différencier une grande partie des origines obstructives ou non obstructives des

azoospermies (32).

Type d’azoospermie

FSH Testotérone LH .
Causes possibles
2 N 21 ou Normale Non Obs‘.trucFive {I'ns_uffisance
testiculaire primitive)
A N ou Normale Normale . Non‘ C')b'structlve
(microdélétion du chrs Y)
Hypogonadisme
N ou Normale N N ou Normale
Hypogonadotrope
Normale Normale Normale Obstructive

Figure 9 : Profil hormonal en fonction du type d’azoospermie (32,33)

Pour des valeurs limites de testostérone totale, il est recommandé d’interpréter les
résultats en fonction des variations de la Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) ou
d’utiliser le dosage de la testostérone libre et de la testostérone biodisponible (34).

Quel que soit le dosage utilisé, si le taux de testostérone est inférieur a la norme il est
nécessaire de confirmer le résultat sur un nouveau prélévement. Si ce résultat est
avere alors un bilan étiologique de I'hypogonadisme doit étre initié avec dosage de la
LH, de la prolactine et de I'cestradiol. Il est important de noter que les dosages de
testostérone sérique, de LH, de FSH et de prolactine doivent étre réalisés le matin
entre 8 et 11H (21).
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iv.  Explorations radiologiques :

L’échographie scrotale ne remplace pas I'examen clinique mais elle permet de préciser
I'origine étiologique, en particulier lors d’'une suspicion d’azoospermie obstructive. Elle
permet de mesurer précisément le volume testiculaire (recherche d’une hypotrophie
testiculaire <15mL) et de réaliser une exploration plus approfondie du carrefour
épididymo-déférentiel (recherche d’une dilatation de la téte épididymaire souvent
présente dans les AO) (35). Pour les patients qui présentent une suspicion d’atteinte
des voies séminales profondes (absence de canaux déférents, dilatation épididymaire,
hypospermie, biochimie séminale perturbée...) une échographie du carrefour prostato-
vésiculo-déférentiel peut étre réalisé par voie rectale. En raison de leur origine
embryologique commune, il existe une association fréquente entre anomalies
génitales et urinaires c’est pourquoi un examen échographique systématique des deux

reins et des voies excrétrices urinaires est réalisé simultanément (28).

En résumé le tableau clinico-biologique classique d'une azoospermie
obstructive comprend :

- Volumes testiculaires normaux

- FSH normale

- Hypospermie

- Anomalies au niveau des voies séminales (absence bilatérale de canaux

déférents, kyste utricule prostatique, dilatation épididymaire) (36)

v. Examens génétiques :

Lors du bilan étiologique de 'homme azoosperme, un bilan génétique systématique
doit étre réalisé car environ un patient sur quatre azoosperme présenterait au moins
une anomalie génétique (37). Trois analyses génétiques sont indiquées : le caryotype,
la recherche de microdélétions du chromosome Y et I'analyse des mutations du géne

CFTR. Il faut néanmoins que leur prescription réponde a des indications strictes (21) :
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- Le caryotype :

Tous les patients azoospermes bénéficient de la réalisation d’'un caryotype
constitutionnel en résolution standard sur lymphocytes sanguins a la recherche d’une
anomalie de nombre et/ou de la structure des gonosomes et des autosomes (28). La
fréquence des anomalies caryotypiques est inversement proportionnelle au nombre
de spermatozoides. Environ 10 & 15% des hommes azoospermiques présentent une
anomalie chromosomique congénitale (38—40).
En dehors de 'azoospermie, les autres indications du caryotype sont :

- l'oligospermie < 10.10% spermatozoides/mL

- une histoire familiale d’avortements a répétition, de malformations, ou de

retards psychomoteurs ou des acquisitions

- Les microdélétions du bras long du chromosome Y (YQ) :

Le chromosome Y humain comporte des genes responsables du développement des
testicules ainsi que de l'initiation et du maintien de la spermatogenése a I'age adulte.
Le bras long du chromosome Y contient de nombreuses séquences ampliconiques et
palindromiques le rendant prédisposé a l'auto-recombinaison lors de la
spermatogenése et donc sensible aux délétions intra-chromosomiques (41). De telles
délétions entrainent une variation du nombre de copies dans les génes du
chromosome Y au locus AZF (Azoospermia Factor), et peuvent altérer la fertilité
masculine (41).

La fréquence des microdélétions du chromosome Y chez les hommes atteints

d’azoospermie varie selon les études de 1,7 % a 6,4 % (21).

- Les mutations du géne CFTR (ou ABCC7) :

Les mutations du gene CFTR sont généralement découvertes, soit lors de I'évaluation
systématique de la mucoviscidose ou d’autres affections liées a la mutation du géne
CFTR, soit lors de I'exploration d’'une infertilit¢ masculine isolée avec azoospermie
d’allure obstructive et absence de canaux déférents.

Le gene CFTR s'étend sur 250 000 paires de bases sur le bras long du chromosome
7 (7931.2), il comprend 27 exons, et code pour une protéine fonctionnelle de 1480

acides aminés. La protéine CFTR appartient a la famille des transporteurs ABC, elle
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est impliquée dans la régulation de plusieurs transporteurs d'ions, notamment les
canaux sodium, les échangeurs chlorure/bicarbonate, les échangeurs protons et les
canaux hydriques. Elle est localisée au poéle apical des cellules épithéliales de
différents tissus, notamment des voies respiratoires, du pancréas mais également au
niveau du tractus geénital (42). Elle fonctionne comme un canal permettant I'échange
d’ions chlorure. Lorsque le gene est muté, le canal dysfonctionne et cette altération se
traduit notamment par une diminution de I'eau excrétée au niveau des muqueuses et,
en conséquence, par une inflammation et un épaississement du mucus qui la
recouvre.

Son dysfonctionnement bi-allélique est responsable du phénotype de la fibrose
kystique (FK), ou mucoviscidose.

A ce jour, plus de 2000 mutations ont été rapportées sur ce géne (43) qui sont
répertoriées dans la Cystic Fibrosis Mutation Database (44). Des mutations
pathogénes du gene CFTR peuvent affecter non seulement les régions codantes, mais

aussi le promoteur et les régions introniques profondes.
Il existe différentes classifications des mutations du gene CFTR :
La plus ancienne proposée par Welsh et Smith permet de classer (de | a VI) les

variants en fonction de leur nature et de leurs conséquences fonctionnelles sur la
protéine CFTR (45).

wt-CFTR | ] ] v Vv Vi
(wt: wild-type) T
Defect types No protein No traffic No function funf:ifm Less protein  Less stable

vuiaton  pGiysaz  DSWBSC o vaisa0Phe  pArgli7His  pAgds5Glu  Residual
examples p.Arg553* pp I.Dh =508del p.Ser549Arg p.Arg334Trp c.1680-886A>G p.Phe508del
p.Trp1282* p.Asn1303Lys p.Gly551Asp p.Ser1235Arg c.2657+5G>A  p.GIn1412
" Rescue Correct Restore Restore Maturation / Promote
Required protein protein channel channel Correct protein
approaches synthesis folding conductance conductance  missplicing stability

Figure 10 : Classification fonctionnelle des variants de CFTR adaptée de Welsh et Smith (45)
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- Les mutations de classe | conduisent a une synthése protéique défectueuse et
a I'absence de protéine CFTR fonctionnelle a la surface des cellules épithéliales.

- Les mutations de classe Il entrainent une maturation défectueuse de la protéine
CFTR (repliement ou glycosylation incomplete) et a l'absence de canaux CFTR
fonctionnels.

- Les mutations de classe Il correspondent a des mutations « faux-sens », qui
empéchent la liaison de 'ATP a la protéine, et donc I'ouverture et le fonctionnement
normal du canal CFTR.

- Les mutations de classe IV entrainent une conductance défectueuse du canal
et donc a la présence d'une protéine CFTR a conductance anionique réduite.

- Les mutations de classe V engendrent une diminution du nombre de protéines
CFTR au niveau de la membrane.

- Les mutations de classes VI conduisent a une protéine CFTR dont la stabilité

est défectueuse et donc a un turnover accéléré de ces protéines.

La présence concomitante de variants de classe I, Il ou Ill dans les deux copies des
genes d'un patient est souvent associée a un phénotype sévere. A linverse, la
présence concomitante de variants de classe IV, V ou VI, qui conduisent a la
production d'une protéine avec une certaine fonction résiduelle, est souvent associée

a un phénotype léger (45).

Le variant le plus fréquent dans le monde est p.Phe508del (de classe Il) plus
communément appelé AF508 , il est présent chez environ 70% des malades (46).

Il faut noter que I'absence de détection d’'une anomalie du géne CFTR n’élimine pas
complétement la présence d'une mutation rare (sauf en cas de réalisation
systématique d’'un séquengage haut débit), car selon la technique utilisée toutes les
mutations ne sont pas détectées (21). Les 29 mutations du gene CFTR recherchées
en premiére intention représentent plus de 80% de lI'ensemble des mutations

retrouvées dans la population Frangaise (47).
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La deuxieme classification, plus récente propose de classer les variants du gene CFTR

en fonction des conséquences cliniques, et donc du phénotype (48).

Phenotype No disease CBAVD Cystic fibrosis
Acute recurrent /chronic pancreatitis
Disseminated bronchiectasis

D Unknown/uncertain clinical relevance

Varying

Mutation No clinical CFTR-related clinical CF-
group consequences disorders associated consequences causing
Examples of
mutation F508del (A) + R117H,T7 (B) F508del (A) + F508del (A)
associations  +oU09 f’é‘% Henn ngg F508del (A) + TG12T5 (B) F508del (A) + N1303K (A)
(in trans) related F508del (AJ)'+ M470V (C) F508del (A) + L206W (A/B) G542X (A) + D1152H (A/B)
to phenotypes R117H,T7 (B) + TG12T5 (B) F508del (A) + L206W (A/B)

(and class)

Figure 11 : Classification clinique des variants de CFTR en quatre classes basées sur
I'expression phénotypique chez les patients selon Castellani et al. (48)

- (A) les variants perte de fonction, a l'origine de la mucoviscidose lorsqu'ils sont
appariés

- (B) les variants qui conservent une fonction résiduelle de la protéine CFTR et qui sont
compatibles avec des phénotypes plus Iégers tels que les CFTR-RD (related disease
ou maladie résiduelle), lorsqu'ils sont appariés avec un variant causant la
mucoviscidose ou appariés ensemble

- (C) les variants sans conséquences cliniques

- (D) les variants dont la pertinence clinique n'est pas prouvée ou incertaine

Les variants sont donc associés a un large spectre phénotypique : de la mucoviscidose
a l‘entité clinique appelée CFTR-RD représentant des pathologies associées a un
dysfonctionnement de la protéine CFTR, mais sans remplir les critéres diagnostiques
de la mucoviscidose ; Il peut s’agir d’absence bilatérale des canaux déférents (ABCD),
de pancréatites chroniques, de dilatation des bronches (49,50).

D’un patient a l'autre, on observe une grande diversité d’expressions cliniques, tant
pour I'age d’apparition des premiers symptomes que pour la sévérité de I'évolution ; la
séverité de I'atteinte respiratoire qui conditionne le pronostic vital dans la majorité des
cas (49).
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Les indications de recherche de mutation du géne CFTR dans le cadre de I'exploration
de ’'homme infertile sont (36):

- la mucoviscidose

- lazoospermie obstructive par absence uni ou bilatérale des canaux déférents et/ou
des vésicules séminales

- la conjointe du patient ayant une mutation du géne CFTR

- ADGRG2 :

20 a 40% des cas d’absence bilatérale des canaux déférents d’origine congénitale ne
sont pas liés a des mutations du géne CFTR (51). Au cours de la derniere décennie,
I'avénement du séquencage nouvelle génération (NGS) a permis le développement de
nouvelles techniques telles que le séquencage de l'exome entier (WES), le
séquencage du génome entier (WGS) et l'analyse du transcriptome entier. Grace a
ces techniques le gene ADGRG2 a été découvert ; il est situé sur le bras court du
chromosome X, au locus Xp22.13, il est composé de 29 exons et code pour la protéine
ADGRG2 qui est une protéine d’adhésion couplé au récepteur G2 (51). Il est fortement
exprimé dans les canaux efférents, et permet de moduler l'activit¢ d’AMPc et de
protéine kinase C (PKC). Il est impliqué dans la réabsorption du liquide testiculaire et
lorsque ce gene est inactivé chez les souris males celles-ci présentent alors une
infertilité obstructive.

Les mutations ADGRG2 et CFTR sont phénotypiquement impossibles a distinguer
'une de l'autre, suggérant un mécanisme physiopathologique commun. Plus de 9
mutations tronquantes du géne ADGRG2 ont été mises en évidence et confirment
l'implication d’ADGRG2 dans environ 20 % des ABCD non liées a un
dysfonctionnement du CFTR. Il est donc important de séquencer le géne d'ADGRG2
chez les patients atteints d’ABCD sans mutation CFTR identifiée ; mais aussi chez les
patients avec un seul alléle défectueux du gene codant la protéine CFTR, idéalement

apres exclusion de l'agénésie rénale (51,52).
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5) Etiologies des azoospermies obstructives :

Pour rappel, I'azoospermie obstructive représente jusqu'a 40 % des cas d'azoospermie
et peut étre de nature acquise ou congénitale. La plupart des cas d'’AO acquise
résultent d'une vasectomie, alors que I'OA congénitale est principalement due a
I'absence bilatérale congénitale du canal déférent associé a des mutations du géne du
régulateur transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR) (53).

Il existe cependant de nombreuses autres causes d’obstruction du systéme

reproducteur génito-urinaire :
a) Obstructions au niveau épididymaire :

- Une inflammation sévere de I'épididyme (épididymite aigue ou chronique), une
inflammation des vésicules prostatiques ou séminales, une infection des voies génito-
urinaires inférieures, peuvent entrainer la formation de cicatrices et provoquer une
obstruction uni ou bilatérale (27).

- Lors de chirurgie scrotale (hydrocélectomie, biopsie épididymaire accidentelle), on
peut retrouver une obstruction épididymaire iatrogene (54).

- Dans certains cas, l'absence partielle ou compléte d’épididyme est d'origine
congénitale (27).

- Le syndrome de Young est une triade de troubles qui englobe la sinusite chronique,
la bronchectasie et I'azoospermie obstructive. La physiopathologie de la maladie n'est
pas complétement élucidée mais peut impliquer une fonction ciliaire anormale et une
qualité anormale du mucus ; I'obstruction de I'épididyme serait trés probablement due
a une saturation des sécrétions (26).

- L'obstruction de I'épididyme peut étre d’origine vasculaire (une pression intra-
luminale accrue entraine une micro-rupture et une obstruction épididymaire). Elle

survient chez 60 % des hommes 15 ans apres la vasectomie (27).
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b) Obstructions au niveau du canal déférent :

- La vasectomie est la cause la plus fréquente d’obstruction des canaux déférents (53).
- L’obstruction iatrogene déférentielle apres herniorraphie ou autre chirurgie scrotale
antérieure avec ligature accidentelle des canaux déférents survient le plus souvent
aprés la réparation d'une hernie inguinale. Cette complication survient plus
frequemment lorsqu'elle est pratiquée dans la petite enfance, mais peut survenir apres
toute intervention inguinale ou le canal et le cordon spermatique sont manipulés (27).
- L'obstruction déférentielle peut aussi étre d’origine congénitale : I'absence
congénitale unilatérale de canal déférent (AUCD) et 'absence congénitale bilatérale
de canaux déférents (ABCD)

L’ABCD :

L’absence congénitale des canaux déférents est une maladie congénitale du
développement caractérisée par lI'absence des deux canaux déférents, elle affecte 1
homme pour 1000. Elle représente I'étiologie la plus courante de l'azoospermie
obstructive (55). Elle peut se manifester par des signes cliniques variés selon
l'association ou non avec d'autres anomalies du tractus urogénital masculin,
principalement des vésicules séminales (dans 50 % des cas) et des reins (agénésie
rénale survenant chez 5 a 10 % des patients ABCD) (42). La prévalence de 'ABCD
chez les hommes azoospermiques est estimée entre 4 et 17 % et augmente jusqu'a
25 % en cas d'azoospermie obstructive. L'ABCD associée a une agénésie des
vésicules séminales est caractérisée par une azoospermie, un faible volume de
sperme (<1 mL) et un pH acide (<7). La génétique d’ABCD sans anomalie rénale
associée est limitée a deux genes : CFTR dans 75 a 80 % des cas et ADGRG2 dans
5a 10 % des cas (42).

ABCD

5-10

75 -85%

4 CFTR 11 ADGRG2 H Inconnue

Figure 12 : Rendement diagnostique du test génétique dans 'absence bilatérale congénitale
des canaux déférents (42)
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Une agénésie rénale unilatérale est retrouvée chez 10% des ABCD et 25% des AUCD.
L’AUCD ne s’associe pas forcément a une azoospermie si la voie spermatique
controlatérale est perméable, cependant il existe des cas d’azoospermie avec AUCD.
Chez ces patients, I'échographie transrectale (TRUS) peut aider a démontrer une
atrésie segmentaire controlatérale associée du canal déférent ou de la vésicule
séminal (26,31).

Il existe une forte association entre 'ABCD et les mutations du géne CFTR. En effet
presque tous les hommes atteints de mucoviscidose clinique présentent une ABCD.
Inversement, au moins deux tiers des hommes atteints dABCD présentent des
mutations du gene CFTR. Cependant, comme cité précédemment, le fait de ne pas
identifier une anomalie CFTR chez un homme atteint ’ABCD n'exclut pas entiérement
une mutation, car certaines sont indétectables avec les méthodes utilisées en routine
(31).

Par ailleurs, lorsque I'absence de canal déférent est associée a une agénésie rénale,

il n’existe a priori pas de mutation CFTR associée (56).

La mucoviscidose :

La mucoviscidose est une maladie héréditaire a transmission autosomique récessive.
On estime qu’environ 200 enfants atteints de mucoviscidose naissent chaque année
en France, soit en moyenne 1 nouveau-né sur 4 500, avec une forte disparité régionale
(46).

Les principales manifestations cliniques de la mucoviscidose sont (46) :

- Au niveau pulmonaire, I'épaississement du mucus encombre les bronches et
entraine en premier lieu une toux chronique, ainsi qu’'une géne et une
diminution de la fonction respiratoire. Celle-ci conduit progressivement a
une bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) puis, a terme,
une insuffisance respiratoire. Le principal risque est la surinfection bactérienne
ainsi que la colonisation des voies aériennes par la bactérie Pseudomonas

Aeruginosa ou le champignon filamenteux Aspergillus Fumigatus.
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- Sur le plan digestif, I'hnyperviscosité des sécrétions pancréatiques ne permet
pas aux enzymes pancréatiques d’étre déversées dans l'intestin. Elles restent
stockées, altérant le tissu pancréatique lui-méme. Ainsi, prés de 85% des
patients touchés par la mucoviscidose présentent une atteinte pancréatique
(fibrose puis insuffisance pancréatique). A terme, celle-ci peut aboutir & un
défaut de sécrétion d’insuline et a I'apparition d’'un diabete.

- Des troubles de la densité minérale osseuse, avec un risque d’ostéopénie ou
d’ostéoporose.

- Chez les hommes atteints de la maladie, les canaux déférents sont obstrués in

utero par un bouchon muqueux, provoquant leur involution et donc leur atrésie.

c) Obstructions au niveau des canaux éjaculateurs :

L’obstruction des deux canaux €jaculateurs peut étre d’origine congénitale ou acquise
et est responsable de 1 a 5 % des cas d'infertilité masculine (26).

- Les causes congénitales comprennent la compression extrinséque des canaux
éjaculateurs par des reliquats kystiques des canaux de Muller ou de Wolff.

- Les causes acquises peuvent étre secondaires a un traumatisme, a une intervention
chirurgicale (iatrogéne), a une calcification prostatique, a des lithiases issues des
vésicules séminales ou a du tissu cicatriciel post-infection (26).

Elle est classiquement définie par une hypospermie, un pH séminal acide, une
absence de fructose et d’a-glucosidase dans le sperme et des canaux déférents
palpables a I'examen physique. Pour le diagnostic on peut utiliser le toucher rectal ou

I'échographie transrectale (27,29).

En résumé :
Les principales étiologies des azoospermies obstructives sont :

- L’absence bilatérale des canaux déférents: recherche systématique d’une
mutation du géne CFTR

- L’obstruction bilatérale des voies séminales (épididymes, canaux déférents ou
canaux e€jaculateurs) : les causes peuvent étre infectieuses, chirurgicales ou

traumatiques (36).
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C. Abord chirurgical dans I'azoospermie obstructive :

Afin de concevoir un enfant, il existe plusieurs possibilités thérapeutiques pour les
hommes présentant une azoospermie obstructive : I'extraction de spermatozoides
directement au niveau de I'épididyme ou du testicule, suivie de [l'utilisation de
techniques d’aide médicale a la reproduction (en particulier injection intra-
cytoplasmique de spermatozoides ICSI) ou, si elle est réalisable (en fonction de
I'étiologie), la correction chirurgicale de I'obstruction (par exemple la vaso-vasotomie),
qui peut permettre au couple de concevoir naturellement. La prise en charge
chirurgicale de I'azoospermie obstructive varie selon le site de I'obstruction et dépend
de la localisation et de l'origine de I'azoospermie. Les spermatozoides peuvent étre
extraits de I'épididyme ou des testicules via diverses techniques percutanées, ouvertes
ou microchirurgicales (26).

Les objectifs de I'extraction chirurgicale sont d'obtenir des spermatozoides de la
meilleure qualité possible et en nombre suffisant, pour permettre une

cryoconservation, et, de minimiser les dommages a lI'appareil reproducteur (57).

1) Techniques de récupération de spermatozoides épididymaires :

a) Aspiration percutanée de spermatozoides épididymaires (PESA)

L'aspiration percutanée de spermatozoides épididymaires peut étre réalisée sous
anesthésie locale grace a une aiguille de petit calibre insérée par voie percutanée dans
I'épididyme, reliée a une seringue permettant d’aspirer le liquide épididymaire.
Plusieurs ponctions peuvent étre nécessaires pour obtenir suffisamment de liquide.
L'échantillon obtenu est rapidement examiné au microscope en laboratoire pour voir
s'il contient des spermatozoides mobiles et estimer leur concentration.

Si aucun spermatozoide n'est observé, une aspiration microchirurgicale de
spermatozoides épididymaires (MESA), une biopsie testiculaire ou une aspiration

testiculaire peuvent étre réalisées (58).
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Epididyme Aspiration des
spermatozoides

Figure 13 : Schéma de l'aspiration de spermatozoides épididymaires (Invitra®) (59)

b) Aspiration microchirurgicale de spermatozoides épididymaires (MESA)

L’aspiration microchirurgicale des spermatozoides épididymaires se fait sous
anesthésie générale ou sédation intraveineuse. Le chirurgien réalise une incision pour
exposer |'épididyme puis les tubules épididymaires vont étre individualisés et
ponctionnés. Le liquide épididymaire est aspiré et évalué en peropératoire par le
biologiste a l'aide d'un microscope (recherche de spermatozoides mobiles).
L'aspiration est effectuée sur plusieurs sites le long de I'épididyme pour obtenir la
fraction spermatique de la meilleure qualité possible (mobilité et quantité suffisante).
Les sites de ponction sont ensuite fermés ou cautérisés. Les spermatozoides de
meilleure qualité se trouvent prés du testicule dans I'épididyme proximal et sont
concentrés a environ 1 million de spermatozoides/mL (57,60).

B

Ex;’)o.si'gion de Obtention de
Lépididyme l'‘échantillon

Figure 14 : Schéma de l'aspiration microchirurgicale de spermatozoides épididymaires
(Invitra©) (59)
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2) Techniques de récupération de spermatozoides testiculaires :
a) Extraction testiculaire de spermatozoides (TESE)

L’extraction testiculaire de spermatozoides ou biopsie testiculaire ouverte se pratique
sous anesthésie locale, parfois rachidienne ou générale. Le chirurgien réalise une
incision dans le raphé médian du scrotum et poursuit a travers les fibres du dartos et
la tunique vaginale. Le testicule et I'épididyme sont alors visibles. Le chirurgien
pratigue une ou plusieurs incisions a travers I'albuginée pour récupérer de la pulpe
testiculaire ; les incisions seront ensuite suturées. Chaque échantillon est évalué au
microscope pour confirmer la présence de spermatozoides vivants (60).

La micro-TESE ou microdissection des tubes séminiféres : il est possible de détecter
les tubes spermatogéniques au microscope et de les microdisséquer. En effet, les
tubes séminiferes qui contiennent des cellules germinales sont plus larges que ceux
qui n’en présentent pas. L’avantage de cette méthode est de limiter les prélevements
aux seuls tubes susceptibles de présenter une spermatogenese en ne prélevant
gu’une quantité réduite de tissu. Cette technique améliore le rendement de I'extraction
dans les cas d’azoospermies non obstructives ou la spermatogénese est altérée et
parfois présente dans de rares tubes (28). Mais elle possede plusieurs
inconvénients notamment l'augmentation considérable du temps opératoire et

nécessite des équipements couteux pour observer les tubes séminiféres (28).

Figure 15 : Schéma de l'extraction testiculaire de spermatozoides (Invitra®©) (61)
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b) Aspiration percutanée de spermatozoides testiculaires (TESA)

La technique de ponction testiculaire percutanée a l'aiguille fine est réalisée sous
anesthésie locale. Apres avoir stabilisé le testicule entre le pouce et l'index du
chirurgien, une aiguille est insérée le long de I'axe longitudinal du testicule, Iégérement
retirée et redirigée pour tenter de perturber I'architecture testiculaire. La procédure est
répétée jusqu'a ce que du matériel testiculaire ait été aspiré. L’objectif de la procédure
est de modifier l'architecture des tubules pour pouvoir aspirer leur contenu.
L’échantillon est ensuite analysé au laboratoire, a la recherche de spermatozoides

vivants (57).

Figure 16 :Schéma de l'aspiration percutanée de spermatozoides testiculaires (Invitra©) (61)

En conclusion :

L'azoospermie obstructive se caractérise par une production de spermatozoides
normale ou quasi normale dans l'ensemble des testicules ; des millions de
spermatozoides s'accumulent en amont du point anatomique d'obstruction. Le
prélevement de spermatozoides est donc possible dans la plupart des cas en utilisant
n'importe quelle technique percutanée ou chirurgicale. Cependant, chaque procédure
d'extraction de spermatozoides est associée a des exigences anesthésiques, des
compétences chirurgicales et des taux de récupération de spermatozoides différents
oscillant entre 80 et 100% (62). En effet la qualité de I'extraction est surtout impactée
par la mobilité spermatique qui est plus élevée dans I'épididyme.

C’est pourquoi la MESA est la méthode de référence : elle permet d'obtenir des millions

de spermatozoides mobiles de haute qualité (62).
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3) Cryoconservation :
Les spermatozoides issus de ces méthodes d’extraction peuvent ensuite étre
cryoconservés en vue de leur utilisation ultérieure grace a la technique d’injection intra

cytoplasmique de spermatozoides (ICSI).

Objectif du travail :

Dans les cas d’azoospermies obstructives, il semble |égitime de proposer une
extraction chirurgicale de spermatozoides épididymaires en raison du réle du transit
épididymaire sur I'acquisition des propriétés fécondantes du spermatozoide, et afin
d’obtenir une préparation spermatique de meilleure qualité (par rapport a I'extraction

testiculaire).

Par ailleurs, le gaméte male peut affecter le développement des embryons obtenus,
il est ainsi communément admis par plusieurs auteurs que les spermatozoides
épididymaires doivent étre utilisés de préférence aux spermatozoides testiculaires,
méme lorsque ces derniers sont produits par une spermatogenése normale
(55,63,64).

Cependant, la qualité des spermatozoides extraits au niveau de I'épididyme peut étre
altérée en raison de facteurs locaux, tels que le stress oxydatif, une augmentation de
la fragmentation de I'ADN spermatique et/ou la présence d'anticorps anti-
spermatozoides (53,65). Se pose alors la question de lindication de [I'abord
épididymaire chez les hommes présentant une azoospermie obstructive par rapport a
I'extraction testiculaire. L’objectif de ce travail est d’évaluer chez les patients atteints
d’'une azoospermie obstructive les chances de succés de I'extraction épididymaire et

la qualité de I'extraction en fonction de I'étiologie considérée ?
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II. Matériels et méthodes :

Entre 2004 et 2022, 295 patients azoospermes ont pu bénéficier d’'un suivi clinico-
biologique dans le service d’Andrologie du CHU de Lille ; mettant en évidence une
origine plutdt obstructive a leur azoospermie leur permettant d’avoir recours a une
extraction chirurgicale de spermatozoides par MESA +/- TESE. Les résultats de ces

extractions chirurgicales ont été analysés dans ce travail.

A. Population :

Tous les patients inclus ont bénéficié d’'un bilan complet comprenant :

- Un interrogatoire avec recherche d’antécédents médicaux, chirurgicaux et/ou
facteurs de risques d’AO/ANO

- Un examen clinique avec palpation des testicules, de I'épididyme et des canaux

déférents

- Un examen d’'imagerie avant toute extraction de spermatozoides : échographie
testiculaire avec mesure des volumes testiculaires ou échographie transrectale
en cas d’anomalie de la biochimie séminale avec examen clinique normal ou

volume d’éjaculat diminué sans éjaculation rétrograde.

- Un bilan d’azoospermie au laboratoire de spermiologie :
Examen direct de I'éjaculat avec réalisation d’'un culot de centrifugation.
L’azoospermie a été confirmée sur un deuxiéme recueil espacé d’au moins un

cycle spermatogénétique soit environ 3 mois.

- Un bilan hormonal comprenant :
e Les dosages seériques de la FSH et la LH ont été mesurées par dosage
immunologique a l'aide d'un analyseur automatique (Architect, Abbott

Laboratories, USA). La limite de quantification de chaque dosage était la
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suivante : FSH = 0,2 UI/L, LH = 0,5 UI/L. Les coefficients de variation
intra- et inter-essais étaient de 3,1 % a 5,6 % pour la FSH, et de 4,3 % a
6,4 % pour la LH. Les plages de référence étaient de 1,2 a 7,8 UI/L pour
la FSH et de 0,60 a 12 UI/L pour la LH.

e Les taux sériques d'inhibine B ont été mesurés a l'aide du dosage
immunoenzymatique de linhibine B OBI a deux sites [Oxford Bio-
Innovation Ltd, Oxford, Royaume-Uni; distribué par Diagnostic Systems
Laboratories/Beckman Coulter (Villepinte, France)]. Afin d'améliorer la
plage de mesure, un point de référence supplémentaire (7,8 pg/mL) a
été ajouté a la courbe standard. La LOD pour l'inhibine B était de 14
pg/mL. La plage de référence pour l'inhibine B a été considérée comme
étant de 87 a 317 pg/mL (médiane = 178 pg/mL).

e Les taux sérigues de testostérone ont été mesurés avec un kit de radio-
immunodosage Coat-A-Count (Siemens, Malvern, PA, USA). La
sensibilité fonctionnelle était de 0,14 nmol/L (0,04 ng/mL), les coefficients
de variation entre les tests étaient compris entre 5,9 et 11 % et la plage

normale était considérée comme étant de 2,30 a 6,70 ng/mL.

Un bilan génétigue est effectué chez tous les patients azoospermiques
comprenant : un caryotype constitutionnel, une recherche de microdélétion du
chromosome Y, et une recherche de mutation du géne CFTR.

Les patients ont été soumis a un dépistage des mutations du géne régulateur
de conductance transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR). L'ADN
génomique a été extrait d'échantillons de sang total (prélevés dans des tubes
EDTA) a l'aide du kit lllustra Nucleon BACC3 (GE Healthcare Freiburg,
Allemagne) ou d'une procédure d'extraction interne au phénol-chloroforme. Les
échantillons ont été criblés pour les mutations les plus fréquentes (avec un kit
Elucigen CF30 de Tepnel, Abingdon, Royaume-Uni) et la répétition du tractus
(TG) mTn (analyse de fragments). Des analyses approfondies ont été réalisées
pour les patients porteurs d'une seule mutation ou sans mutation : scan des 27
exons, de leurs frontiéres et de la région promotrice 1000 pb en amont du codon
d'initiation par chromatographie en phase liquide haute pression (Le Mar-
echalet al.,2001), suivi d'un séquencage Sanger pour caractériser les variants.

Les grands réarrangements ont été criblés en utilisant un kit d'amplification de
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sonde multiplexée dépendante de la ligature (MRC-Holland, Amsterdam, Pays-
Bas).

Les données recueillies comprennent : 'age au moment de la chirurgie d’extraction
des spermatozoides, les volumes testiculaires, la présence de varicocéle, de kyste
épididymaire, de dilatation épididymaire, de gynécomastie, d’absence unilatérale ou

bilatérale des canaux déférents, d’agénésie rénale, de malformation urogénitale.

Les informations recueilies sont : les antécédents de cryptorchidie
unilatérale/bilatérale, les antécédents de chirurgie d’hernie inguinale, de vasectomie,

de torsion et de traumatisme testiculaire, et enfin d’infection urogénitale (épididymite,

).

Pour les patients atteints de mucoviscidose des données supplémentaires ont été

recueillies dans I'année précédant l'intervention chirurgicale de biopsie épididymaire :

- Données cliniques : I'Indice de Masse Corporelle (IMC), le Volume Expiratoire
Maximal par Seconde (VEMS) en pourcentage, la colonisation chronique a
Pseudomonas Aeruginosa, la présence d'une Aspergillose Broncho-Pulmonaire
Allergiqgue (ABPA), l'atteinte pancréatique (insuffisance pancréatique, intolérance
glucidique, diabete), l'atteinte osseuse (ostéoporose), I'atteinte hépatique (cirrhose),
I'atteinte rénale (insuffisance rénale), la réalisation d’'une greffe pulmonaire, le nombre
de cure d’antibiotiques (intra veineuse) IV, la prise d’antibiotiques per os au long cours,
la prise de corticoides et d’antifongiques azolés au long cours ; Et pour terminer
l'initiation d’un nouveau traitement modulateur du canal CFTR ( Ivacaftor®, Orkambi®,
Kaftrio®).

- Données biologiques : dosage de ’hémoglobine glyquée (HbAlc), de la TSH.
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B. Extraction chirurgicale de spermatozoides :

Les procédures de prélevement des spermatozoides épididymaires et testiculaires ont
été réalisées sous anesthésie générale. La MESA a été réalisée a la partie la plus
distale de la téte épididymaire en utilisant une seringue contenant 0,5 mL de milieu
Ferticult® (JCD, Lyon, France). Le nombre et la mobilité des spermatozoides dans le
liquide épididymaire ont été immédiatement évalués au bloc opératoire a I'aide d’'un
microscope optique a contraste de phase (grossissement x200 et x400). Si besoin
(présence de nombreux spermatozoides immobiles) la vitalité spermatique a été
évaluée. Le nombre de fractions aspirées pouvant varier de 1 a 7 selon les cas.
Lorsque la mobilité spermatique épididymaire était jugée faible (<15%) ou lorsque la
concentration en spermatozoide était inférieure & 1million/mL, ou encore lorsque I'état
de [l'épididyme n'était pas distendu et empéchait donc le prélevement de
spermatozoides, une TESE ouverte a été réalisée comme décrit précédemment. Tout
d'abord, une Iégere pression était appliquée pour extérioriser la pulpe du testicule. Un
prélevement unique a été réalisé lors d'une scrototomie transversale centimétrique,
immergée dans du milieu de culture Ferticult Hepes® (JCD, La Mulatiére, France) et
envoyée au laboratoire pour le traitement des spermatozoides. Le fragment de pulpe
testiculaire est acheminé en valise thermostatée (a 30°C) au laboratoire dans un tube
a hémolyse contenant du Ferticult Hepes® (JCD, La Mulatiere, France). Au cours de
la méme procédure, un plus petit fragment de pulpe testiculaire a été fixé dans une
solution de Bouin (ou d’Alcool Formol Acide Acétique (AFA) partir de 2018) pour un

examen histopathologique ultérieur de la spermatogeneése.

1) Extraction, traitement des spermatozoides :

Le liquide épididymaire est ensuite évalué précisément au laboratoire. La
concentration, la mobilité et la vitalité des spermatozoides ont été évaluées au

microscope inversé (grossissement x400).
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Lorsqu’une TESE était réalisée, le prélevement était préparé comme suit :

La biopsie testiculaire a été d’abord pesée puis placée dans une boite de Pétri
contenant 2 mL de milieu Ferticult® pré-incubé. Le prélevement était ensuite dilacéré
meécaniquement a I'aide de scalpels stériles afin d’extraire les cellules germinales des
tubes séminiféres).

Apres dilacération, la suspension obtenue a ensuite été reprise dans un tube
Eppendorf d'1,5mL et le tissu résiduel a été soumis a un frottement rotatif a I'aiguille,
afin de séparer les cellules germinales des cellules somatiques. Des gouttelettes de
5uL de la suspension ont été examinées au microscope inverseé (grossissement x400).
En cas de préléevement positif, la concentration, la mobilit¢ et la vitalité des
spermatozoides ont été évaluées puis les suspensions de spermatozoides
testiculaires ont été préparées immediatement pour la cryoconservation par addition

d'un volume égal de Sperm Freezing Medium (Medicult, Limonest, France).

1. y 3.

vt

Dilacération du fragment de
pulpe testiculaire dans une
goutte de milien de culture &
laide de deux scalpels

Aspiration du produit de
dilacération a ['aide d'une
pipette de 1mL et transfert

Extraction des cellules germinales
présentes dans les  tubes
séminiféres par agitation manuelle

dans un tube eppendorf.

(mo rotatif) A l'aide d'une
aiguille a intramusculaire (IM).

Les cellules se retrouvent dans
le milieu de culture tandis que
la pulpe nacrée constituée du
reste des tubes séminiferes
reste atachée a [ aiguille.

Figure 17 : Etapes du traitement de la pulpe testiculaire au laboratoire de biologie de la
reproduction (28)

2) Congélation des spermatozoides au laboratoire :

La congélation des spermatozoides a été réalisée stérilement, sous hotte (PSM).
Aprés avoir mesuré le volume de milieu de dilacération restant, le nombre de pailles

spermatigues a été déterminé en fonction du volume et de la numération spermatique.
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C. Analyses statistiques :

Les variables qualitatives ont été décrites en termes de fréquence et de pourcentage.
Les variables quantitatives sont présentées selon la moyenne et I'écart-type en cas de
distribution normale ou par la médiane et les espaces interquartiles dans le cas
contraire. La normalité des distributions a été vérifiee graphiquement. Les
comparaisons des variables qualitatives ont été réalisées a I'aide du test du Chi2 ou
bien a l'aide du test exact de Fisher si les conditions d’application du test du Chi2
n’étaient pas respectées. Les variables quantitatives ont été comparées a l'aide du
test de Student ou a 'aide d’un test de Wilcoxon en cas de non-respect des conditions
d’application du test de Student.

Les recherches des facteurs associés a une extraction épididymaire positive et de
bonne qualité dans I'ensemble de la population ainsi que dans le sous-groupe des
patients atteints de mucoviscidose ont été réalisées a I'aide d’'un modele de régression
logistique univariée. L’hypothése de log-linéarité a été testée et validée pour
'ensemble des variables quantitatives. Afin de déterminer quels étaient les facteurs
associés de facon indépendante a une extraction épididymaire positive et de bonne
qualité¢ dans lI'ensemble de la population, un modéle de régression logistique
multivariée a été construit a partir des facteurs significativement associés a ce résultat
lors des analyses univariées.

Le taux de significativité a été fixé a 5 %. Les analyses statistiques ont été réalisées a

I'aide du logiciel R Studio.
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1. Résultats :

Entre 2004 et 2022, un total de 295 patients atteints d’azoospermie obstructive ayant
bénéficié d’'une extraction chirurgicale de spermatozoides par MESA ont été inclus

dans notre étude.

Les caractéristiques de base de la population étudiée sont décrites dans le tableau 1.
L’age moyen des hommes était de 32,8 ans (z 6,6), le volume testiculaire total moyen
était de 32,7mL (£ 9,2). La concentration moyenne de FSH sérique ainsi que la
concentration moyenne de LH et de testostérone totale étaient respectivement dans
les plages normales. La concentration moyenne d’inhibine B était de 183,9pg/mL (+
73,9).

Concernant les étiologies de I'AO ayant permis de poser une indication d’extraction
épididymaire, 177 des 295 patients (60,0%) présentaient une absence bilatérale des
canaux déférents (ABCD) dont 55 patients (18,6%) souffraient de mucoviscidose. 33
patients (11,2%) présentaient une AUCD.

Chez 52 patients, on notait en complément d’'un facteur étiologique d’AO, la présence
d’'un antécédent reconnu comme pouvant étre responsable d’'une altération de la
spermatogenése, nhotamment un antécédent de cryptorchidie uni ou bilatérale chez 22

patients (7,5%) et une varicocéle chez 30 patients (10,2%).

Concernant les résultats de I'extraction chirurgicale : tous les patients ont bénéficié
d’'une extraction épididymaire de spermatozoides. Pour 261 patients (88,8%), celle-ci
était positive ayant permis la congélation de spermatozoides. Chez 207 (70,4%)
patients elle était positive et de bonne qualité c’est-a-dire ne nécessitant pas une
extraction testiculaire complémentaire afin d’augmenter le nombre de paillette
cryoconservées. Parmi les 86 extractions testiculaires ayant été réalisées 81 (94,2%)

étaient positives.
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Tableau 1 : Caractéristiques de base de la population étudiée :

Variahles

Paramétres (moyenne + écart type)

Patients et profil hormonal :

Age (années)

32,81 £6,64

Volume testiculaire total (mL)*

32,67 49,20

FSH (UI/L)

3,40 [2,40 ; 5,05]

LH (U1/L)?

2,90[2,20; 3,80]

Testostérone totale ( ng,ame]3

4,72 +1,67

Inhibine B (pg/mL]4

183,86 £ /3,96

Indications MESA :

ABCD hors mucoviscidose

41,36% (122/295)

Mucoviscidose

18,64% (55/295)

AUCD

11,19% (33/295)

Malformation rénale

6,78% (20/295)

Malformation uro-génitale

3,39% (10/295)

Antécédent de chirurgie inguinale

11,53% (34/295)

Dilatation épididymaire

35,93% (106/295)

Kyste(s) épididymaire(s)

11,53% (34/295)

Antécédents infection uro-génitale

6,10% (18/295)

Antécedent de torsion ou traumatisme testiculaire

5,42% (16/295)

Biochimie séminale anormale de maniére isolée

5,42% (16/295)

Vasectomie

1,02% (3/295)

Autres antécédents :

Cryptorchidie uni ou bilatérale

7,46% (22/295)

Varicocele

10,17% (30/295)

Résultats de I'extraction chirurgicale :

Extraction épididymaire pos,itive5

88,78% (261/294)

Extraction épididymaire positive et de bonne qualité’"5

70,41% (207/294)

Echec d'extraction épididyr‘naire5

11,22% (33/294)

Extraction testiculaire pos,iti\/fe5

94,19% (81/86)

Les données sont exprimées en moyenne

. absence de biopsie testiculaire concomitante.

+

ecart type, en médiane [Q1;Q3], et en
pourcentage ; n=295 ; 'données manquantes = 4 ; 2données manquantes = 58 ; *données
manquantes = 5 ; “données manquantes = 8 ; >"données manquantes = 1 ; *De bonne qualité
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Afin de rechercher les variables pouvant étre associées a une MESA positive et de
qualité satisfaisante, nous avons realisé une régression logistique univariée puis

multivariée (tableau 2).

L’age, le volume testiculaire, la concentration de FSH et de testostérone totale ne sont
pas prédictifs des résultats de I'extraction épididymaire. En revanche, la concentration
d’inhibine B (par augmentation de 30 unités) était significativement associée a une
extraction épididymaire de bonne qualité (OR=1,12 [1,01-1,28] p<0,05).

Concernant les étiologies obstructives de I'azoospermie, les patients ayant une ABCD
sans mucoviscidose associée avaient plus de chance d’avoir une MESA positive et de
qualité satisfaisante (OR : 1,88 [1,12-3,24] ; p=0,02).

Au contraire, I'existence d’'une mucoviscidose clinique, était associée a une diminution
des chances d’obtenir une extraction épididymaire de qualité satisfaisante (OR : 0,35
[0,19-0,64] p<0,001). Les facteurs de risque d’azoospermie non obstructive
(cryptorchidie, varicocéle) n’étaient pas associés a une diminution des chances
d’extraction.

Apres analyse multivariée, seul I'antécédent de mucoviscidose était prédictif des
chances d’extraction épididymaire (OR=0,42 [0,21-0,82] p=0,01).
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Tableau 2 : Facteurs clinico-biologigues associés a une extraction épididymaire de bonne qualité dans I'azoospermie obstructive

Variables Analyses univariées Analyses multivariées
OR IC95% P-value OR IC 95% P-value
Patients et profil hormonal :
Age (années) 0,99 [0,96 ; 1,04] 0,97
Volume testiculaire total (mL) 0,99 [0,97 ; 1,02] 0,72
FSH (UI/L) 0,93 [0,83; 1,05] 0,22
Testostérone totale [ ng/mL) 1,03 [0,89:1,21] 0,66
Inhibine B (pg/mL)* 1,12 [1,01;1,28] p<0,05 1,10 [0,98 ;1,25] 0,13
Indication MESA :
ABCD hors mucoviscidose 1,88 [1,12; 3,24] 0,02 1,29 [0,71; 2,36] 0,40
Mucoviscidose 0,35 [0,19 ; 0,64] p<0,001 0,42 [0,21 ;0,82] 0,01
AUCD 2,03 [0,86 ; 5,59] 0,13
Malformation rénale 0,55 [0,22; 1,48] 0,22
Malformation uro-génitale 3,91 [0,72 ;: 72,64] 0,20
Antécédent de chirurgie inguinale 0,74 [0,36; 1,62] 0,44
Dilatation épididymaire 1,10 [0,66 ; 1,88] 0,72
Kyste(s) épididymaire(s) 0,86 [0,41;1,92] 0,71
Antécédents infection uro-génitale 0,83 [0,31; 2,46] 0,72
Antécédent de torsion ou traumastisme testiculaire 1,88 [0,59; 8,34] 0,34
Biochimie séminale anormale de maniére isolée 0,69 [0,25; 2,07] 0,48
Autres antécédents :
Cryptorchidie 1,37 [0,52 ; 4,31] 0,55
Varicocéle 1,43 [0,62; 3,73] 0,43

Les données sont exprimées en OR avec IC a 95% et p-value
* augmentation de 30 unités




Les patients atteints de mucoviscidose ayant des chances d’extraction en MESA plus
faibles, nous avons souhaité vérifier s’il existait des différences de profils clinico-
biologiques entre les patients ABCD hors mucoviscidose et ABCD atteints de
mucoviscidose concernant leur bilan clinico-biologique et comparer les résultats

d’extraction chirurgicale.

Les patients atteints de mucoviscidose étaient significativement moins agés au
moment de I'extraction chirurgicale de spermatozoides par rapport aux patients du
groupe ABCD hors mucoviscidose (27,2 = 3,3 versus 324 + 52
années respectivement ; p<0,0001). Les hommes souffrant de mucoviscidose
présentaient une concentration moyenne de FSH significativement plus élevée (4,4
UI/L £ 2,0) par rapport aux hommes ABCD sans mucoviscidose (3,4 UI/L £ 2,0 ;
p<0,01). La concentration moyenne d’inhibine B était significativement plus basse
(165,7 pg/mL + 55,3) chez patients atteints de mucoviscidose comparés aux patients
ABCD sans mucoviscidose (199,1 pg/mL = 80,0 ; p<0,01). Il n’y avait pas de différence
significative entre les deux groupes de patients pour le volume testiculaire total, les
concentrations de LH et de testostérone totale.

Concernant les résultats de I'extraction chirurgicale des spermatozoides : les chances
d’obtenir une extraction de qualité étaient plus élevées chez les patients ABCD par
rapport aux patients atteints de mucoviscidose (77,9% versus 50.9% respectivement ;
p<0,001). En effet, la concentration moyenne en spermatozoides du prélevement
épididymaire était significativement plus élevée dans le groupe ABCD hors
mucoviscidose par rapport au groupe mucoviscidose (45,1 + 64,4 versus 23,2 *
45,5 millions/mL respectivement ; p<0,05). En revanche, il n’existait pas de différence
significative entre les deux groupes de patients en ce qui concerne la mobilité et la
vitalité spermatique du prélevement épididymaire. Nous avons également observe une
proportion significativement plus importante d’échec complet d’extraction épididymaire
(absence de congélation de spermatozoides épididymaires) chez les patients atteints
de mucoviscidose par rapport aux patients atteints dABCD sans mucoviscidose
(23,6% versus 8,2% respectivement ; p<0,01). Ce qui représentait prés d’'un quart
d’échec d’extraction épididymaire chez les patients atteints de mucoviscidose.
Lorsqu’'une TESE a été réalisée, les chances d’extractions n’étaient significativement
pas différentes entre les deux groupes (100% chez les ABCD versus 92,6% chez les

patients atteints de mucoviscidose, p=0,5).



Tableau 3 : Comparaison de caractéristiques clinico-biologiques et données de I'extraction entre les patients ayant une ABCD et ceux atteints de
mucoviscidose

Variables ABCD hors mucoviscidose n= mucovisidose P-value
122 n=55

Patients et profil hormonal :
Age (années) 32,35 5,15 27,18 £ 3,29 p<0,0001
Volume testiculaire total [lel1 33,16 + 8,94 30,95 +9,04 p=0,14
FSH (U1/L) 3,3911,95 4,36+ 2,03 p<0,01
LH (UI/L)? 3,09 +1,25 3,37+1,86 p=0,33
Testostérone totale ( ng;’mL}3 4,80+ 1,77 456+1,18 p=0,27
Inhibine B (pg/mL)* 199,09 * 79,95 165,74 + 55,27 p<0,01
Résultats de |'extraction chirurgicale :
Extraction épididymaire positive et de bonne qualité® 77,87% (95/122) 50,91% (28/55) p<0,001
Concentration préléevement épididymaire (millions de s,pe-.rma‘cozo'l'dre's,r'mL}5 45,12 + 64,44 23,21 + 45,45 p<0,05
Mobhilité prélevement épididymaire {%}6 27,73 +18,61 22,81 +17,02 p=0,13
Vitalité prélevement épididymaire (%}? 57,61+21,08 55,94 + 22,66 p=0,72
Echec d'extraction épididymaire 8,2% (10/122) 23,64% (13/55) p<0,01
Extraction testiculaire positive 100% (26/26) 92,59% (25/27) p=0,49

Les données sont exprimées en moyenne + écart type et en pourcentage ; n=177 ; *données manquantes = 4(ABCD) ; 2données manquantes = 25(ABCD)
vs 3(mucoviscidose) ; *données manquantes = 1(ABCD) ; “données manquantes = 4(ABCD) vs 1(mucoviscidose) ; *données manquantes = 15(ABCD)
vs 1(mucoviscidose) ; °données manquantes = 11(ABCD) ; ‘données manquantes = 24(ABCD) vs 10(mucoviscidose) ; *De bonne qualité : absence de
biopsie testiculaire concomitante.



Ces résultats indiquant une qualité d’extraction moindre chez le patient atteint de
mucoviscidose, nous avons donc souhaité vérifier s’il existait des différences de profils
et de qualité d’extraction chez les patients présentant la mutation la plus fréquemment
rencontrée dans la mucoviscidose (homozygote AF508). Nous avons donc comparé
les données clinico-biologiques en incluant les facteurs de gravité, les comorbidités
ainsi que les résultats de l'extraction chirurgicale entre les patients atteints de
mucoviscidose avec mutation hétérozygote composite et ceux présentant la mutation
AF508 a I'état homozygote (tableau 4).

Nous n’avons pas retrouvé de différence significative entre les deux groupes
concernant 'age moyen des patients au moment de la chirurgie, 'IlMC moyen, le
volume testiculaire total moyen, la concentration moyenne de FSH, de testostérone
totale, ni d’inhibine B. Concernant les comorbidités associées, le pourcentage d’HbA1c
et la concentration moyenne de TSH était significativement plus élevés dans le groupe
homozygotes AF508 comparativement aux patients présentant des mutations
hétérozygotes composites (5,7% [5.45;5,90] versus 5,4% [5,23;5,57] ; p<0,05 et 2,06
pUl/mL [1,60;3,34] versus 1,39 pUI/mL [1,11;2,08] ; p<0,01) respectivement.

Les variables VEMS, insuffisance pancréatique, diabéte/intolérance glucidique,
insuffisance rénale, colonisation chronique a P.Aeruginosa, aspergillose broncho-
pulmonaire allergique (ABPA), la prise d’antibiotique par voie intra veineuse dans
'année précédant 'acte chirurgical, la prise chronique d’antibiotiques, de corticoides
ou d’azolés n’étaient pas significativement différentes entre les deux groupes.
Concernant les résultats d’extraction chirurgicale de spermatozoides :

Les patients homozygotes AF508 présentaient un risque d’échec d’extraction
épididymaire plus élevé que les patients hétérozygotes composite (40,0% versus
14,3% respectivement ; p<0,05). En revanche il n'a pas été mis en évidence de
différences significatives entre les deux groupes concernant la qualité de I'extraction
lorsqu’elle était possible en particulier concernant la concentration spermatique, la

mobilité et la vitalité.



Tableau 4 : Comparaison des caractéristiques clinico-biologiques et des résultats d’extraction chirurgicale dans la population atteinte de mucoviscidose
selon le résultat du génotypage

X patients mucoviscidose avec mutation patients mucoviscidose avec mutation
variables s ) P-value
hétérozygote composite n=35 homozygote AFS0E n=20

Bilan patient azoospermigue :
Age (années) 2763297 26,4+3,75 p=0,22
IMC (Kgfm?)® 21,90 [19,42 ; 24,20] 20,80 [18,90 ; 22,05] p=0,13
Volume testiculaire total {mlL) 3145857 30,06 £9,97 p=10,60
FSH (UI/L) 4,66+219 3,85+165 p=0,13
Testostérone totale | ng/mL) 463 [3,71;5,28] 4,32 [3,67;5,22] p=0,67
Inhibine B I:pg.n‘rnL]1 163,26 +50,74 169,95 + 63,40 p=10,69
Bilan patient mucoviscidose :
Hbalc [%]a 5,40 [5,23; 5,57] 5,70 [5,45 ; 5,90] p<0,05
TSH [|r‘lL_||,J|-r-||_].'r 1,39 [1,11; 2,08] 2,06 [1,60; 3,34] p<0,01
VEMS (%) 71,00 [44,75 ; 89,00] 54,00 [41,00 ; 83,00] p=0,54
Insuffisance pancréatique’® 77,78% (21/27) 73,33% (11/15) p=1,00
Diabéte [ Intolérance glucidiqueu 21,43% (6/28) 47,06% (8/17) p=0,10
Insuffisance rénaleu 13,33% (4/30) 12,50% (2/18) p=1,00
Colonisation chronique a P Areuginosa u 51,85% (14/27) 61,54% (8/13) p=0,81
Aspergillose Broncho Pulmonaire Allergique (ABPA)Y 15,38% (4/26) 30,77% (4/13) p=040
Prise d'ATB IV dans I'année précédent la chl'rurgl'e15 39,29% (11/28) 46,15% (8/13) p=10,94
Prise chronique d'ATB per os®® 30,77% (8/26) 64,29% (9/14) p=0,05
Prise chronigue de corticoides (voie inhalée et per os]15 39,29% (11/28) 64,71% (11/17) p=013
Prise chronigue d'azolés"” 21,43% (6/28) 28,57% (4/14) p=0,71
Résultats de I'extraction chirurgicale :
Extraction £pididymaire positive et de bonne qualité® 60,00% (21/35) 35,00% (7/20) p=0,13
Concentration prélévement pididymaire (millions de spermatozaides/mL}’ 8,00 [1,10; 37,50] 1,30 [0,00 ; 8,50] p=10,08
Mobilité prélévement épididymaire (%) 20,00 [10,00 ; 30,00] 17,50 [5,00 ; 40,00] p=10,83
Vitalité prélévement épididymaire 1%?3 50,00 [50,00 ; 80,00] 50,00 [30,00 ; 70,00] p=10,24
Echec d'extraction épididymaire 14,29% (5/35) 40,00% (8/20) p=0,05
Extraction testiculaire positive 85,71% (12/14) 100,00%: (13/13) p=10,48
Mobilité extraction testiculaire [%]‘l 20,00 [15,00 ; 25,00] 20,00 [10,00 ; 25,00] p=10,59
Vitalité extraction testiculaire (%)° 67,50 [50,00 ; 77,50] 60,00 [50,00 ; 60,00] p=10,30

Les données sont exprimées en moyenne * écart type, en médiane [Q1;Q3], et en pourcentage ; n=55 ; ‘données manquantes = 1(htz) ; >données
manquantes = 1(hmz) ; *données manquantes = 9(htz) vs 1(hmz) ; *données manquantes = 2(htz) vs 2(hmz); *"données manquantes = 4(htz) vs 4(hmz);
®données manquantes = 7(htz) vs 5(hmz); ‘données manquantes = 13(htz) vs 7(hmz); 8données manquantes = 13(htz) vs 6(hmz) ; °"données manquantes
= 5(htz) vs 3(hmz) ; **données manquantes = 8(htz) vs 5(hmz) ; **données manquantes = 8(htz) vs 7(hmz) ; **données manquantes = 9(htz) vs 7(hmz) ;
Bdonnées manquantes = 7(htz) vs 3(hmz) ; **données manquantes = 5(htz) vs 4(hmz) ; **données manquantes = 7(htz) vs 7(hmz) ; **données manquantes
= 9(htz) vs 6(hmz) ; '"données manquantes = 7(htz) vs 6(hmz) ; *De bonne qualité : absence de biopsie testiculaire concomitante.



Suite a l'analyse univariée (tableau 5), seule la mutation AF508 était significativement

prédictive d’'un échec d’extraction épididymaire. Aucun des autres facteurs clinico-

biologiques liés a I'état de sévérité clinique des patients atteints de mucoviscidose

n’était significativement associé a un échec d’extraction épididymaire.

Tableau 5 : Facteurs clinico-biologiques associés a un échec d’extraction épididymaire chez

les patients atteints de mucoviscidose

Variables Analyses univariées

OR 1C 95% P-value
Bilan patient mucoviscidose :
IMC (Kg/m?) 1,00 [0,77 ; 1,28] 0,99
HbA1c (%) 0,97 [0,26 ; 2,90] 0,96
TSH (pUI/mL) 1,32 [0,74 ; 2,47] 0,34
VEMS (%) 0,99 [0,96 ; 1,02] 0,36
Insuffisance pancréatique 1,57 [0,31;11,71] 0,61
Diabete / Intolérance glucidique 1,90 [0,46 ; 7,64] 0,36
Insuffisance rénale 1,72 [0,21;10,45] 0,57
Colonisation chronique a P.Areuginosa 1,31 [0,31; 6,04] 0,71
Aspergillose Broncho Pulmonaire Allergique (ABPA) 0,96 [0,12;5,23] 0,96
Prise d'ATB IV dans I'année précédent la chirurgie 1,25 [0,30; 5,10] 0,75
Prise chronique d'ATB per os 0,87 [0,19; 3,71] 0,85
Prise chronique de corticoides (voie inhalée et per os) 1,68 0,45 ; 6,74] 0,45
Prise chronique d'azolés 0,64 [0,09 ; 3,20] 0,61
Mutation homozygote AF508 4,00 [1,11; 15,70] <0,05
Inhibine B (pg/mL) 0,99 [0,98 ; 1,00] 0,21

Les données sont exprimées en OR avec IC a 95% et p-value

* augmentation de 30 unités




V. Discussion :

Nous avons mis évidence dans ce travail des taux d’extraction de 88.78% par MESA
dans I'azoospermie obstructive. Ces résultats sont en accord avec les données de la
littérature (62,66). Cependant, I'extraction chirurgicale de spermatozoides n’est pas la
seule option pour permettre I'obtention d’une grossesse. En effet, en cas d’AO, une
reconstruction microchirurgicale peut étre envisagée sous certaines conditions pour
offrir la possibilit¢ d’'une conception naturelle. Cette technique offre plusieurs
avantages : elle permet la sélection naturelle des spermatozoides, elle évite les
risques associés a la réalisation de I'lCSI ultérieurement (hyperstimulation ovarienne,
grossesses multiples, et prématurité associée) et est moins couteuse que I'extraction

chirurgicale de spermatozoides associée a I'lCSI (67,68).

A. Alternative thérapeutique : la reconstruction

microchirurgicale :

La reconstruction microchirurgicale peut se faire soit par vaso-vasostomie soit par

vaso-épididymostomie (67).

- La vaso-vasostomie est utilisée pour reverser l'effet de la vasectomie, elle
consiste a rétablir chirurgicalement la perméabilité du canal déférent en
reconnectant les extrémités des canaux déférents qui ont été sectionnés pour

permettre a nouveau le passage des spermatozoides.

Recanalisation des
canaux déférents

Figure 18 : Schéma de la vaso-vasostomie (Invitra®©) (69)
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- La vaso-épididymostomie est utilisée lorsqu’il existe une obstruction
épididymaire. Elle consiste a réaliser chirurgicalement une anastomose entre le
canal déférent et le conduit épididymaire pour restaurer le passage des
spermatozoides. Cette technique reste parmi les procédures microchirurgicales
les plus difficiles techniguement en urologie. Elle peut étre réalisée en paralléle
de I'extraction chirurgicale par MESA ou TESE mais également en deuxiéme
intention apres échec d’ICSI| avec utilisation de spermatozoides chirurgicaux
(70).

Epididyme Anastomose épididymo-déférentielle

\ . Canaux déférents

Figure 19 : Schéma de la vaso-épididymostomie (Invitra©) (71)

Ces techniques peuvent-étre proposées chez les patients azoospermes avec
antécédent de vasectomie, agénésie unilatérale des canaux déférents, épididymite
obstructive, lésion iatrogéne suite & une chirurgie inguinale. Cependant en cas
d’agénésie bilatérale des canaux déférents ou d’obstruction intra testiculaire
I'extraction chirurgicale de spermatozoides suivi de la réalisation d’'une ICSI reste
la seule option thérapeutigue (67,68). Plusieurs facteurs influenceraient
potentiellement le succés de la reperméabilisation : 'dge du patient mais aussi
l'intervalle de temps entre la survenue de I'obstruction et l'intervention permettant

la reperméabilisation.

Dans le cas de la vaso-épididymostomie, une méta-analyse publiée en 2018
rapporte que : les chances de succés ne sont pas garanties avec un taux de
reperméabilisation global de 64,1% et un délai moyen de reperméabilité compris
entre 2,8 a 9,6 mois. Aprées vaso-épididymostomie les chances de grossesses sont
estimées a 31,1% (68). Les chances de grossesses apres reperméabilisation sont
donc similaires a celles observées apres extraction chirurgicale de spermatozoides
épididymaires associée a une tentative I'ICSI (70). Cependant, il faut noter que
dans ce cas, plus de la moitié des couples auront besoin de deux cycles d'ICSI ou

plus (70).
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Concernant la vaso-vasostomie, une méta analyse de 2015 rapporte des taux
moyen de reperméabilité post-intervention et de grossesse de 89,4% et 73,0%
respectivement. Les patients dont la durée d’obstruction était inférieure a 10 ans
présentaient des taux de reperméabilisation et des taux de grossesse plus élevés
(72).

Le choix de I'une ou l'autre de ces techniques peut se décider en pré-opératoire
selon l'indication, la durée de I'obstruction, I'age, et selon le nombre d’interventions
chirurgicales antérieures ayant déja eu lieu dans cette méme région anatomique.

Mais aussi en extemporané par le biologiste selon la qualité (nombre et mobilité)

des spermatozoides observés pendant le bloc opératoire. (67,73)

Dans tous les cas, le délai permettant la reperméabilisation étant de plusieurs mois
et celle-ci n’étant pas garantie, il existe un intérét de la MESA/TESE dans le méme
temps opératoire que la reperméabilisation afin de réduire le délai permettant

I'obtention d’une grossesse.

B. Intérét de la MESA par rapport a la TESE :

Dans les cas d’azoospermie obstructive, la littérature est controversée concernant
I'abord chirurgical entre la biopsie testiculaire et I'extraction épididymaire (57,66,67).

La MESA présente plusieurs avantages : elle permet d’extraire une quantité plus
importante de spermatozoides puisqu’ils sont beaucoup plus concentrés dans
I'épididyme que dans le testicule. Ceci permet d’assurer la congélation d’'un nombre
plus important de pailles et d’éviter d’avoir recours a des chirurgies ultérieures en cas
d’échec d’'ICSI (62,66). De plus les spermatozoides présentent une meilleure mobilité
au niveau épididymaire qu’au niveau testiculaire. Il est néanmoins conseillé d’extraire
les spermatozoides au niveau de I'épididyme proximal afin éviter une exposition trop
importante aux radicaux libres pouvant étre responsable d’'une augmentation de la
fragmentation de '’ADN spermatique (66). Selon certains auteurs, il existe malgré tout
un inconvénient a labord épididymaire : cette procédure opératoire est plus
chronophage pour le biologiste qu’une biopsie testiculaire et de réalisation plus difficile

pour le chirurgien (66).
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Dans les centres pratiquant des MESA, lorsque celle-ci ne permet pas d’obtenir un
nombre suffisant de spermatozoides mobiles ou lorsque celle-ci se solde par un échec,

une TESE complémentaire est réalisée dans le méme temps opératoire.

Il est communément admis que la qualité spermatique est un facteur essentiel dans
I'obtention d’une grossesse par technique d'ICSI (65).

Ainsi d’aprés plusieurs auteurs, la fragmentation de I'ADN des spermatozoides
pourrait refléter leur qualité (74,75). Néanmoins, I'impact de la fragmentation de I'ADN
des spermatozoides sur les résultats de I'ICSI est encore sujet a débat dans la
littérature.

Dans une étude francaise publiée en 2017, les auteurs ont mis en évidence que les
spermatozoides testiculaires présentaient des taux de fragmentation significativement
plus faibles que les spermatozoides épididymaires qu’ils soient extraits au niveau de
la téte ou du corps de I'épididyme (6.71% versus, 14.86% p<0.007 et 32.661%
p<0.0001 respectivement) et ceci quelle que soit la cause de I'azoospermie obstructive
(57). De plus, la fragmentation de 'ADN était significativement plus élevée en cas
d’extraction épididymaire distale (au niveau du corps) par rapport a une extraction plus
proximale (au niveau de la téte). Cependant, cette étude portait sur un petit effectif (21
patients), et aucune différence n’a été mise en évidence concernant les taux de
naissances vivantes entre les ICSlI réalisées avec des spermatozoides testiculaires et

des spermatozoides épididymaires (65).

Par ailleurs, I'obtention d’une grossesse dépend de facteurs masculins et féminins, en
effet les dommages potentiels de 'ADN spermatique peuvent étre réparés par
'ovocyte, ce qui pourrait expliquer les résultats contradictoires rapportés par les
différentes études sur la relation entre le taux de fragmentation de I'ADN et les chances
de grossesse (65,76).
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C.Reésultats d’ICSI apres MESA ou TESE :

Les comparaisons des résultats de I'lCSI utilisant des spermatozoides épididymaires

par rapport aux spermatozoides testiculaires ont mis en évidence des résultats

contradictoires :

Certaines études sur des patients atteints d'’AO (quelle que soit I'étiologie
considérée) ont montré que les résultats de I'ICSI étaient similaires pour les

spermatozoides testiculaires et épididymaires (55)(77).

En revanche, dautres chercheurs ont découvert que I'utilisation de
spermatozoides testiculaires était associée a des taux d'implantation plus
élevés que pour les spermatozoides épididymaires (78). Une méta analyse
récente a confirmé ces résultats et mettait en évidence que I'utilisation de
spermatozoides testiculaires était associée a une augmentation des chances
d’implantation embryonnaire (OR = 1,58, p= 0,02). Cependant aucune
différence significative n’a été constatée concernant les taux de grossesse et
de fausse couche entre ICSI avec spermatozoides testiculaires et

épididymaires (79).

Au contraire, d’autres études montrent que l'utilisation de spermatozoides
épididymaires est associée a des taux de naissances vivantes plus élevés.
C’est le cas d’'une large étude rétrospective réalisée entre 2000 et 2009
comparant les issues de tentatives aprées MESA-ICSI (n=280) et TESE-ICSI
(n=94). Des chances de naissances vivantes plus élevées étaient observés en
cas dutilisation de spermatozoides épididymaires (39% versus 24%
respectivement ; p=0.011). De plus, les cycles MESA-ICSI avaient également
donné lieu a des taux d'implantation et a des taux de grossesse clinique
significativement plus élevés que les cycles TESE-ICSI (66). Fait intéressant,
apres analyse multivariée incluant les parameétres féminins (age de la partenaire
au moment de la ponction ovocytaire, nombre d’ovocytes obtenus), I'utilisation
de spermatozoides épididymaires restait un facteur prédictif des chances de

grossesses évolutives apres ICSI (OR=1.82, p=0.01).
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- Dans une autre étude, les auteurs ont montré que les taux de fécondation et les
taux de grossesses clinigues débutantes n’étaient pas statistiquement
différents entre les TESE-ICSI et les MESA-ICSI alors que l'utilisation de
spermatozoides testiculaires était associée a des taux de fausse couche
spontané plus élevés par rapport aux spermatozoides épididymaires (35,7 %
contre 12,5 % P<0,05) (64).

- Des taux de fécondation, et de blastoformation utile (embryons de bonne qualité
obtenus au 5°™¢ jour de développement embryonnaire) plus élevés avec la

MESA-ICSI ont également été rapportés par d’autres auteurs (80).

Les auteurs émettent I'hypothése que bien que les spermatozoides testiculaires soient
capables de féconder normalement les ovocytes aprés ICSI (comme l'atteste le
nombre moyen d’embryons obtenus aprés ICSI| qui n’était pas significativement
différent entre les 2 groupes), ils ne seraient pas en mesure d’assurer un
développement embryonnaire optimal par la suite. Selon cette étude, la maturation
épididymaire contribuerait au bon développement embryonnaire notamment en
réduisant le risque d’aneuploidies chromosomiques par rapport a l'utilisation de
spermatozoides testiculaires (66). Cependant, cette hypothése semble contredite par
une étude récente (2019) mettant en évidence un taux d’euploidie similaire dans les
blastocystes issus de TESE-ICSI et MESA-ICSI.

Au final, ces résultats sont contradictoires mais semblent indiquer que I'utilisation de
spermatozoides épididymaires pourrait permettre de meilleures chances de
naissances vivantes en cas d’azoospermie obstructive ou a minima I'obtention d’'un
plus grand nombre d’embryons de bonne qualité au 5°™¢ jour. Mais ces résultats sont
a confirmer par de plus grandes séries avec des analyses portant sur les taux de
grossesses cumulées (issues de cycles frais+ congelés). On peut cependant noter que
ces études présentent le plus souvent des biais avec notamment la réalisation de la
TESE-ICSI en cas d’échec de I'extraction épididymaire, ce qui peut laisser suggérer
des spermatozoides de moindre qualité dans ce cas ou une part sécrétoire associée
(non-obstructive) (66,80).
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Les étiologies de I'azoospermie obstructive pouvant étre variées et faisant intervenir
des mécanismes physiopathologiques différents, se pose la question de l'influence de
I'origine de I'obstruction (ABCD congénitale ou acquise, épididymaire) sur les résultats
de I'ICSI.

D.Résultats de I'extraction chirurgicale et d'ICS| en fonction

de I'étiologie de I'azoospermie obstructive :

Plusieurs études ont cherché a évaluer si I'étiologie de I'AO influencait les résultats de
'ICSI :

- L’équipe de Lu et al. avait observé des taux de naissances vivantes plus faibles chez
les hommes atteints d’ABCD par rapport aux patients avec une azoospermie
obstructive sans ABCD. De la méme maniere, les taux de fausses couches et d’enfants

mort-nés par embryon transféré étaient plus élevés dans ce groupe (81).

- Une méta analyse de 2021 rapporte cependant que l'origine de 'AO (acquise ou
congénitale) n’a pas d’influence sur les résultats de I'ICSI (taux de fécondation, taux
de grossesse, taux de naissance vivante) (82). Ces résultats étaient également

confortés par d’autres auteurs (55).

- Une autre récente étude (2021) menée par Mc Bride a cherché a comparer
rétrospectivement les altérations génétiques, les chances d’extraction chirurgicale de
spermatozoides et les résultats d’'ICSI chez les hommes atteints de mucoviscidose
(n=10) par rapport aux hommes atteints d’ABCD uniquement (n=29). Ils ont montré
qgue la qualité de [Iextraction chirurgicale (concentration et nombre total de
spermatozoides mobiles) était significativement plus faible dans le groupe
mucoviscidose que dans le groupe ABCD (14,8 millions/mL vs 61,4 millions/mL p=0,02
et 2,9 millions vs 11,4 millions p=0.01 respectivement). Le groupe mucoviscidose
présentait un taux significativement plus élevé de réalisation de TESE complémentaire
aprées MESA insuffisante (70,0% vs 27,6%, p<0,03). Aprés ICSI, des taux de
fécondation inférieur étaient rapportés (32,5 % vs 68,9% respectivement, p< 0,01)
(43).
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Il en a été de méme pour notre étude : nos résultats ne montrent pas de différences
significatives dans les résultats d’extraction épididymaire selon l'indication de la MESA

hormis chez les hommes ayant une ABCD associée a une mucoviscidose.

En effet nous avons retrouvé plus de risque d’échec d’extraction épididymaire chez les
patients ayant une mucoviscidose comparativement aux patients ayant une ABCD
sans mucoviscidose associée (23.7% versus 8,2% respectivement ; p<0,01) ; il était
donc plus fréquent de réaliser chez ces patients une TESE. De plus méme si la MESA
était positive, la concentration en spermatozoide était significativement plus faible chez
les patients souffrants de mucoviscidose par rapport aux patients ABCD (23,2 versus
45,1millions/mL respectivement, p<0,05) et pouvait donc entrainer la réalisation d’'une
TESE complémentaire. La mobilité et la vitalité avaient également une tendance a étre
moins élevées chez ces patients mais pas de maniere significative. Ces résultats

pourraient donc avoir une influence sur le dénouement de I'lCSI.

De plus que ce soit pour I'équipe de Lu et al. ou celle de Mc Bride et al., les résultats
obtenus semblaient étre liés aux mutations du gene CFTR. Dans I'étude de Mc Bride
et al., la mutation homozygote AF508 était significativement associée a une plus faible
concentration en spermatozoides par rapport aux patients portant d’autres mutations
(p<0,05) (43).

Dans notre étude les patients atteints de mucoviscidose avec mutation homozygote
AF508 présentaient un risque plus élevé d’avoir un échec d’extraction testiculaire que
les patients mucoviscidose avec mutation hétérozygote composite (40,0% vs 14,3% ;
p<0.05), avec un risque quatre fois plus élevé d’avoir un échec d’extraction
épididymaire par rapport aux patients porteur d’'une mutation hétérozygote composite
(OR=4 [1,11-15.70], p<0,05). Cependant, hormis 'homozygotie AF508, aucun des
autres facteurs clinico-biologiques n’était prédictif d'un échec d’extraction
épididymaire.

Concernant la qualité de I'extraction on ne met pas en évidence de différence
significative en termes de concentration spermatique chez les patients mutés
homozygotes AF508 comparativement aux patients porteurs de mutations
hétérozygote composite (1,3 versus 8,0 millions/mL p=0,08) néanmoins ce résultat

souffre d’'un manque de puissance statistique.
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Ainsi la présence ou l'absence de mutations du géne codant la protéine CFTR, ainsi
gue le type de mutation retrouvé, pourraient étre corrélés avec les taux de fécondation

et de grossesse.

Afin de déterminer quelle mutation pouvait avoir I'effet le plus délétere sur les résultats
de I'lCSI, des chercheurs ont répartis les patients en fonction de leur mutation en trois
groupes. Le groupe 1 (n=21) était composé des patients avec la mutation AF508, le
groupe 2 (n=18) était formé des patients ayant diverses autres mutations (par exemple
AF508/R117H ; R553X/R117H ; R117H/R117H), et le groupe 3 (h=21) comprenait les
patients ou aucune mutation n’avait pu étre mise en évidence parmi les 12 mutations
les plus répandues. Les résultats avaient mis en évidence des taux de fécondation et
de grossesse significativement plus faibles par patient dans le groupe 1,
comparativement aux groupes 2 et 3 (83).

Ces résultats n’avaient cependant pas été confirmés par une autre étude : aucune
différence significative entre les taux de fécondation et les taux de grossesse par ICSI
chez les hommes avec mise en évidence d’au moins une mutation du gene CFTR par

rapport aux hommes sans mutation détectée n’avait été rapportée (84).

En effet Lu et al. ont rapporté des taux de fausses couches et d’enfant mort-né qui
étaient plus élevés chez les hommes ABCD présentant des mutations du gene CFTR

gue chez ceux ne présentant pas de mutations du géne CFTR (81).

L’existence d’'une ABCD n’est pas obligatoirement synonyme d’'une spermatogenése
normale. En effet, il a été montré dans une étude précédente réalisée dans notre
centre que la spermatogenése pouvait étre altérée dans 12 a 35% des cas (55).
Cependant, nous n’avions a I'époque pas mis en évidence de lien entre I'existence
d’'une mutation du géne CFTR et un défaut de spermatogenése a I'examen

histologique lorsque la TESE était réalisée (55).
Comme le processus de spermatogenése est sous contrble hormonal, le profil

hormonal (en particulier les dosages de FSH et d’inhibine B) peut permettre

d’apprécier I'état de la spermatogenése (85).
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Bien que les concentrations de FSH et d’inhibine B soient faiblement prédictives des
chances de succés d'une extraction testiculaire de spermatozoides dans
'azoospermie non obstructive, leurs taux permettent de discriminer une AO
(concentrations normales de FSH et d’inhibine B) d’'une ANO ou la concentration de
FSH sera plus élevé associée une concentration d’inhibine B abaissée. En effet,
inhibine B est un marqueur fonctionnel direct des cellules de Sertoli et de la
spermatogenése (86). Les taux sériques d'inhibine B sont significativement plus faibles
en cas d’altération de la spermatogenese et sont corrélés a la concentration
spermatique (85). Au contraire, la concentration de FSH (sous dépendance du
rétrocontréle hypophysaire par I'inhibine B) est inversement corrélée au nombre de
cellules germinales présentes dans les tubes séminiferes.

Ainsi, les dosages hormonaux seraient un reflet de la qualité de la spermatogenése et

permettrait d’évoquer dans certains cas une origine mixte a 'azoospermie.

Notre étude met en évidence des concentrations moyennes de FSH significativement
plus élevés et d’inhibine B plus basses (mais toutefois dans les normes) chez les
patients atteints de mucoviscidose par rapport aux patients présentant uniqguement
une ABCD ; ce qui peut suggérer une atteinte de la spermatogenese a minima dans
la mucoviscidose, pouvant expliquer la diminution de la qualité de I'extraction

épididymaire chez ces patients.

E. L'impact des nouvelles thérapeutiques dans la

mucoviscidose sur la spermatogenése :

Les modulateurs de CFTR sont les premiers traitements étiologiques de la
mucoviscidose. Ce sont des thérapies de précision ciblant des défauts protéiques
spécifiques qui varient selon les mutations. lls comprennent des correcteurs
(Elexacaftor®, Lumacaftor®, Tézacaftor®) qui facilitent la maturation et le transport
intracellulaire de la protéine pour augmenter son expression membranaire, et
des potentiateurs (Ilvacaftor®) qui ont pour réle d’augmenter la fréquence d’ouverture

du canal CFTR pour permettre le passage des ions chlorure (87).
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Les données de sécurité précliniques décrivent un potentiel impact de ces molécules
sur la fertilité :
- Concernant 'Elexacaftor® : la dose sans effet nocif observé pour la fertilité chez
le rat était inférieure a 2 fois la dose maximale recommandée chez I’homme. I
a été observé chez le rat, aux doses supérieures a la dose maximale tolérée,
une dégénérescence et une atrophie des tubes séminiferes, corrélées a une
oligospermie/aspermie et a la présence de deébris cellulaires dans les
épididymes. Il en est de méme chez le chien, a une dose 14 fois supérieure a
la dose maximale recommandée chez ’homme. La signification éventuelle de
ces observations pour ’homme n’est a I'heure actuelle pas connue (88).
- Concernant les autres molécules : les données issues des études
conventionnelles de pharmacologie de sécurité, toxicologie en administration
répétée, génotoxicité et cancérogenése n'ont pas révélé de risque particulier

pour 'homme (88).

Des études de phase Ill sont actuellement en cours pour évaluer l'efficacité et la

sécurité de ces molécules chez les patients atteints de mucoviscidose.

Une récente étude décrit des douleurs testiculaires aprés l'initiation de I'Elexacaftor®
| Tezacaftor® / lvacaftor® chez les hommes atteints de mucoviscidose. Elle fait état
de douleurs ou de génes testiculaires au cours des deux premiéres semaines suivant
I'initiation du traitement chez 7 hommes agés de 17 a 39 ans. Il a été mis en évidence
chez un de ces patients une torsion testiculaire ainsi qu’un cancer testiculaire chez un
autre. Le mécanisme précis de cet effet secondaire reste inconnu, mais les auteurs
émettent 'hypothése d’une potentielle restauration de la fonction CFTR dans I'appareil
reproducteur masculin qui serait a I'origine de ces douleurs (89).

Dans notre étude nous avions trois patients sous traitement par modulateur de CFTR,
nous n’avions pas noté de différence significative dans I'analyse du sperme (volume,
pH) avant et aprés initiation du traitement. En effet ces thérapies sont récentes et nous
n’avons pas a I’heure actuelle le recul nécessaire.

Des études prospectives futures seront nécessaires pour déterminer I'influence a court
et a long terme de ces nouvelles thérapies sur la fertilité masculine, et donc sur les

chances d’extraction chirurgicale de spermatozoides chez ces patients.
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V. Conclusion:

Bien que notre étude souffre de plusieurs limites inhérentes a son caractere
rétrospectif, notre large cohorte de 295 patients avec notamment 55 patients atteints
de mucoviscidose ayant bénéficié d’'une extraction chirurgicale de spermatozoides
nous apporte une puissance statistique satisfaisante. Notre étude a permis de mettre
en évidence que la mucoviscidose indépendamment des autres facteurs était associée
a une diminution de la qualité de I'extraction épididymaire. Et que la présence de la
mutation AF508 a l'état homozygote était prédictive d’'un échec de I'extraction
épididymaire.

Il faut également noter le caractere subjectif de 'analyse extemporanée des fragments
épididymaires au bloc opératoire, en effet, de par la faible température au bloc
opératoire (<20°C) et de par I'examen direct rapide réalisé par le biologiste, la
concentration et la mobilité peuvent parfois étre sous-estimées ;

Afin d’évaluer l'influence des nouvelles thérapies utilisées dans la mucoviscidose, il
sera nécessaire de poursuivre cette étude de maniere prospective. Ces nouvelles
thérapies prises au long cours (et désormais instaurées dés I'enfance) pourraient
réduire 'accumulation de sécrétions dans les canaux déférents et potentiellement
prévenir leur obstruction compléte des canaux déférents a I'origine de leur atrésie ou
au contraire entrainer une dégénérescence progressive voire une atrophie des tubes
séminiferes comme observé dans le modéle animal pour I'Elexacaftor®.

Afin d’évaluer si la mucoviscidose ou le génotype influence les chances de grossesses
et de naissances vivantes, il sera intéressant de poursuivre ce travail par 'analyse des

cycles d'ICSI pour ces couples.
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