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. Introduction

La fertilité est un probleme majeur de Santé Publique, et au-dela, un probléeme sociétal.
D’apres I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l'infertilité est définie par I'incapacité
d’obtenir une grossesse aprés douze mois ou plus de rapports sexuels réguliers non protégés
[1]. En France, 15% des couples en age de procréer, soit un couple sur six, consultent pour
infertilité.

On estime que |'origine masculine est présente dans 50 a 60% des infertilités (environ 20%
d’étiologie masculine isolée et 40% mixte). Les facteurs environnementaux et habitus de vie
sont aujourd’hui de plus en plus étudiés ainsi que leur impact sur la fertilité masculine. En
effet, une récente étude [2] a montré I'effet néfaste de la consommation excessive d’alcool,
de tabac, de cannabis ainsi qu’un indice de masse corporelle élevé. Il en est de méme pour
I’exposition a des toxiques tels que les perturbateurs endocriniens (pesticides, solvants,
plastiques,...) et les ondes électromagnétiques. Mais ces facteurs n’expliquent pas toutes les
infertilités masculines.

En excluant les antécédents médicaux et chirurgicaux du tractus urogénital de 'homme
(cryptorchidie uni- ou bilatérale, malformations, traumatisme, infections a germes
sexuellement transmissibles, anomalies de I|’axe hypothalamo-hypophysaire, tumeurs,
chimiothérapie, radiothérapie...), on retrouve une origine génétique dans 20% des cas [3]. Ces
causes génétiques ont, pour la plupart, un retentissement important sur les parametres
spermatiques. Ainsi lors de la découverte d’une azoospermie, définie par I'absence de
spermatozoides sur la totalité de I’éjaculat aprés examen du culot de centrifugation sur deux
spermogrammes espacés de trois mois (durée de la spermatogenése), des analyses

génétiques sont indiquées, orientées par les contextes clinico-biologique et radiologique [4].

L’azoospermie est estimée a une fréquence inférieure a 1% dans la population générale et elle
est retrouvée chez 5 a 15% des hommes infertiles [5]. Elle peut étre de trois types.

La plus fréquente est I'azoospermie dite non obstructive ou sécrétoire. Elle représente la
majorité des azoospermies a hauteur de 60%. Elle correspond a une insuffisance testiculaire

se caractérisant sur le plan hormonal par une augmentation des hormones hypophysaires :
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I’lhormone folliculo-stimulante (FSH) et I’hormone lutéinisante (LH), une diminution du taux
plasmatique de testostérone totale ainsi qu’une baisse de I'inhibine B, sécrétée par les cellules
de Sertoli, reflet d’'une spermatogenése altérée [6]. Sur le plan clinique, il existe une
hypotrophie voire atrophie testiculaire le plus souvent bilatérale. Les marqueurs du plasma
séminal sont le plus souvent normaux s’il n’y a pas de pathologie obstructive associée, les
deux voies séminales constituées des canaux efférents, canaux déférents et des canaux
éjaculateurs étant normalement perméables. L’échographie scrotale est systématiquement
réalisée a la recherche d’anomalies testiculaires ainsi qu’une échographie rénale. Les
étiologies sont nombreuses. Parmi les facteurs a I'origine de troubles de la spermatogenese,
on retrouve fréquemment une atteinte anatomique ou fonctionnelle du testicule, en
particulier, les causes mécaniques telles que les ectopies testiculaires, les torsions, les
varicoceles, les traumatismes..., des causes secondaires (tumeur, orchite virale, exposition aux
toxiques environnementaux, chimio-radiothérapie), également des anomalies génétiques
(Syndrome de Klinefelter, microdélétion du chromosome Y le plus souvent). L’atteinte de I'axe
hypothalamo-hypophysaire est aussi responsable d’une défaillance de la spermatogeneése
avec des causes génétiques telles que le syndrome de Kallmann de Morsier, I’hyperplasie
congénitale des surrénales entre autres, mais aussi des étiologies secondaires comme les

tumeurs ou chirurgies touchant la tige pituitaire [7].

L'azoospermie obstructive correspond a un obstacle post-testiculaire de maniére bilatérale.
Elle représente 1 a 2% des étiologies d’infertilité masculine et environ 40% des azoospermies.
L'anomalie pouvant se situer a chaque étage des voies spermatiques, il est nécessaire de
réaliser un bilan étiologique avec interrogatoire, examen clinique, bilan biologique et
échographique en premiére intention. L'interrogatoire permet de suspecter une origine
infectieuse, traumatique ou iatrogéne. L'examen clinique doit rechercher des anomalies a la
palpation (volume testiculaire, canaux déférents, épididymes, prostate). Les azoospermies
obstructives présentent un bilan hormonal le plus souvent normal. La biochimie du liquide
séminal informe sur le niveau de I’obstruction. En effet, les marqueurs utilisés sont propres a
chaque entité des voies masculines et permettent de déterminer la localisation de I'anomalie.
L’échographie scrotale et prostatique ainsi que I'échographie rénale complétent le bilan pour
préciser|’atteinte. Des analyses génétiques peuvent également étre prescrites en fonction des

résultats des différents examens. C'est notamment le cas des agénésies bilatérales des canaux
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déférents pour lesquelles une recherche de mutations du gene CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator) est indiquée. Nous emploierons le terme d’agénésie
méme s’il est impropre car I'infertilité est secondaire a une régression des canaux déférents

et non a une anomalie embryologique.
Enfin, I'azoospermie peut étre mixte. Il s’agit de I'association d’une obstruction unilatérale de

la voie excrétrice et d’'une spermatogenese défaillante du testicule controlatéral. Sous-

diagnostiquée, sa fréquence est estimée a 10%.
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Il. Exploration de I’'homme infertile

A. Bilan d’infertilité

1. Examen clinique

Afin de déterminer chez un homme I'étiologie de son infertilité, I'interrogatoire est essentiel
dans le bilan. Il s’attache a rechercher les antécédents médicaux et chirurgicaux personnels,
notamment la notion de cryptorchidie, de traumatismes testiculaires, de malformations
urogénitales, d’infections affectant les organes génitaux. Des parameétres généraux tels que la
prise de toxiques (alcool, tabac, cannabis), la profession, I'indice de masse corporelle ainsi que
les traitements au long cours sont a prendre en considération. L’'examen andrologique (Figure
1) cherche a éliminer toutes anomalies des organes génitaux externes tels que I’hypospadias,

un micropénis, un volume testiculaire anormal ou une varicocele.

2. Examens complémentaires

A la suite de la consultation, un spermogramme est prescrit pour |'appréciation des
parameétres spermatiques en prenant en compte le délai d’abstinence (volume, mesure du pH,
concentration des spermatozoides par millilitre et par volume total de I’éjaculat, mobilité,
vitalité) et pour la réalisation d’un spermocytogramme avec évaluation du nombre de

spermatozoides de forme typique.

Un bilan hormonal avec dosage des gonadotrophines FSH et LH et de la testostérone permet
d’évaluer I’axe hypothalamo-hypophysaire. Le caractére sécrétoire, excrétoire ou mixte d’une
azoospermie est apprécié a partir de I'inhibine B en association avec les valeurs de FSH et LH

[8].

En fonction des résultats du spermogramme, le bilan sera complété.
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Devant toute découverte d’azoospermie, il est nécessaire de réaliser un second prélévement

a trois mois du premier afin de confirmer I’absence de spermatozoides dans I'éjaculat.

En premier lieu, le dosage des marqueurs du plasma séminal lors de la découverte d’une
azoospermie permet d’orienter le diagnostic. Une anomalie de ces marqueurs est en faveur
d’une origine obstructive. Devant un tableau d’azoospermie d’allure obstructive avec
agénésie bilatérale des canaux déférents (ABCD), une recherche de mutations du géne CFTR
est systématique. Avant toute analyse génétique, il est obligatoire de recueillir par écrit le

consentement des patients.

D’autre part, une concentration de spermatozoides inférieure a 10 millions par millilitre doit
faire rechercher une anomalie chromosomique sur un caryotype [9]. De méme, devant une
concentration inférieure a 5 millions de spermatozoides par millilitre [10] ou 1 million par
millilitre selon les équipes, il est recommandé d’effectuer une recherche de microdélétion du

chromosome Y.

Le bilan échographique est effectué dans le cadre d’une oligoasthénotératozoospermie sévere
(OATS) ou d’une azoospermie. Selon le type d’azoospermie, le bilan différe. Si I’on suspecte
une azoospermie obstructive, une échographie endorectale est pratiquée pour vérifier
I'intégrité des structures du tractus génital, en particulier des canaux déférents (Figure 2).
L’échographie scrotale s’effectue, quant a elle, quelle que soit la nature de I'azoospermie. Elle
recherche des varicocéles infra cliniques, des kystes, vérifie I’homogénéité tissulaire et

apprécie le volume testiculaire.
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Figure 1 Représentation du tractus génital masculin normal

d'apres le Dr Gervaise

Gauche

Figure 2 Exemple d’échographie endorectale

A et B. Agénésie du canal déférent et de la vésicule séminale droits

C. Présence bilatérale des voies séminales

D. Présence de la voie séminale gauche

d’apreés le site consulté le 24 février 2019
https://sites.google.com/site/imagerieinfertilitemasculine/matiere-5-classique/sites-
nationaux/carrefour-vesiculo-deferentiel/ampoules-deferentielles
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B. Génétique des oligozoospermies séveres et des
azoospermies

1. A I’échelle chromosomique

a. Anomalies du nombre de chromosomes

Lors de troubles de la fertilité masculine, de nombreuses étiologies chromosomiques sont
retrouvées. Elles représentent d’ailleurs la majeure partie des causes génétiques d’infertilité.
Les anomalies de nombre ou aneuploidies par mauvaise ségrégation des chromosomes lors
de la méiose sont les plus fréquentes. Le diagnostic repose sur la réalisation d’un caryotype a
partir de leucocytes issus d’un prélévement sanguin. Une pathologie se distingue: le

syndrome de Klinefelter [11].

(1) Syndrome de Klinefelter

Le syndrome de Klinefelter, caractérisé par la formule chromosomique 47,XXY, correspond a
une aneuploidie par la présence d’un chromosome X surnuméraire. Il s’agit de I’étiologie
génétique la plus fréquente dans les tableaux d’infertilité masculine. On estime qu’un garcon
sur 660 nait porteur de cette anomalie [12]. Les hommes atteints ont un phénotype
caractéristique. En effet, ils sont pour la plupart longilignes, présentent une gynécomastie et
un volume testiculaire faible ainsi qu’une pilosité peu développée expliqués par

I’hypogonadisme.

L’'atteinte de la spermatogeneése se caractérise le plus souvent par une azoospermie méme si
des spermatozoides sont parfois retrouvés dans I’éjaculat lors d’une oligozoospermie sévere
ou au cours d’une biopsie testiculaire. Cela s’expliquerait par le fait que de rares
spermatogonies soient capables au cours de leurs mitoses de perdre le chromosome X
surnumeéraire rendant la gonie euploide et donc capable d’entrer en méiose pour réaliser
I'ensemble des étapes de la spermatogenése [13]. Ceci se traduit par des filots de

spermatogenése conservée sur des coupes histologiques de tissu testiculaire. Néanmoins,
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I’age est le principal facteur pronostique pour la fertilité de ces hommes. Dans un travail
reprenant les résultats de différentes études, la moyenne d’age pondérée des patients pour
lesquels des spermatozoides ont été retrouvés lors de la biopsie testiculaire était de 31,4 ans.
Elle était de 35 ans lors de I'absence de spermatozoides [14]. || a été montré que la
concentration de spermatozoides diminuait jusqu’a devenir nulle par dégradation de la
spermatogenése [15]. Des conséquences sont aussi visibles sur les cellules autres que
germinales, a savoir les cellules de Sertoli et de Leydig. En effet, les cellules de Sertoli rentrent
en apoptose de maniere importante et les cellules de Leydig ont un fonctionnement perturbé,

responsable d’une production insuffisante de stéroides.

Lors du bilan d’infertilité pour syndrome de Klinefelter, il est nécessaire de s’intéresser aux
antécédents du patient, notamment la notion de cryptorchidie, plus fréquente dans cette
population. Les signes d’hypogonadisme tels que |'asthénie, une perte de libido, une
dysfonction érectile sont a rechercher.

Le bilan hormonal est en faveur d’un hypogonadisme hypergonadotrope avec des valeurs
anormales des gonadotrophines : une FSH trés élevée et une LH souvent augmentée. La
testostérone totale est diminuée et I'inhibine B est indosable [16].

L’échographie scrotale confirme la diminution du volume testiculaire mis en évidence a
I’examen clinique.

Sur le spermogramme, on constate une azoospermie. Elle est dite non obstructive ou
sécrétoire. Il n'y a par définition aucune obstruction des voies génitales masculines. Il n'y a

donc pas d’intérét a réaliser une biochimie séminale.

Le bilan terminé, il est décidé de la prise en charge du patient en assistance médicale a la
procréation lors d’une réunion de concertation pluridisciplinaire. L'andrologue donne son
accord ou non pour la réalisation d’une biopsie testiculaire en vue d’une fécondation in vitro
avec injection intracytoplasmique de spermatozoide (FIV-ICSI). Le risque majeur est une
aggravation de I’hypogonadisme. De rares cas de grossesses aprées biopsie testiculaire suivie
d’une ICSI ont été décrits [17]. Si la biopsie testiculaire n’est pas envisagée, des inséminations

intra-utérines avec gametes de donneur sont proposées.
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Si la découverte du syndrome de Klinefelter est fortuite, un conseil génétique est réalisé afin
d’expliquer la pathologie et d’'informer des conséquences théoriques possibles [18] sur la
descendance si une extraction chirurgicale testiculaire de spermatozoides suivie d’une ICSI est

acceptée.

Enfin, dans le cadre de la préservation de la fertilité masculine, le protocole de recherche
clinique « FERTIPRESERVE » a Lyon est actuellement proposé a de jeunes patients porteurs du
syndrome de Klinefelter. Une biopsie testiculaire est réalisée afin de cryoconserver les

spermatozoides retrouvés lors de cet acte chirurgical.

(2) Autres anomalies de nombre

Il existe d’autres aneuploidies concernant les gonosomes, responsables d’azoospermie. A titre
d’exemples, les patients avec les formules chromosomiques 46,XX ou les mosaiques

45,X/46,XY sont infertiles.

L'incidence des hommes avec le caryotype 46,XX est estimée a 1 pour 20000 naissances
masculines vivantes. Les hommes porteurs de cette anomalie ont pour la plupart des organes
génitaux externes normaux méme si le volume testiculaire est généralement inférieur a 5
millilitres. Lors d’une analyse par hybridation in situ en fluorescence (FISH), on retrouve une
translocation du chromosome Y avec le géne SRY sur un chromosome X. La présence de
ce locus permet la virilisation. Cependant, la valeur de la testostérone diminue avec le temps
alors que le taux de gonadotrophines devient supérieur a la norme. Tout comme dans le
syndrome de Klinefelter, il existe une hyalinisation des tubes séminiferes, provenant de la
dégénérescence du collagéne, responsable d’un arrét de la spermatogenése et donc d’une

azoospermie [19].
Les patients porteurs de la mosaique 45,X/46,XY sont atteints de dysgénésie gonadique dite

mixte. Le tableau clinique est tres variable selon le taux de cellules monosomiques. Le signe

le plus fréquent chez ces hommes est le développement asymétrique des testicules. La
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dysgénésie testiculaire est responsable d’une insuffisance en testostérone et donc d’une

virilisation incomplete [20].

Des anomalies des chromosomes autosomes peuvent étre aussi a |’origine de troubles de la
spermatogéneése. C'est le cas de la trisomie 21, pour laquelle trés peu d’études ont été faites

mais il semblerait que la fertilité des hommes atteints soit diminuée.

b. Anomalies de structure des chromosomes [21]

Les anomalies de structure sont responsables de remaniements équilibrés. Les deux plus
fréquentes sont les translocations Robertsoniennes et les translocations réciproques mais
d’autres anomalies peuvent se rencontrer comme les inversions péri- ou paracentriques, des
insertions, délétions ou duplications, ainsi que des chromosomes en anneau ou des
isochromosomes. |l est important d’adresser les patients porteurs d’anomalies

chromosomiques a un généticien afin qu’ils puissent bénéficier d'un conseil génétique.

(1) Translocations Robertsoniennes

Les translocations Robertsoniennes correspondent a des fusions de deux chromosomes dits
acrocentriques. Ces chromosomes se caractérisent par un bras court trés réduit et un
centromere distal. Il en existe 5: les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22. Lors de la fusion

centrique, les bras courts de ces chromosomes porteurs de séquences satellites sont perdus.

Ces translocations sont trés fréquentes, de I'ordre de 0,9 pour 1000 naissances. Les plus
courantes intéressent les chromosomes 13, 14 et 21, notamment les translocations
rob(13;14)(q10;q10) et rob(14;21)(q10;q10). Elles sont responsables de la plupart des formes
familiales de trisomie 13 et 21 car au cours de la méiose, la ségrégation est le plus souvent

anormale, provoquant des trisomies ou monosomies chez la descendance (Figure 3).
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Figure 3 Gametes issus des différents types de ségrégation lors d’une translocation Robertsonienne rob(14;21)

La ségrégation alterne (a gauche) produit un gamete normal ou un gamete avec translocation équilibrée.
La ségrégation adjacente (a droite) forme lors de la méiose des gametes déséquilibrés qui conduiront a une
monosomie ou trisomie des chromosomes 14 et 21 chez I’enfant.

La paire de chromosomes 14 est en vert et celle des chromosomes 21 en rouge.

D’apres la présentation de M. Prieur

(2) Translocations réciproques

Les translocations réciproques correspondent a des échanges de segments entre deux
chromosomes a distance des régions centromériques. Elles peuvent toucher I'’ensemble des

chromosomes. Leur incidence est estimée a 1,2 pour 1000 naissances.

Ces translocations n’entrainent chez les hommes porteurs qu’une infertilité mais il existe un
risque de transmission a la descendance. Elles sont pour la plupart détectées au cours d’un

bilan d’infertilité sur le caryotype associé a une FISH.
Il existe 3 types de ségrégations.

- Laségrégation de type 2 :2 au cours de laquelle deux chromosomes sont transmis dans

chaque gameéte.
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- La ségrégation de type 3 :1 au cours de laquelle il y a une répartition anormale des
chromosomes : 3 se retrouvent dans une cellule et un dans une autre.
- Laségrégation de type 4 :0 au cours de laquelle les 4 chromosomes sont transmis dans

le méme gamete.

Le type de ségrégation le plus fréquent est le type 2:2 avec plusieurs possibilités de

séparation : alterne (Figure 4), adjacent de type 1 ou adjacent de type 2 (Figure 5).

Contrairement a la ségrégation alterne, les deux types de ségrégation adjacente sont
responsables de gameétes déséquilibrés. En effet, dans le type 1, un chromosome normal est
associé au chromosome remanié de I'autre paire créant une duplication de I'un des segments
transloqués et une monosomie de I'autre segment. Dans le type 2, un chromosome remanié
est transmis avec son propre homologue créant une duplication/délétion des segments

centriques des chromosomes remaniés.

gamete normal gamete équilibré

enfant normal enfant équilibré

Figure 4 Translocation réciproque avec ségrégation alterne

Formation de gamétes normaux (a gauche) ou équilibrés (a
droite) d’apres la présentation de M. Prieur
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Figure 5 Translocation réciproque avec ségrégation adjacente

La ségrégation de type 1 (en haut) et celle de type 2 (en bas) sont responsables de la
formation de gameétes déséquilibrés (monosomie ou trisomie partielle) d’apreés la
présentation de M. Prieur



2. Al'échelle génique

Les anomalies géniques sont également responsables d’infertilité masculine. Les plus
fréquentes sont les microdélétions du chromosome Y, les mutations du géne CFTR ainsi que
le geéne récemment découvert codant pour la protéine d’adhésion G couplée au récepteur G2

(ADGRG2).

a. AZF [10]

(1) Epidémiologie

Le chromosome Y comporte une grande région appelée MSY pour Male-Specific Region of Y,
représentant 95% de la longueur du chromosome. C’est la partie spécifique du chromosome
Y qui ne recombine en principe jamais avec le chromosome X au cours de la méiose. Cette
région a été découverte et séquencée en 2003 par I'équipe de Skaletsky. Elle est composée

de 156 unités de transcription incluant 78 genes codant pour 27 protéines.

Dans cette région [22] se trouvent des loci nommés AZF pour azoospermia factor. IlIs sont
situés sur le bras long du chromosome Y en région Yqll et ont un réle essentiel dans la
spermatogenese (Figure 6). Il en existe trois : AZFa, AZFb et AZFc, constitués de séquences
répétées, appelées amplicons, organisées en palindromes. Ces répétitions sont a I'origine de
fréquentes recombinaisons homologues au sein du chromosome Y. Ces loci contiennent 60

genes ayant pour particularité d’avoir une expression testiculaire spécifique.
La région AZFa comporte les génes USP9Y et DDX3Y (anciennement DBY) et s’étend sur

1100kb. Les deux régions AZFb et AZFc regroupent ensemble 24 génes. AZFb et AZFc mesurent
respectivement 6.2Mb et 3.5Mb.
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Les microdélétions du chromosome Y sont la seconde cause d’infertilité masculine. Elles sont
responsables d’azoospermie et d’oligozoospermie sévere. Elles touchent 1 homme sur 4000
dans la population générale. La prévalence [23] en cas d’azoospermie est estimée entre 10 et
15%, et en cas d’oligozoospermie sévére entre 5 et 7%. Ces chiffres varient d’un pays a I'autre

(Figure 7).

Figure 6 Structure du chromosome Y [22]

Le chromosome Y est composé de deux bras : le bras court (Yp) et le bras long (Yq) qui comportent de
I’hétérochromatine (en vert) a leur extrémité. Il comporte des régions communes avec le chromosome X
(X-transposed, en bleu), des régions anciennement communes (X-degenerate, en marron), les séquences
(ampliconic en blanc) organisées en palindromes (P1 a P8).

Les régions AZF sont représentées ainsi que les génes qu’elles comportent et les marqueurs qu’elles
contiennent.
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Figure 7 Fréquence des microdélétions du chromosome Y chez les hommes infertiles dans le monde [23]
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(2) Clinique

Les délétions des loci AZF sont responsables d’un défaut de la spermatogenése. Selon le locus
délété, la sévérité de l'atteinte varie. L'azoospermie d’allure non obstructive d’origine
périphérique est la complication la plus importante de ces délétions.

Une délétion compléte du locus AZFa, atteinte la moins fréquente, conduit a une azoospermie
avec un aspect de Sertoli Cell Only Syndrome (SCOS) sur une coupe histologique de tissu
testiculaire. Il y a absence compléte des cellules de la lignée germinale, ne sont présentes que
les cellules de Sertoli avec une morphologie altérée (Figure 8). Les tubes séminiféres sont de

diametre diminué et leur membrane basale épaissie [24].

Cellules de Sertoli Lumiére du
tube séminifere
Membrane basale du

tube séminifere

Figure 8 Coupe histologique d'un tube séminifére
avec absence de cellules de la lignée germinale

d’apreés le cours du Dr Ferlicot

Le diagnostic d’'une délétion compléte de AZFa contre-indique la réalisation d’une biopsie
testiculaire en vue d’une éventuelle ICSI car |la probabilité de retrouver des spermatozoides

est quasiment nulle [25].

28



Une délétion d’AZFb ou emportant AZFb et AZFc peut étre responsable soit d’'un SCOS, soit
d’un blocage de maturation aboutissant également a un tableau d’azoospermie.

Le blocage de la spermatogenése correspond a la présence de cellules de la lignée germinale
bloquées a un méme stade de développement, ne parvenant pas a maturation compléete. Il
s’agit d’'une anomalie rare. Au niveau histologique, les tubes séminiferes sont de taille
normale, les cellules germinales sont toutes arrétées au méme stade de maturation (Figure

9).

Spermatocytes

Figure 9 Coupe histologique d'un tube séminifere
avec arrét de maturation au stade de spermatocytes

d’apreés le cours du Dr Ferlicot

Comme celui d’'une délétion du locus AZFa, le diagnostic d’'une délétion d’AZFbc ne permet
pas de retenir I'indication d’une biopsie testiculaire a la recherche de spermatozoides, les

chances d’en retrouver étant pratiquement nulles.
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Les délétions d’AZFc sont quant a elles associées a des tableaux cliniques variables. La
spermatogenése est en général conservée a minima. On parle d’hypospermatogenése. Les
cellules germinales sont en quantité diminuée, cela affecte tous les stades de développement

mais n’empéche pas d’arriver au dernier stade de maturation, le spermatozoide (Figure 10).

Spermatocyte

Spermatozoide

Figure 10 Coupe histologique d'un tube
séminifére avec hypospermatogenéese

d’apreés le cours du Dr Ferlicot

On considére que les chances de trouver des spermatozoides en présence d’une atteinte du
locus AZFc sont approximativement de 50%, c’est la raison pour laquelle, il est possible
d’effectuer une biopsie testiculaire dans le cadre d’une prise en charge en assistance médicale
a la procréation. Lors du conseil génétique, il est important d’informer le couple qu’un feetus
masculin sera systématiquement porteur de cette microdélétion et d’expliquer qu’il existe un
risque pour les hommes apparentés (freres en particulier) d’étre atteints et donc infertiles. Le

dépistage des hommes de la famille est par conséquent fortement recommandé.
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(3) Analyse moléculaire

L'indication principale d’une recherche de microdélétions du chromosome Y est une
azoospermie au spermogramme ou une oligozoospermie sévere. Il a été montré que les
hommes infertiles ayant une concentration comprise entre 2 et 5 millions de

spermatozoides/mL présentaient trés rarement une délétion dans les loci AZF [26].

De maniere générale, en présence d’'une anomalie chromosomique au caryotype, d’un
hypogonadisme hypogonadotrope ou d’une azoospermie obstructive, la recherche de
microdélétions n’est pas indiquée. Cependant, en I’absence d’étiologie retrouvée a
I’azoospermie, il est recommandé de faire cette analyse moléculaire.

La recherche des délétions AZF s’effectue par PCR, réaction de polymérisation en chaine
(Polymerase Chain Reaction) amplifiant simultanément les régions sélectionnées du
chromosome Y grace a des amorces spécifiques. Le gene SRY est également recherché,

témoignant ou non de I’atteinte du bras court du chromosome Y.

Pour contréler la technique, un ADN féminin est amplifié, servant de témoin négatif et un ADN
d’un patient présentant une délétion est utilisé pour servir de contréle positif. Pour repérer

toute contamination, un blanc réactionnel ne contenant que de I’eau est amplifié en paralléle.

Deux marqueurs sont utilisés en premiére intention par région AZF afin de les délimiter.
Pour AZFa, il s’agit de sY84 et sY86.

Pour AZFb, il s’agit de sY127 et sY134.

Pour AZFc, il s’agit de sY254 et sY255.

Lorsque les deux marqueurs sY84 et sY86 sont absents, la probabilité d’étre en présence d’une
délétion complete d’AZFa est tres forte méme si de treés rares cas de délétions partielles ont
été décrits. C’'est la raison pour lagquelle, une analyse de marqueurs de deuxieme intention
doit étre réalisée. A savoir, sY82 et sY83 ou sY1064 pour la limite proximale et sY1065 ou

sY1182 et sY88 pour la limite distale.
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Si un seul des deux marqueurs de premiére intention est absent, il est possible de rechercher
la présence des deux genes du locus AZFa, c’est-a-dire USP9Y et DDX3Y, les deux genes se

situant en aval de sY84 et sY86.

Du palindrome P5 a la partie proximale de P1, c’est-a-dire pour tester le locus AZFb, deux
marqueurs sont utilisés : sY127 et sY134. Si les deux sont absents, il y a de fortes chances
d’étre en présence d’une délétion compléte. Il est donc nécessaire de compléter le bilan avec
d’autres marqueurs : sY105 et sY121 ou sY224 pour la limite proximale et sY143 ou sY1192 et

sY153 pour la partie distale.

Pour étudier AZFc, sY254 et sY255 sont utiles car spécifiques du gene DAZ. L'absence des deux
marqueurs témoigne d’une atteinte compléte de la région. Il est également intéressant de

tester le marqueur sY160 localisé dans I’hétérochromatine, témoin d’une délétion terminale.

Une délétion partielle particuliere au sein du locus AZFc présente un intérét clinique. Les effets
de la délétion gr/gr, emportant la moitié des génes du locus, sont dépendants des origines
géographiques et ethniques des patients. Les populations asiatiques seraient en effet plus
sensibles aux effets de cette délétion que les Caucasiens [27]. Elle est recherchée en étudiant

les marqueurs sY1291 et sY1191.

Du palindrome P5 a la partie distale de P1 ou de P4 a la partie distale de P1, I'absence des
quatre marqueurs (sY127, sY134, sY254 et sY255) est synonyme de délétion compléte
d’AZFbc. Pour préciser les limites exactes, la recherche de sY116 est indiquée. En effet, il est
présent lorsque la délétion s’étend de P4 a P1 distal, et absent s’il s’agit d’une délétion de P5
a P1 distal. L'intérét de cette distinction est pronostique car I’atteinte P5/P1 distal est plus
délétere et les probabilités de retrouver des spermatozoides lors d’une biopsie testiculaire
d’autant plus faibles. Le marqueur de I’'hétérochromatine sY160 est aussi recherché pour
déterminer la taille de la délétion. En I'absence de ce dernier, un caryotype est recommandé
car les délétions terminales sont plus souvent associées a une mosaique de type 46,XY/45,X
or la présence d’une lignée cellulaire 45,X est de mauvais pronostic pour la présence de

spermatozoides au niveau testiculaire.
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Ces analyses sont donc réalisées grace a une amplification par PCR multiplex permettant la
détection des six marqueurs de premiere intention. Les produits obtenus sont ensuite
séquencés par la méthode de Sanger puis les séquences sont interprétées a I'aide du logiciel
GeneMapper®. Chaque patient est comparé aux témoins afin de pouvoir interpréter les
résultats. Un marqueur présent est représenté par un pic de fluorescence en fonction de la

taille du fragment amplifié (Figure 11).

Témoin
Homme -
L L | |l
~ ..J o P R “k... oelamnbbed | — () J Vil Ja Ll L y A
Patient
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sY255 sY127-134-86-84 sY254-sY1191 SRY ZFY sY1291
TH 180101
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e A FAIRE 2 eme INTENTION $Y105-Y121-Y143-Y153-Y116-160
ZFY 491.52 491.32
SY1291 530.57

Figure 11 Mise en évidence d’une microdélétion AZFbc chez un patient grdce au logiciel GeneMapper®

Absence de pic correspondant aux marqueurs sY127, sY134, sY254, sY255
Nécessité d’une analyse des marqueurs de seconde intention pour borner précisément la délétion.

Les microdélétions du chromosome Y, retrouvées dans I’azoospermie non obstructive,
n’expliquent pas les étiologies obstructives. D’autres anomalies géniques sont responsables

d’infertilité masculine, en particulier I’atteinte du gene CFTR.
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b. CFTR

(1) Epidémiologie

Le locus du gene CFTR a été décrit pour la premiére fois en 1985 et sa séquence nucléotidique
identifiée en 1989 [28]. Il est situé sur le locus 7931.2 (bras long du chromosome 7). |l s’agit
d’un géne de petite taille de 190 kilobases (kb) comportant 27 exons. L’ARN messager mesure
6,5 kb et code pour la protéine CFTR.

Cette protéine transmembranaire, appartenant a la famille des transporteurs ABC (ATP
Binding Cassette), est constituée de 1480 acides aminés. C’est un canal ionique localisé au
pole apical des cellules épithéliales de différents tissus notamment des voies respiratoires, du

pancréas et du tractus génital. Elle comporte cinqg domaines fonctionnels (Figure 12) :

- Deux domaines hydrophobes transmembranaires « Membrane-Spanning Domains »
(MSD1 et 2) formant le canal et comportant chacun six segments transmembranaires
en hélice alpha

- Deux domaines hydrophiles d’interaction avec les nucléotides et de liaison a I'ATP
« Nucleotide-Binding Domain » (NBD1 et 2)

- Undomaine régulateur (R Domain ou Regulatory Domain) contenant plusieurs sérines
phosphorylables par les protéines kinase A et C [29] et de nombreux résidus chargés.

Ce domaine relie les deux motifs (hydrophile + hydrophobe).

COOH

Figure 12 Schéma de la protéine CFTR composée de deux domaines transmembranaires MSD, deux
domaines NBD et un domaine régulateur R [30]
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La mucoviscidose est la maladie monogénique traduisant I'atteinte la plus sévére du géne
CFTR. Elle se transmet sur le mode autosomique récessif. Il faut donc la présence de deux
mutations pour que la pathologie s’exprime. C'est la maladie génétique grave de I'enfant Ia
plus fréquente dans la population caucasienne. On estime en France, qu’un individu sur 30 est
porteur sain, ¢’est-a-dire ne présentant qu’une mutation et donc asymptomatique. D’aprés le
registre francais de la mucoviscidose, en 2016, 7000 personnes étaient atteintes de la
mucoviscidose dans la population frangaise dont 200 nouveaux diagnostics posés chaque
année.

Par sa fréquence et sa gravité, la mucoviscidose est intégrée depuis 2002 dans le dépistage
néonatal réalisé chez tous les nouveau-nés a trois jours de vie. Il consiste a doser la trypsine
immuno-réactive a partir de sang de talon déposé sur papier buvard. Sila valeur est supérieure
a 60 pg/L, une recherche des 29 mutations les plus fréquentes du géne CFTR en France est
indiquée. Il s’agit d’un test de dépistage par biologie moléculaire. Si le nourrisson est
homozygote ou hétérozygote composite, le diagnostic est posé. Une consultation d’annonce
aura lieu afin d’expliquer la pathologie aux parents puis des examens complémentaires seront
prescrits pour évaluer le retentissement de la maladie. Le suivi sera organisé par le Centre de
Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose (CRCM) pédiatrique avec examens
cliniques, biologiques et radiologiques. Si une seule mutation est identifiée, le nourrisson sera
également adressé a un CRCM pour effectuer un test de la sueur. En cas de valeur augmentée
(supérieure a 60 mmol/L), la recherche d’'une seconde mutation sera réalisée par un

laboratoire référent.
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(2) Clinique [31]

La mucoviscidose présente différents degrés de sévérité selon le type de mutations
identifiées. En I'absence de protéine CFTR fonctionnelle, les sécrétions sont anormalement

visqueuses, conduisant a I'accumulation des fluides dans différents épithélia de I'organisme.

Dans sa forme la plus sévere, la maladie s’exprime trés t6t dans I’enfance. Des signes
anténatals peuvent méme orienter le diagnostic. En effet, en échographie, il peut exister une
hyperéchogénicité intestinale, des calcifications ainsi que des images évoquant une atrésie de
I'intestin gréle. Sile diagnostic est retenu, devant le caractére grave et incurable de la maladie,

les parents peuvent faire une demande d’interruption médicale de grossesse.

Le diagnostic est clinique et intégre en examen de premiere intention le test de la sueur. La
pathologie étant liée a un défaut de la protéine CFTR qui est un canal chlore, le test consiste
a doser les ions chlorures recueillis dans la sueur. Une valeur supérieure a la normale

(60mmol/L) associée a un faisceau d’arguments cliniques conduit au diagnostic positif.

Dans I’enfance, la maladie se manifeste le plus souvent par une cassure de la courbe staturo-
pondérale ainsi que des difficultés respiratoires comme une toux chronique, des bronchites a
répétition. Le principal risque est la surinfection bactérienne ainsi que la colonisation des voies
respiratoires par la bactérie Pseudomonas aeruginosa ou le champignon filamenteux
Aspergillus fumigatus contribuant a la dégradation de la fonction respiratoire (diminution du
volume expiratoire maximal au cours de la premiéere seconde (VEMS)). Des troubles digestifs
sont également fréquemment observés tels qu’un iléus, une invagination intestinale, des
diarrhées chroniques ou une stéatorrhée.

Plus tard, d’autres atteintes peuvent s’installer, notamment une insuffisance pancréatique
ainsi qu’un diabéte insulino-dépendant par fibrose du pancréas. Les hommes atteints sont

infertiles dans 98% des cas secondairement a la régression des canaux déférents.
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A coté de I'atteinte la plus sévere, il existe des atteintes monosymptomatiques liées a des
génotypes particuliers, responsables d’un phénotype moins sévere. On retrouve dans ces
génotypes certaines mutations du géne CFTR dites CFTR-RD (related disorder) qui n’entrainent

jamais de mucoviscidose.

Ces atteintes monosymptomatiques peuvent correspondre, dans les deux sexes, a une
dilatation des bronches ou a une pancréatite, chez les hommes a une agénésie bilatérale des

canaux déférents. Elles ne peuvent se révéler qu’a I'adolescence ou a I’age adulte.

Les hommes consultant pour une infertilité isolée ignorent la plupart du temps la présence de
ces mutations ainsi que leurs répercussions sur le spermogramme. Bientot, les jeunes
hommes dépistés depuis 2002, connaissant leur statut hétérozygote pour une mutation

séveére dite CF (Cystic Fibrosis), pourront étre amenés a consulter pour infertilité.

Le tableau typique comprend une absence bilatérale des canaux déférents a la palpation lors
de I'examen andrologique mais il est possible de palper des cordons fibreux ou un canal non
perméable. Une atteinte du géne CFTR peut aussi conduire a une absence unilatérale d’un
canal déférent [32]. Le volume testiculaire est conservé. Les échographies scrotale et
endorectale attestent de I'absence des déférents ainsi que des vésicules séminales. En effet,
lors du développement embryonnaire, le canal mésonéphrotique (ou canal de Wolff) dérivé
de la partie distale du mésonéphros, sous I'influence de la testostérone est a I’origine du canal
déférent, des vésicules séminales, du canal éjaculateur et du corps et de la queue de
I’épididyme [33]. La téte provient quant a elle des tubules mésonéphrotiques [34]. C'est la
raison pour laquelle le corps de I'épididyme est atrophié ou absent mais la téte est présente.
Au niveau biologique [35], le spermogramme retrouve une azoospermie d’allure obstructive
avec un pH acide inférieur a 7,2 résultant de I’'absence des vésicules séminales car les
sécrétions provenant de ces dernieres ont un pH alcalin. L’hypospermie, c’est-a-dire, un
volume d’éjaculat inférieur a 1,5mL, est en général trés marquée, le volume étant rarement
supérieur a ImL. Ceci traduit également I'absence des vésicules séminales. En effet, le plasma
séminal est constitué a pres de 70% de sécrétions de ces dernieres. Sur I'analyse biochimique
effectuée sur le liquide séminal, la cause de I'effondrement du fructose est la méme que pour

I"acidité et I'hypospermie. L'a-glucosidase neutre sécrétée par I'épididyme est quant a elle
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effondrée en raison de l'absence des canaux déférents qui crée une rupture de
communication avec les canaux éjaculateurs et donc I'absence de I'’enzyme dans I’éjaculat. La

valeur du zing, reflet des sécrétions de la prostate, est normale.

L'assistance médicale a la procréation est donc un élément primordial de la prise en charge
des hommes atteints de mucoviscidose car 98% d’entre eux présentent une infertilité par
azoospermie obstructive liée a une agénésie bilatérale des canaux déférents. De plus, grace
aux avancées médicales, I'espérance de vie de ces patients a considérablement augmenté,
c’est la raison pour laquelle ils sont de plus en plus nombreux a consulter parmi les couples

en désir d’enfant.

Les avancées dans le traitement de la mucoviscidose sont essentiellement dues actuellement
aux thérapies ciblant les formes mutées de la protéine CFTR. Les nouvelles molécules utilisées
ou modulateurs, développées par Vertex Pharmaceuticals, sont de deux types: les
potentiateurs (lvacaftor) permettant une ouverture du canal chlore et les correcteurs
(Lumacaftor, Tezacaftor) améliorant la maturation et le transport de la protéine. Les
associations lvacaftor-Lumacaftor (Orkambi®) ou Ivacaftor-Tezacaftor (Symkevi® en France et
Symdeko® aux Etats-Unis) sont efficaces pour les patients homozygotes F508del. Il n’y a pas
de différence d’efficacité mais seulement une meilleure tolérance de la deuxieme association
qui peut étre utilisée en présence d’une mutation c.1521_1523delCTT (F508del) et d’une
mutation dite « fonction résiduelle ». Des correcteurs de seconde génération sont
actuellement testés en essai clinique de phase Il pour étre intégrés a une trithérapie
comportant I’association Ivacaftor-Tezacaftor. Cette trithérapie permettrait un élargissement

de I’accessibilité aux traitements et pourrait étre initiée pour 90% des patients.
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(3) Analyse moléculaire

Pour réaliser une analyse moléculaire du gene CFTR dans le cadre d’une infertilité masculine,
les criteres clinico-biologiques cités ci-dessus sont requis. En effet, le gene est incriminé dans

80% des cas des lors qu’un patient possede I'ensemble du tableau typique d’ABCD.

On dénombre plus de 2000 mutations connues du géne CFTR. Elles sont répertoriées dans la
Cystic Fibrosis Mutation Database (www.genet.sickkids.on.ca). La classification [36]
actuellement admise les répartit en six classes selon le niveau de |'atteinte de la protéine
(Figure 13 [37]). Un patient atteint de mucoviscidose est soit homozygote pour une mutation
CF, soit hétérozygote composite pour deux mutations séveres. Dans le cas d’'une agénésie
bilatérale des canaux déférents, I’association d’une mutation sévere avec un variant CFTR-RD

ou de deux variations CFTR-RD est généralement retrouvée.

La classe | comprend des mutations non-sens, d’épissage et des mutations entrainant des
décalages du cadre de lecture. Elles conduisent a un défaut de transcription de I’Acide
Désoxyribonucléique (ADN) en Acide Ribonucléique (ARN) messager qui peut soit étre absent
soit étre responsable d’une protéine tronquée qui sera dégradée [38]. Il s’agit de mutations

responsables d’un phénotype sévere.

La classe Il regroupe des mutations faux-sens et des délétions. La plus connue et la plus
fréquente dans la population caucasienne est la mutation ¢.1521_1523delCTT ou Phe508del,
avec une fréquence de 70%. La délétion de I'acide aminé Phénylalanine conduit a une
mauvaise conformation de la protéine et donc a une dégradation par le réticulum
endoplasmique, cela aboutit a un nombre trés réduit de protéines fonctionnelles au péle

apical des cellules.

La classe lll est composée de mutations faux-sens provoquant un défaut d’activation de
I'ouverture du canal chlore par inhibition de la liaison et de I’hydrolyse de I’ATP ou
phosphorylation du domaine R. La mutation la plus connue de cette classe est la mutation

€.1652G>A ou Gly551Asp.
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Les mutations de la classe IV sont également des mutations faux-sens atteignant la

conductance avec une diminution du flux ionique. La sévérité du tableau est variable.

Des mutations d’épissage ou du promoteur constituent la classe V. Elles sont responsables
d’une diminution du nombre de transcrits, par conséquent d’une baisse de la synthése de
protéines CFTR fonctionnelles et donc d’un nombre réduit de protéines a la membrane apicale

des cellules.

La classe VI, constituée de mutations faux-sens, conduit a une diminution de la stabilité de la
protéine et donc a un turnover accéléré des protéines a la surface cellulaire et par conséquent

a une quantité diminuée ou a une altération de la régulation des autres canaux ioniques.

Les trois premieres classes aboutissent a un phénotype sévere de la maladie, les autres sont

de sévérité variable.

En France, le réseau CFTR-France alimente la base de données CFTR-France qui répertorie les
variants pathogénes du gene CFTR en précisant le phénotype. Il s’agit d’'une collaboration de
9 laboratoires francgais, dont le CHU de Bordeaux, avec un haut niveau d’expertise dans

I’analyse du géne.

Afin de classer les variants, des classifications sont proposées par des sociétés savantes
notamment anglaise (Association for Clinical Genomic Science) et américaine (American
College of Medical Genetics and Genomics). Elles établissent un degré de pathogénicité en
fonction de différents parametres tels que la fréquence du variant, les prédictions des logiciels
ou bien encore les tests fonctionnels. Classiquement, les classifications comportent 5
groupes de variants: pathogéne, probablement pathogéne, de signification incertaine,

probablement bénin et bénin [39,40].
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Figure 13 Classification des mutations du géene CFTR allant de | a VI [37]

ER : Endoplasmic Reticulum (Réticulum endoplasmique), WT : Wild Type (Type sauvage)

PS : Pancreatic sufficient (Suffisant pancréatique), Pl : Pancreatic insufficient (Insuffisant pancréatique)
Classe | Absence de synthése de protéine, Classe Il Mauvaise conformation de la protéine, Classe Ill Défaut
d’ouverture du canal chlore, Classe IV Diminution de la conductance, Classe V Diminution du nombre de
protéines CFTR, Classe VI Diminution de la stabilité de la protéine
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Malgré les classifications existantes, certaines mutations peuvent étre admises dans
différentes classes car interviennent a plusieurs étapes du processus. Ceci a conduit a une
classification remodelée [41] prenant en compte I’ensemble des atteintes provoquées par une
mutation et ainsi représente les combinaisons possibles des mutations les plus fréquentes

(Figure 14).

ﬁﬁ SSf:m
=g

e

e

Figure 14 Classification modifiée des mutations du géne CFTR représentant les classes dans lesquelles les
mutations peuvent étre rangées selon leur mécanisme physiopathologique [41]
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En plus des mutations précédemment décrites, une variation particuliere, de pénétrance
incompléte, est a rechercher. Il s’agit de I'alléle 5T qui est une séquence polymorphe Tn située
dans l'intron 9, proche de I'exon 10 pouvant étre constituée de 5, 7 ou 9 thymidines. Le
nombre de résidus affecte la qualité de I’épissage par modification du site accepteur. Cet allele
est associé a un épissage anormal, ne conservant I’exon 10 que dans 10% des transcrits
exprimés. La plupart des protéines produites sont donc non fonctionnelles. L'alléle 5T est
considéré comme une forme CFTR-RD et est fréquemment observé dans les ABCD. Associé a
un nombre élevé de motifs TG, influencant aussi la qualité de I'épissage par modification de
la position du site de branchement, le variant ¢.1210-34_1210-6TG[12]T[5] peut étre

responsable de pathologies liées au gene CFTR [42]. De plus, I'épissage alternatif de I’ARN
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messager est différent d’un tissu a I'autre [43]. Il a été montré que |'épissage de '’ARNm était
moins efficace au niveau des canaux déférents que dans les autres épithélia [44]. Ces
différences de régulation de I'expression du gene pourraient expliquer la répercussion plus
importante de l'allele 5T sur les canaux déférents et I'absence de signes respiratoires et
digestifs. De plus, une anomalie de la protéine CFTR a des conséquences fonctionnelles plus
importantes au niveau du tissu génital qu’ailleurs. La variation de l'alléle 5T est en effet
responsable d’ABCD alors qu’elle n’est pas impliquée dans la mucoviscidose mais peut étre

identifiée dans les autres atteintes monosymptomatiques.

Selon les recommandations européennes du guide des bonnes pratiques [45], pour un patient
sans antécédent familial de consanguinité, ni de mutation familiale connue du géne de la
mucoviscidose, le bilan de premiére intention consiste a réaliser une recherche ciblée et
groupée des 35 mutations les plus fréquentes dans la population européenne grace a des
trousses commerciales, comme INNO-LiPA CFTR composée de deux kits : INNO-LiPA « CFTR-
17 »et « CFTR-19 » (cf partie 11.B.3.b.(6)). lIs recherchent chacun des mutations différentes

ainsi que le nombre de thymidines dans la séquence intronique.

Les mutations recherchées sont les suivantes :

a) la mutation majoritaire (67%) : p.Phe508del (F508del)

b) 3 mutations fréquentes (>1%) : p.Gly542X (G542X), p.Asn1303Lys (N1303K), c.1585-1G>A (1717-1G>A)
c) 10 mutations moins fréquentes (1%-0,4%) : ¢.579+1G>T (711+1G>T), p.Gly551Asp (G551D), p.Trp1282X
(W1282X), p.Arg553X (R553X), p.lle507del (1507del), c.2657+5G>A (2789+5G>A), c.948del (1078delT),
€.2051_2052delinsG (2183AA>G), p.Arg1162X (R1162X), c.3718-2477C>T (3849+10kbC>T)

d) 12 mutations plus rares (0,4%-0,1%) : c.3140-26A>G (3272-26A>G), c.3773dup (3905insT), p.Ser1251Asn
(S1251N), c.3528del (3659delC), p.Arg347Pro (R347P), p.Arg334Trp (R334W), c.489+1G>T (621+1G>T),
p.Gly85Glu (G85E), c.262_263del (394delTT), p.Arg117His (R117H), p.Glu60X (E60X), p.Ala455Glu (A455E)
e) 9 mutations beaucoup plus rares (<0,1%) : p.GIn552X (Q552X), p.Arg560Thr (R560T), c.1766+1G>A
(1898+1G>A), ¢.2988+1G>A (3120+1G>A), ¢.3067_3072del (3199del6), c.2052del (2184delA), c.2012del
(2143delT), c.579+1G>T (711+5G>A), c.54-5940 273+10250del (CFTRdele2,3)

L'origine géographique des patients est également prise en compte grace a I’établissement
d’un arbre généalogique faisant apparaitre les parents et grands-parents ainsi que leur région
ou pays d’origine. En effet, quelques mutations ont une fréquence particulierement élevée
dans certains groupes ethniques. C'est notamment le cas en France de deux mutations
retrouvées dans la population réunionnaise (c.2989-449 3468+644del et c.366T>A), d’une
mutation en Bretagne (c.2537G>A) ou celle du Sud-Ouest (c.1680-886A>G). D’autres
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mutations sont aussi a rechercher en fonction des autres pays d’origine. Pour cela, d’autres
kits peuvent étre utilisés. A titre d’exemple, le kit INNO-LiPA « CFTR délétions + 6 » recherche
huit délétions et six mutations ponctuelles dont certaines sont fréquentes en Turquie ou en
Afrique du Nord. D’autres mutations peuvent étre recherchées par séquencage Sanger en
analysant les exons concernés.

L'interprétation des bandelettes du kit INNO-LiPA (Figure 15) s’effectue en vérifiant en
premier lieu le bon fonctionnement de la technique. Pour cela, il suffit de constater la
présence de la bande controle synonyme de réussite. Les différentes mutations figurent sur

la partie supérieure de la bandelette et les alleles non mutés sur la partie inférieure.

Lorsque toutes les bandes de la partie inférieure sont présentes et qu’il n’y en a aucune au-

dessus, cela signifie 'absence des mutations recherchées. L’analyse est négative.

Lorsqu’il existe une ou deux mutations, les bandes correspondantes sont présentes dans la
partie supérieure. Si les bandes des alléles sauvages sont aussi présentes alors le patient est
hétérozygote pour cette ou ces mutations. En revanche, s’il n'y a pas de bande de I'alléle

sauvage, le patient est homozygote pour la mutation.

INNO-LiPA CFTR19
Data reporting sheet B

MGSSID -5

M.31950e6 - 17
M.3120+1G—A - 18

Figure 15 Exemple de bandelettes positives du kit INNO-LiPA

Présence d’une bande a hauteur de la mutation ou de I'alléle sauvage détecté
Profil hétérozygote pour la mutation F508del (orange) pour les patients 3 et 4
Profil hétérozygote composite F508del (orange) et G542X (vert) pour le patient 5
Profil hétérozygote composite F508del (orange) et G551D (jaune) pour le patient 6
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Les 35 mutations recherchées en premiéere intention représentent plus de 83% de I'ensemble

des mutations dites CF (Cystic Fibrosis) en France, c’est-a-dire responsables de mucoviscidose.

En I'absence de mutation, si la suspicion est forte ou les origines multiples, il peut étre décidé
de réaliser un séquencage de nouvelle génération (NGS). Le NGS, en analysant les séquences
codantes et les jonctions exon-intron sous forme d’amplicons, permet de détecter 97% des
mutations du géne CFTR. Pour pouvoir interpréter la séquence, la profondeur doit étre au
moins égale a 30X (Cf page 64). Le NGS est toujours couplé au séquencage du promoteur. Au
CHU de Bordeausx, il a été décidé d’utiliser un design de 102 amplicons de 200 paires de bases

chacun pour couvrir la partie codante du gene.

En dernier recours, une analyse chromosomique sur puce a ADN (CGH array) peut étre
réalisée. Elle permet de mettre en évidence des grands réarrangements. En association avec
le NGS, la couverture est de I'ordre de 98%.

Alafin des analyses, si aucune mutation n’est retrouvée, un risque résiduel est calculé a partir
du théoréme de Bayes qui tient compte du taux de couverture de mutations CF de la
technique utilisée ainsi que de la fréquence d’hétérozygotie dans la population d’origine des

patients.
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(4) Exploration fonctionnelle de variants : étude des ARN
messagers

Lorsque de nouveaux variants sont découverts, il est difficile de connaitre leur degré de
pathogénicité. Outre les outils bio-informatiques de prédiction, il est possible de réaliser une
exploration fonctionnelle en étudiant les ARN messagers issus de cette variation afin d’en
déterminer sa signification. Dans le cadre de |'étude de certains variants exoniques
potentiellement pathogénes par effet d’épissage de I’ARN CFTR, un travail a été effectué en
collaboration avec plusieurs équipes de génétique moléculaire de différents groupes
hospitaliers, dans le cadre d’un projet financé par I'association Vaincre La Mucoviscidose. Il a
consisté a évaluer I'impact fonctionnel de ces variants sur I’expression du géne au niveau de
I’ARN et de la protéine. L'épissage a été tout d’abord analysé par construction de minigénes.
Un minigéne correspond a la partie minimale d'un géne nécessaire a I'expression du géne. |l
comprend dans cette application, un intron contenant les régions consensus d’épissage a la
jonction de deux séquences exoniques provenant d’un gene autre que CFTR, I'exon du géne
CFTR portant la variation d’intérét et les séquences introniques CFTR qui le bordent
introduites au sein de cet intron par clonage. Cette stratégie de biologie de synthése permet
de mettre en évidence les conséquences de la variation sur la reconnaissance des sites
d’épissage par la machinerie cellulaire aprés transfection du minigene dans une lignée
cellulaire. La 2™ approche a été la quantification du taux de transcrits par RT-PCR
guantitative aprés transfection de plasmides contenant les versions sauvages et mutées de
CFTR dans une lignée cellulaire n’exprimant pas CFTR. La fonction protéique a été étudiée par
Western Blot et immunofluorescence et I'activité du canal a été mesurée par patch-clamp.
Ces analyses permettent d’établir la pathogénicité d’un variant et de confirmer ou d’infirmer

les prédictions des logiciels mais ne sont pas encore utilisées en routine a Bordeaux.
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¢. ADGRGZ2

(1) Epidémiologie

Dans 80% des cas, des mutations du gene CFTR sont responsables de I'azoospermie liée a

I’agénésie bilatérale des canaux déférents. Vingt pour cent restent d’origine inconnue.

L’équipe lilloise de génétique moléculaire en collaboration avec le CHU de Toulouse s’est
intéressée a des genes candidats potentiellement impliqués dans le phénotype d’ABCD. C’est
la raison pour laquelle, ils ont réalisé une étude [46] reprenant les données des patients
présentant une azoospermie dont I'indication initiale était une agénésie bilatérale des canaux
déférents. Ils ont éliminé les patients porteurs de mutations CFTR ainsi que tous ceux ne
répondant pas aux criteres cliniques et biologiques d’ABCD. Apreés avoir séquencé en whole

exome, un géne a retenu I’attention.

Il s’agit du gene ADGRG2, situé sur le bras court du chromosome X, au locus Xp22.13, composé
de 32 exons, codant pour la protéine ADGRG2, protéine d’adhésion G couplée au récepteur
G2. Cette protéine est composée de sept domaines transmembranaires ainsi que d’un
domaine intracellulaire et un extracellulaire. Il existe des complexes de protéines ADGRG2-
CFTR au niveau des cellules non ciliées de I’épithélium testiculaire, qui permettent de stimuler

I"activité du canal chlore par I'intermédiaire des protéines G et de maintenir un pH stable.

Il a été montré que ce géne est exprimé spécifiquement dans les canaux efférents, lieu ou la
plus grande partie du liquide testiculaire transportant les spermatozoides immatures est
réabsorbée. L'implication du géne dans le processus de réabsorption a été fortement
suggérée chez la souris [47]. En effet, les souris mutées ont accumulé du liquide dans les
testicules avec stase des spermatozoides dans les canaux efférents conduisant a un phénotype

d’azoospermie obstructive.
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(2) Clinique

Les patients porteurs d’'une mutation du géne ADGRG2 ont le méme tableau phénotypique
gue ceux présentant des atteintes du gene CFTR [46]. Il s’agit donc d’une azoospermie d’allure
obstructive avec un pH acide, une hypospermie au spermogramme. La biochimie séminale
retrouve une valeur de fructose effondrée tout comme celle de I'a-glucosidase. Sur le plan
clinique, une absence bilatérale des canaux déférents est constatée a la palpation et sur

I’échographie scrotale.

Aucune anomalie extra génitale n’a été décrite. Cela s’explique par le fait que le géne est
exprimé spécifiguement au niveau testiculaire. Il a été montré par les équipes lilloise et
toulousaine que certaines sections des canaux efférents sont élargies et contiennent des
spermatozoides dans leur lumiére. Sur des coupes histologiques de tissu testiculaire, un
marquage immunohistochimique avec utilisation d’anticorps dirigés contre la partie N-
Terminale et la partie C-Terminale de la protéine ADGRG2 a permis de mettre en évidence
une protéine tronquée chez des patients présentant une agénésie bilatérale des canaux
déférents suggérant I'implication de la protéine dans ce phénotype. Le marquage a également
révélé I'impact négatif de la protéine tronquée au niveau de I’expression et de la localisation
de la protéine CFTR sur I'épididyme renforcant I’hypothése d’un lien étroit entre les deux

protéines.
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(3) Analyse moléculaire

Depuis la mise en évidence du géne ADGRG2 en 2016, le CHU de Lille en collaboration avec
I’équipe toulousaine a retrouvé 9 mutations tronquantes (Figure 16) chez des patients ayant
le phénotype d’ABCD et non porteurs ou porteurs d’une seule mutation du géne CFTR apres
analyse en NGS. Les patients testés présentaient un tableau similaire, a savoir une clinique et
une biologie d’absence bilatérale des canaux déférents. Une échographie rénale permettait

d’exclure les patients avec agénésie rénale.

La recherche de mutations du gene ADGRG2 est effectuée en analyse moléculaire par

séquencage ciblé de nouvelle génération par technologie [llumina®.

Les variants hétérozygotes identifiés sont tous responsables d’une protéine tronquée. lls sont
de différents types : délétion, duplication, mutation non-sens. En 2019, une équipe chinoise
[48] a aussi travaillé sur ADGRG2 et a mis en évidence un nouveau variant pathogeéne, a I'état
hémizygote. Il s’agit du variant non-sens C.2452A>T, situé dans I'exon 26 responsable de

I"apparition prématurée d’un codon-stop.
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Mutations ADGRG2

p.Ser84*
(c.251C>G)

p.Pro338Hisfs*4
(c.1013delC )

p.Gly487Alafs*9
(c.1460delG)

p.Glu516*
(c.1545dupT)

O b b ’ c.1731_1839+373del
f\ b (p.Asn578Thrfs*12)
1 1 1 \JT | [ |

STP region

extracellular

p.Phe700llefs*29
(c.2096dupT)

p.Leu668Argfs*21
(c.2002_2006delinsAGA)
COOH

p.Arg825*
intracellular (c.2473C>T)

p.Cys949Alafs*81

Atelier sur le Diagnostic Moléculaire de la Mucoviscidose — 15/09/2018 (c.2845delT)

Figure 16 Localisation des 9 mutations décrites par les CHU de Lille et Toulouse au sein de la protéine ADGRG2

d’apreés le Dr Pagin du CHRU de Lille
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3. Techniques

a. Contexte

Les nouvelles techniques telles que le séquencage de nouvelle génération, le whole exome
(étude de I'ensemble des séquences codantes) et plus récemment le whole genome (étude
de I'ensemble du génome), ont révolutionné le diagnostic moléculaire en génétique médicale.
Il est possible d’identifier de nouveaux génes candidats responsables d’azoospermie.
Cependant, il ne s’agit essentiellement que de projets de recherches. En diagnostic, divers
outils permettent la recherche orientée d’anomalies génétiques en fonction des

renseignements cliniques.

b. Outils diagnostiques

(1) caryotype

L'examen génétique de premiére intention a réaliser lors d'une concentration de
spermatozoides inférieure a 10 millions par millilitre est le caryotype [49]. Il est recommandé
par certains de ne le réaliser qu’a une concentration inférieure a 5 millions de spermatozoides
par millilitre [50]. Il s’effectue a partir de leucocytes provenant d’un prélevement veineux sur
tube hépariné. Une culture de 48 a 72 heures avec de la lectine a fort pouvoir mitogéne
permet une stimulation de la croissance des lymphocytes T. Les cellules sont ensuite bloquées
en métaphase pour observer les chromosomes. Pour ce faire, la colchicine est ajoutée, elle
permet d’inhiber la formation du fuseau mitotique. Les cellules subissent par la suite un choc
osmotique permettant de fragiliser les membranes nucléaires et cytoplasmiques et de libérer
le matériel chromosomique qui sera fixé, étalé sur une lame en verre puis marqué par
différentes techniques. Une coloration au Giemsa permet de classer les chromosomes selon
leur taille et leur indice centromérique (rapport de la longueur du bras court (p) surla longueur

totale du bras court et du bras long du chromosome (p+q)). Deux marquages sont
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particulierement utilisés : les bandes R (RHG) obtenues par dénaturation thermique et les
bandes G (GTG) obtenues par dénaturation enzymatique ont un contenu spécifique en ADN.
La répartition des bandes claires et sombres est spécifique de chaque paire de chromosomes
[51]. Les bandes sombres par technique de bandes R sont riches en guanine et en cytosine. A
I'inverse, ce sont les régions riches en adénine et en thymine qui sont fortement colorées en
bandes G [52].

Les chromosomes sont ainsi analysés et classés.

La résolution d’un caryotype constitutionnel standard est de 5 a 10 mégabases. Afin de valider
le caryotype, quinze cellules doivent étre analysées ainsi que trois caryotypes établis au
minimum. Une résolution minimale de 400 bandes est requise, en cas contraire, le rapport
doit le mentionner [53]. Le caryotype permet de détecter des anomalies de nombre ou de

structure des chromosomes.

(2) Analyse chromosomique sur puce 3 ADN (ACPA ou CGH

array)

L'analyse chromosomique sur puce a ADN, appelée ACPA ou CGH array est utilisée en
cytogénétique moléculaire afin de rechercher des remaniements chromosomiques
déséquilibrés. Le principe repose sur I’hybridation comparative de deux ADN sur une puce
contenant des oligonucléotides appelés sondes. Un ADN témoin marqué par un fluorochrome
et ’ADN du patient marqué par un fluorochrome différent sont ajoutés en méme quantité et
vont s’hybrider sur la puce. Les signaux des fluorochromes sont numérisés. Un ratio d’intensité
de fluorescence est réalisé au niveau de chaque sonde permettant de comparer la quantité
d’ADN du patient a celle du témoin. Ainsi, a I'aide d’un logiciel d’analyse, les pertes et les gains
de matériel chromosomique sont mis en évidence. Il s’agit des variations du nombre de copies

(Copy Number Variation : CNV). La résolution d’'une CGH array est de 1 kilobase [54].
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(3) Amplification par PCR

La PCR conventionnelle est une technique de biologie moléculaire utilisée quotidiennement
dans les laboratoires de génétique. L'objectif est 'amplification d’une séquence choisie d’ADN
en faible quantité de départ en un trés grand nombre de copies in vitro. Elle utilise le
mécanisme de réplication. Elle sert souvent d’étape dans d’autres méthodes de génétique
moléculaire.

Elle est constituée de cycles dont chaque cycle comporte trois phases (Figure 17). Au
préalable, I’ADN de I’échantillon est extrait de maniere manuelle ou automatisée. Un mix est
préparé, il s’agit d’une solution contenant les différents réactifs nécessaires a la réaction
d’amplification : amorces sens et anti-sens, eau « nuclease-free », désoxynucléotides
triphosphates (dNTPs), tampon, cations bivalents (MgCl,), Tag polymerase.

L’échantillon d’ADN est ensuite ajouté a ce mélange. Le tout, placé dans des micro-tubes
coniques, est introduit dans le thermocycleur, ou a lieu la PCR. Il s’agit d’un bain sec
programmable en température et en temps, comportant un bloc chauffant. Chaque série
contient un témoin positif et un témoin négatif, servant respectivement de témoin
d’amplification et de détection d’une éventuelle contamination.

La premiére étape consiste en la dénaturation c’est-a-dire la séparation des deux brins d’ADN
en chauffant a 95°C. La température élevée permet la cassure des liaisons hydrogénes et par
conséquent la séparation de la double hélice en deux simples brins.

Puis, la température diminue entre 40 et 65°C en fonction des amorces choisies présentes
dans le mix, spécifiques de la séquence a amplifier. Celles-ci se fixent alors chacune sur un
des deux brins en position 3’ et s’hybrident avec leur séquence complémentaire. C’est I'étape
d’hybridation.

Enfin, a 72°C, I’élongation fait intervenir la Tag polymerase, (ADN polymerase), enzyme
permettant I'allongement des amorces en y incorporant les nucléotides complémentaires de
la séquence servant de matrice a laquelle elles sont hybridées (d’apreés le site http://ed414-
openlab.unistra.fr/les-tp/adn-et-genetique-2009-2012/pour-preparer-le-tp/la-pcr-quest-ce-

que-cest/ consulté le 19 janvier 2019).
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gnis L'amplification de fragments d’ADN in vitro :
la PCR
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Figure 17 Schéma du principe d’un cycle d'amplification

Etapes successives : dénaturation de 'ADN en deux simples brins, hybridation avec fixation des amorces,
élongation par la polymérase qui synthétise le brin complémentaire d’aprés le site https://www.gnis-
pedagogie.org/biotechnologie-biologie-amplification-fragment-adn.html consulté le 15 janvier 2019

En théorie, aprés n cycles, on récupere 2" amplicons identiques a la séquence cible. En
pratique le rendement d’amplification est de I'ordre de 70%. La lecture de la PCR est dite en

point final aprés 35 a 45 cycles.

Les amplicons obtenus sont ensuite vérifiés par électrophorese sur gel d’agarose. Le principe
repose sur la séparation de fragments d’ADN par migration selon leur taille et la charge
électrique sous I'action d’un courant électrique.

Une faible quantité du produit de PCR est mélangée a un tampon de charge coloré afin de

faciliter par la suite, le dép6t dans les puits du gel.
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Le gel, avec son support, est ensuite déposé dans la cuve d’électrophorese. Puis le tampon
Tris Acétate EDTA (TAE) est versé dans cette méme cuve jusqu’a recouvrement du gel. 'ADN
étant chargé négativement, va se déplacer vers I'anode chargée positivement. Un marqueur
de poids moléculaire est utilisé comme étalon.

Aprés migration, la révélation sous Ultraviolets (UV) permet de valider la PCR. Une

photographie du gel est alors réalisée (Figure 18).

Figure 18 Photographie d'une électrophorese sur gel d'agarose

Utilisation d’un marqueur de taille d’un kilobase (a gauche) et d’'un marqueur d’une plus grande taille
(marqueur long fragment a droite), au milieu six échantillons dont I’amplification est correcte (bande présente
sur le méme niveau pour chaque échantillon)

Il existe des variantes de PCR avec des applications différentes. C'est notamment le cas de la
PCR quantitative en temps réel, ou qPCR utilisant le principe de base de la PCR classique avec
pour différence une amplification mesurée non pas en point final mais tout au long de la
réaction. A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée grace a un marqueur
fluorescent dont I’émission est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons
produits. Au laboratoire, le SYBR Green est utilisé comme intercalant non saturant de I’ADN
double brin. Quand il est incorporé dans I’ADN double brin et excité, il y a alors émission de
fluorescence. On mesure donc I'augmentation de fluorescence a la fin de I'étape d’élongation
de chaque cycle. Par analyse des Ct (Threshold cycle = Cycle a partir duquel la fluorescence est

supérieure au bruit de fond, apparaissant en début de la phase exponentielle) obtenus pour
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des amplifications simultanées d’une séquence cible et d’'une séquence de référence (nombre
de copies connu), il est possible de quantifier la séquence cible par rapport a la séquence de
référence (Figure 19). La spécificité de la réaction dépend complétement de la spécificité des
amorces utilisées. La vérification de cette spécificité est réalisée a la fin de |'étape
d’amplification grace a la courbe de fusion : on observe la diminution de la fluorescence en

fonction de I'augmentation de la température.
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Figure 19 Courbe d'amplification d’une gPCR

La courbe comporte une phase sans amplification, une phase exponentielle puis un plateau.

Le nombre de cycle est représenté en abscisse et la fluorescence en ordonnée. Le Ct ou Threshold cycle correspond
au nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence émise soit supérieure au bruit de fond. D’apreés le site
https://www.institutcochin.fr/core_facilities/genome-sequencing-studies/pcr-quantitative/la-theorie-de-la-pcr-
quantitative consulté le 12 mars 2019

D’autre part, la PCR quantitative en temps réel permet de mesurer la quantité d’ADN initiale
présente dans le milieu réactionnel. En effet, la concentration influence la cinétique
d’amplification de la réaction. Plus I’ADN initial est en quantité importante, plus le signal

fluorescent apparait tot.
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(4) séquencage Sanger

Le séquencage Sanger permet le séquencage de I’ADN par terminaison de chaine (d’aprés le
site https://www.biomnigene.fr/nos-solutions/sanger.html consulté le 19 janvier 2019). A la
fin de la PCR ayant permis d’obtenir les fragments d’intérét amplifiés, ces derniers sont mis
en contact avec des enzymes hydrolytiques notamment une exonucléase pour éliminer les
résidus contaminants. Il s’agit d’'une méthode de purification post-amplification.

Le principe de séquencage (Figure 20) repose sur la détection de didésoxynucléotides dont la
fonction alcool secondaire est réduite en 3’. lls sont incorporés de maniere aléatoire lors de
la réplication de la matrice par ’ADN polymérase, ce qui empéche la poursuite de la synthéese
par absence de liaison phosphodiester entre ces derniers et le nucléotide suivant, ils sont dits
terminateurs de chaine. Le marquage par des fluorochromes est spécifique de chacun des
guatre nucléotides et permet donc leur reconnaissance. On obtient des fragments de
différentes tailles qui vont migrer par électrophorése capillaire a l'intérieur de I'automate

dont le schéma se trouve ci-dessous (Figure 21).

PCR ampification PCR dean-up Cytle sequencing Sequencing clean-up Capilary clectrophoresis Data analysis
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Figure 20 Représentation des étapes de séquencage Sanger

La premiére étape consiste a réaliser une amplification par PCR, puis cette derniére est purifiée. Les fragments
d’intérét amplifiés sont ensuite séquencés puis de nouveau purifiés. Ils vont alors migrer par électrophorese
capillaire puis les séquences seront analysées par un logiciel. D’apres le site
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/sequencing/sanger-sequencing/sanger-sequencing-
workflow.html consulté le 19 janvier 2019
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Porte de I'automate

Cadre de réseau capillaire

Bloc chauffant avec cellule de détection

Réservoir de condensation

Plaque contenant les puits

_________ Récipient contenant le tampon de la cathode

X Echantillonneur automatique supportant la plaque

Mécanisme de verrouillage

Pompe de distribution de polymére

Bac de récupération d’eau

Levier pour installer et enlever la pochette de polymeére

Pochette de polymere

Valve anti-reflux

Bac de récupération

) Récipient contenant le tampon de 'anode
Valve

Figure 21 Photographie annotée de l'intérieur de I'automate 3500xL d’Applied Biosystems®

d’apres le site https.//www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-
Assets%2FLSG%2Fmanuals%2F4401661.pdf&title=VXNIciBHdWIkZTogMzUwMC8zNTAweEwgR2VuZXRpYyBBbV
uZXRpYyBBbmF5nbGlzaCk= consulté le 12 mars 2019

Apres introduction de la plaque de 96 puits contenant les échantillons, ces derniers vont
migrer dans des capillaires. La migration sur un gel a haute résolution permet la distinction
entre des fragments différant d’une paire de base. Les séquences obtenues sont analysées
grace au logiciel SeqScape® (Figure 22).

Les deux bases puriques adénine et guanine sont représentées par les lettres A et G, les deux
pyrimidiques cytosine et thymine par les lettres C et T. Chaque base posséde une couleur
permettant une lecture simplifiée. Pour chacun des amplicons, il existe deux séquences : 'une
est lue en sens et I'autre en anti sens. Elles sont alignées et comparées a une séquence de
référence. Cette comparaison permettra de mettre en évidence la présence d’un variant et de
déterminer s’il est a I’état homozygote ou hétérozygote. La base de données est incrémentée
par les utilisateurs, dans laquelle sont ajoutés les variants rencontrés. La superposition de

deux bases est signe d’une variation a |’état hétérozygote par rapport a la référence.
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Figure 22 Présence de la mutation c.1624G>T dans I'exon 12 du géne CFTR

Analyse effectuée sur le logiciel SeqScape (ThermoFisher)

La séquence de référence est représentée en haut en sens et anti-sens puis la séquence anti-sens et sens du patient.
Chaque pic correspond a un nucléotide A : Adénine (vert), C : Cytosine (bleu), G : Guanine (noir), T : Thymine (rouge)
La qualité de la séquence est évaluée avec la hauteur des rectangles, plus il est haut, plus le logiciel est certain du
nucléotide.

La séquence de référence est représentée en haut en sens et anti-sens.

Les séquences anti-sens et sens du patient sont situées sous la référence.

En position 189, superposition d’un pic noir et d’un pic rouge sur les deux sens témoin de la présence a I'état
hétérozygote de la mutation c.1624G>T
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(5) NGS

Le principe du séquencage de nouvelle génération repose sur deux étapes. La premiéere étape

consiste a réaliser un enrichissement de séquences cibles, la seconde a séquencer.

Deux technologies sont principalement utilisées dans le diagnostic génétique de I'infertilité

masculine.

Technologie lon Torrent™

Il s"agit de la technologie utilisée au laboratoire de génétique moléculaire du CHU de
Bordeaux, couplée a la technique d’enrichissement en séquences cibles lon AmpliSeq™.
((d’apres le site http://www.biorigami.com/?tag=principe-ion-torrent-pgm consulté le 19
janvier 2019). La technique permet un séquencage rapide de plusieurs patients

simultanément par multiplexage d’amplicons et d’ADN des différents patients testés.

La premiére étape est la réalisation d’une librairie par amplicons. Les ADN a séquencer,
préalablement extraits, sont mis en contact avec les couples d’amorces spécifiques des
régions d’intérét ainsi que les réactifs nécessaires a la PCR. En fonction du nombre de couples
d’amorces, le nombre de cycles de PCR varie. Plus il y a d’amorces, moins le nombre de cycles
est important car le risque d’interférences augmenterait avec le nombre de cycles. Une fois
I"amplification effectuée, les amorces sont digérées partiellement par méthodes physico-
chimiques (enzymatique et thermique) permettant la ligation de deux adaptateurs : A et P1
par I'intermédiaire d’'une ADN ligase. La séquence commune P1 contient une séquence
complémentaire d’amorce permettant I'amplification puis la fixation des amplicons sur les
sphéres « lon Sphere Particles » (ISPs). La séquence A contient le « barcode » (correspond a
une petite séquence de 6 ou 8 bases permettant de multiplexer plusieurs échantillons lors du
séquencage), et une séquence complémentaire d’amorce permettant I'amplification. Une
étape de purification a ensuite lieu. La librairie est monitorée sur puce pour évaluer la taille
moyenne des fragments par systéme d’électrophorése microfluidique de la TapeStation™ afin

de déterminer la concentration molaire de la librairie. Des dilutions sont effectuées afin
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d’obtenir des amplifiats en concentration équimolaire pour favoriser le ratio 1/1 (fragment
d’ADN/ ISP) dans I’automate lon Chef™.

L’étape suivante est une amplification de la librairie lors d’'une PCR en émulsion (mélange
d’eau et d’huile) (emPCR) permettant d’atteindre un seuil de détection du signal nécessaire
au moment du séquencgage. Dans une goutte, un amplicon et une bille « lon Sphere Particle »
sont capturés, il y a alors amplification clonale de cet amplicon dans un microréacteur a la
surface de la sphére. D’autres configurations non souhaitées sont générées et seront filtrées

lors de I'analyse bio-informatique (Figure 23).
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Figure 23 Principe de I'amplification d'une librairie en émulsion

Les différents amplicons sont mis en contact des sphéres. Dans le cas d’une réaction normale, les clones d’un
méme fragment sont incorporés avec une sphére dans une goutte. A la fin de I'amplification, les clones d’'un méme
fragment se trouvent a la surface d’une sphére. D’autres situations d’amplification sont représentées : absence
de sphéere dans une goutte, sphére seule. Cela aboutit a des sphéres sans amplicons a sa surface. D’aprés le site
http://www.biorigami.com/?tag=principe-ion-torrent-pgm consulté le 19 janvier 2019

La librairie amplifiée est enrichie en utilisant des billes magnétiques liées a la streptavidine qui
permettent d’isoler les spheres avec amplicons et donc I’élimination des sphéres vides.

Lors de I’étape de chargement de la puce de séquencage (Figure 24), les ISPs pleines enrichies
sont préparées puis hybridées aux amorces de séquencage et liées a une polymérase. Une fois
I’étape terminée, la puce chargée est insérée dans un des deux automates de séquencage de
nouvelle génération disponibles au laboratoire : PGM™ ou S5 XL.

Le séquencage repose sur la détection d'un proton libéré lors de l'incorporation d’un
nucléotide par la polymérase. Ceci aboutit a une variation de pH proportionnelle au nombre
de nucléotides ajoutés. Cette variation est détectée au niveau de la couche mince au fond de

chaque puits. L'ensemble des données générées est retranscrit sous forme de ionogramme.
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Figure 24 Puce de séquen¢age

d’apreés le site consulté le 19 janvier 2019
http://biochimej.univangers.fr/Page2/COURS/9ModulGenFoncVeg/5MethEtudGenFonc/IMethodeSEQUENGAG
M/1SEQUENGAGE.hthtm

La derniére étape est I'analyse bio-informatique. Les données brutes sont sous format fastQ,
c’est-a-dire un fichier texte permettant de stocker a la fois des séquences biologiques et les
scores de qualité associés. Ces données sont filtrées, les séquences de mauvaise qualité sont
retirées. Sont obtenus des fichiers BAM, format binaire de stockage de données de séquences,
pouvant étre comparés a la séquence du génome de référence sur des logiciels spécifiques
(Alamut® Visual par exemple, utilisé dans le laboratoire). Un fichier VCF est généré, reportant
les variations nucléotidiques détectées par rapport au référentiel utilisé. Il s’agit des variants

et polymorphismes.

Aprés la fin du run, sur l'interface du Torrent Server™ le rapport de séquencage (Figure 25)
est disponible. La vérification des parametres d’analyse permet de valider la technique afin

d’interpréter les séquences.

Pour déterminer la qualité du run, il faut tenir compte du nombre total de bases séquencées,
du nombre total de ainsi que de la longueur médiane de ces lectures. Une lecture ou read,
correspond a une courte séquence reconnue. |l est également nécessaire de s’intéresser a la
densité de chargement de la puce, c’est-a-dire au nombre d’ISP présentes. Dans un second

temps, le taux d’alignement par rapport a la référence est regardé.
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Run Report for Auto_user SN2-164-SET1-SET2-CFTR_CP _156

Run Summary

731 M 73
Total Bases Key Signal

93%
ISP Loading

ISP Density

4,035,386 181 bp 190 bp 227 bp
Total Reads Mean Median Mode

69% Read Length

P

Usable Reads

ISP Summary

SN2 164 SETY SETICITR CF "
Loadrg Densty

Joo 72% 4,234,134
»s Clonat

| A
Final Ubrary ‘

95%

Alignment Summary (aligned to hg19 from zip)

99.7%

Mean Raw Accuracy 1x

709 M 0.2X
Total Alignment Bases Average Coverage

Depth of Reference

3,931,845 100% 100
Aligned Bases | Bl i
0% 98 -
" Unaligned
§ g 96
[
5
b
< 94
92
0 50 100 150 200 250 300 350
Position in Read 90 i | | )
0 50 100 150 200 250 300 350
Count % Position
Total Reads 3,931,845
Aligned Reads 3,924,873 99.8%
Unaligned Reads 6,972 0.2%
D E

Figure 25 Rapport de run sur lon Torrent™

A. Densité de chargement de la puce
B. Nombre total de lectures avec le nombre de lectures exploitables

C. Longueur des lectures
D. Taux d’alignement des bases
E. Taux moyen de précision
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Chaque séquence de patient est ensuite analysée individuellement en téléchargeant le fichier
d’alignement (.bam) et le fichier d’appel de variants (.vcf) correspondants sur un logiciel tel
gqu’Alamut® Visual (Figure 26). Il est important d’évaluer la couverture et la profondeur. La
couverture représente la zone couverte par au moins un read, elle est exprimée en
pourcentage. La profondeur, quant a elle, correspond au nombre de lectures de chaque base,
son unité est I’X.

L'interprétation des variations s’effectue grace a des bases de données ainsi que des logiciels

de prédiction.
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Figure 26 Présence de la mutation c.1521_1523delCTT sur I’exon 11 du gene CFTR sur le logiciel Alamut® Visual

La séquence du patient (en bas) est comparée a la séquence de référence. Les rectangles de couleur représentent
les mutations ou variants référencés dans des bases de données (HGMD, ClinVar). Trois nucléotides (CTT) sont
manquants au sein (barre rouge) des lectures correspondant aux brins d’ADN sens et anti-sens (bandes bleues et
vertes).

Au CHU de Bordeaux, un logiciel (Figure 27) a été récemment développé par Laetitia Gaston,
ingénieur en bio-informatique afin de regrouper les résultats de plusieurs logiciels d’analyses

utilisés pour I'interprétation des résultats du séquencage de nouvelle génération sur une seule
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interface. Cela permet une vue d’ensemble ainsi qu’une comparaison entre les différents
logiciels. 1l est également possible d’y renseigner la nature du variant identifié

(polymorphisme, variant pathogéne).
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Figure 27 Logiciel développé au CHU de Bordeaux

Il permet de mettre en évidence les variants communs (onglet « common variants ») aux trois logiciels (SeqNext,
Torrent et lon Reporter) et ceux détectés dans chaque logiciel individuellement.

Le statut hétérozygote ou homozygote est précisé ainsi que la fréquence du variant et les couvertures minimale
et maximale.
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Technologie lllumina®

Apres préparation et obtention de la libraire, cette derniére est placée sur une « flow cell »
correspondant a un support en verre sur lequel les fragments sont capturés et hybridés.
Chaque fragment hybridé est amplifié de maniéere clonale constituant un cluster. Lorsque le
cluster est terminé, les fragments sont séquencés. La méthode utilisée est la technologie
[llumina® basée sur la détection de photons (d’aprés la présentation « lllumina Sequencing
Technology Pub. No. 770-2007-002 Current as of 11 October 2010 » consultée le 19 janvier
2019). Quatre nucléotides terminateurs réversibles de chaine marqués par un fluorochrome
sont utilisés. Dés lors qu’un nucléotide est incorporé, un photon est détecté. Aprées excitation
par laser, chaque émission de fluorescence de chaque cluster est enregistrée et la premiére
base identifiée. Les cycles de séquencage sont répétés pour déterminer la séquence des
fragments, et ce, base apres base. Les séquences sont ensuite alignées et comparées a une

séquence de référence de la méme maniére qu’avec la technologie lon Torrent.
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(6) Trousses commerciales

D’autres techniques servent en routine au laboratoire, notamment pour I'analyse du géne
CFTR. Il s’agit des trousses commerciales par amplification spécifique d’alleles (Figure 28).
Elles sont utilisées en premiere intention dans le cadre d’'une demande d’analyse du gene de
la mucoviscidose. Le kit choisi (INNO-LiPA® 19+17) permet la détection des 35 mutations les
plus fréquentes du gene CFTR dans la population européenne. Le principe repose sur

I’"hybridation inverse (Reverse Dot-Blot).

Apres extraction de I’ADN, plusieurs régions du géne CFTR sont amplifiées par PCR a l'aide
d’amorces Dbiotinylées. Les amplicons obtenus sont hybridés avec des sondes
oligonucléotidiques spécifiques immobilisées en lignes paralleles sur une bandelette. Le
matériel non spécifique amplifié est éliminé au cours de I'étape de lavage stringent. Un
conjugué streptavidine - phosphatase alcaline est alors ajouté permettant la reconnaissance
et la liaison avec les hybrides biotinylés. La révélation se fait ensuite en présence d’un
chromogene. De I'hybridation a la révélation, le processus peut se faire de maniere
automatisée par I’Auto-LiPA 48. La technique est validée s’il y a présence d’'une bande au

niveau de la ligne de repére et du contréle conjugué.

_— w _—

L R L

& 3 ~
& V) < < =2 E < <

< m g ™
.3 18 Fd. 0. of 3 I 374 3. o

B w X (V) @ - — > - % <

ég xmN0erxgTP8E,_T2 -S'Tpx“’xﬁgo'?x%’gqlg._"z 37 x
5 CRIRECRIERTAEE2 N °~§~o~-—,\m + & @i ém §o~
2332z ARBEE-Rg28R 8RR3I3 CRTAE-Rg88" &8y
55L8Z205208R803827 S2n008Z3020RNRE2 am0
=0=3s53333s5335333 =3333322333222332 222
L L e "o L e e T ' o
mAmTwnor@ag-nNmrn NR2RRARINSRRRAISAR B8H

Figure 28 Représentation d'une bandelette du kit INNO-LiPA CFTR-19

Lorsqu’un allele muté (M) ou sauvage (W) testé est présent, une bande apparait sur la bandelette a hauteur de
cetalléle.

La présence de bandes permet I'interprétation. En effet, la bandelette est schématiquement
divisée en deux. La partie supérieure correspond aux sondes « génotype muté » (M-type) et

la partie inférieure aux sondes dites « génotype sauvage » (W-type).
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C. Prise en charge en assistance médicale a la

procréation [55]

Pour les hommes porteurs d’anomalies génétiques entrainant une infertilité, un recours a
I’Assistance Médicale a la Procréation (AMP) est nécessaire. Dans la population générale, en
I’absence d’antécédent, il est recommandé de consulter aprés un délai d’'un an de tentative
de conception avec des rapports sexuels fréquents non protégés et sans contraception
associée. Ce délai n’est pas indiqué en présence d’antécédents. Il est, par ailleurs, de 6 mois

si la femme a plus de 35 ans.

Dans le cadre du bilan d’infertilité d’un couple, il est essentiel de faire des investigations chez
les deux membres du couple de maniére simultanée. Il existe encore aujourd’hui un retard de

prise en charge du couple lié a un retard de diagnostic de l'infertilité liée a I’'homme.

Le parcours en assistance médicale a la procréation est régi par les lois de bioéthique révisées

en 2011. Avant toute tentative, il est demandé aux couples de justifier d’'une vie commune.

Le bilan d’infertilité du couple comprend une consultation gynécologique et une consultation
biologique. La premiére notion est la notion de délai d’infertilité, la deuxieme notion est celle

du type d’infertilité, primaire ou secondaire.

1. Bilan de la femme associée

a. Examen clinique

L'examen clinique de la femme comporte un interrogatoire visant a rechercher les
antécédents médicaux et chirurgicaux personnels et familiaux pouvant expliquer 'infertilité.

Les malformations utérines, ovariennes, vaginales, les pathologies atteignant le tractus génital
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comme I'endométriose, I’dge de la patiente, la durée et la régularité des cycles menstruels, la
prise de toxiques (alcool, tabac, cannabis), la profession, I'indice de masse corporelle ainsi que
les traitements au long cours font partie des éléments du bilan. En cas de troubles du cycle,

les signes cliniques d’hyperandrogénie sont recherchés.

b. Examens complémentaires

Pour préciser le diagnostic, il est nécessaire de réaliser des examens complémentaires.

Un bilan hormonal de premiére intention a J2 ou J3 du cycle est prescrit avec dosages des
gonadotrophines FSH et LH, de [|‘cestradiol, de la testostérone et de I’hormone
antimullérienne (AMH). Le dosage de la progestérone a J21 permet d’apprécier la qualité de

I’ovulation. Les résultats peuvent orienter le diagnostic.

Pour compléter le bilan hormonal, une échographie pelvienne par voie endovaginale est
réalisée entre J2 et J5 du méme cycle. Elle permet d’apprécier la taille des ovaires et
d’effectuer le compte des follicules antraux (CFA), de s’assurer de I’état utérin, endométrial
et ovarien et de l'absence d’image suspecte. L'association du bilan hormonal et de
I’échographie permet d’avoir un reflet de la réserve ovarienne de la femme et d’orienter le

couple vers les techniques d’assistance médicale a la procréation les plus adaptées.

Pour évaluer la perméabilité des trompes, une hystérosalpingographie est réalisée en fin de
premiére partie de cycle. Une hystéroscopie pour visualiser la cavité utérine, rechercher des
malformations ou anomalies utérines ne fait pas partie du bilan de premiére intention mais

est systématique avant une fécondation in vitro.
Enfin, « la recherche des marqueurs biologiques pour les virus de I'immunodéficience
humaine (VIH1/VIH2), de I'hépatite B (VHB) (antigéne HBs, anticorps anti-HBc et anti-HBs), de

I’"hépatite C (VHC) (anticorps anti-HCV) et pour I’agent de la syphilis est effectuée chez les deux
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membres du couple dans les trois mois précédant la premiere tentative d’AMP. La recherche
est répétée ultérieurement chaque fois que le délai entre la tentative d’AMP et le dernier
examen est supérieur a douze mois.

Des examens supplémentaires sont éventuellement réalisées en cas d’exposition particuliere
a un risque infectieux spécifiqgue comme par exemple : la recherche d’anticorps anti-HTLV1
pour les personnes vivant dans des régions a forte incidence du virus de la maladie Human T
cell leukemia/lymphoma ou originaires de ces régions ou dont les partenaires sexuels ou les
parents sont originaires de ces régions et les recherches spécifiques liées a un séjour en
contexte épidémique (Zika) ou liées a un épisode viral dans les mois précédant I’AMP, certains

virus pouvant persister dans le sperme a distance de I’épisode aigu » [55].

A l'issue du bilan des deux partenaires, les choix des techniques d’assistance médicale a la

procréation sont proposés et expliqués au couple.

2. Techniques proposées au couple

Nous ne nous intéresserons qu’aux patients présentant une azoospermie et en particulier a
ceux porteurs de mutations du gene CFTR dans le cadre d’'une agénésie bilatérale des canaux
déférents. Un patient dont le diagnostic de mucoviscidose, ou d’ABCD isolée liée au gene CFTR
est posé lors du bilan d’infertilité bénéficiera d’un conseil génétique avant toute tentative en
assistance médicale ala procréation. En présence d’une mutation dite CF, un bilan ainsi qu’une
consultation dans un CRCM seront proposés. Afin de réaliser une technique d’assistance
médicale a la procréation intraconjugale, il est nécessaire au préalable d’extraire

chirurgicalement des spermatozoides.
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a. Biopsie testiculaire

La biopsie testiculaire ou Testicular Sperm Extraction (TESE) est une technique chirurgicale
visant a prélever du tissu testiculaire afin d’'y rechercher des spermatozoides lorsqu’une
azoospermie est confirmée par deux spermogrammes. L’indication doit étre validée par
I’'andrologue. En présence d’une azoospermie obstructive, il est possible d’effectuer des
prélevements testiculaires et épididymaires. Le préléevement de I'épididyme est réalisé par
aspiration microchirurgicale (MESA : Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration). Pour une

azoospermie non obstructive, seul le prélevement testiculaire présente un intérét.

Il s’agit d’'une intervention sous anesthésie générale au bloc opératoire. Il est possible de
prélever un fragment d’un testicule, souvent des deux. Une courte incision est pratiquée au
niveau scrotal sur la face antérieure. Apres franchissement de la vaginale, I'albuginée est
incisée puis le tissu testiculaire est collecté par pression manuelle. La quantité prélevée est
adaptée au volume testiculaire [56]. Aprés recueil du préléevement, les différents plans sont
refermés. L’envoi d’'une partie du prélevement en anatomocytopathologie est systématique

pour analyser, a partir de coupes histologiques, le tissu prélevé.

Le prélévement est transmis au laboratoire de biologie de la reproduction afin de dilacérer le
tissu pour étudier les tubes séminiféres et rechercher des spermatozoides au microscope
entre lame et lamelle. Si le tissu renferme des gameétes, une cryoconservation est effectuée

en vue d’une FIV-ICSI avec paillettes-TESE.

La probabilité de trouver des spermatozoides a la biopsie testiculaire dans le cadre d’une
azoospermie obstructive est grande. En effet, la spermatogenése est conservée s’il n’existe
pas de trouble associé. Elle est en revanche faible en présence d'une azoospermie non
obstructive avec altération de la spermatogeneése, a titre d’exemple elle avoisine les 50% dans

le syndrome de Klinefelter [14].

Afin de faciliter I'organisation, la biopsie testiculaire est réalisée en amont de la fécondation

in vitro, elle est dite asynchrone. Cependant, il peut étre bénéfique de réaliser la biopsie de
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maniére synchrone, c’est le cas des azoospermies non obstructives pour lesquelles le nombre
de spermatozoides mobiles peut étre faible et dont le cycle de congélation-décongélation

pourrait altérer davantage la mobilité et la vitalité [57].

b. Technique de FIV-ICSI avec paillettes TESE

La consultation biologique permet d’expliquer au couple infertile la technique d’assistance
médicale a la procréation qui peut leur étre proposée. Avant une premiere tentative de FIV
intraconjugale, il est nécessaire de recueillir par écrit le consentement du couple pour la
technique en elle-méme, pour la congélation d’éventuels embryons surnuméraires et pour
I"anonymisation ou non des résultats de la tentative transmis de maniére réglementaire a

I’Agence de la Biomédecine.

Une tentative de FIV comporte plusieurs étapes.

D’abord, la stimulation ovarienne de la patiente par injection sous-cutanée quotidienne de
gonadotrophines (FSH seule ou association de FSH et LH) est démarrée a différents moments
du cycle menstruel en fonction du protocole de stimulation choisi, agoniste ou antagoniste.
Un monitorage hormonal et échographique est réalisé afin de surveiller la croissance
folliculaire et déterminer le jour du déclenchement. Il peut s’effectuer soit par hCG
recombinante (Ovitrelle®), soit par un agoniste de la GnRH en cas de protocole antagoniste si
la patiente présente des risques d’hyperstimulation ovarienne, soit par double

déclenchement en utilisant un agoniste suivi d’'une injection d’hCG recombinante.

36h apres le déclenchement a lieu I'ovulation et donc la ponction ovarienne au bloc
opératoire. Sous anesthésie locale et sédation ou anesthésie générale, la patiente, installée
en position gynécologique est ponctionnée sous échographie afin de récupérer le liquide
folliculaire contenant les complexes cumulo-ovocytaires. Les tubes de liquide sont adressés
au laboratoire de biologie de la reproduction pour y rechercher les complexes. Ces derniers

subissent une étape de décoronisation chimique et mécanique par hyaluronidase. Les
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ovocytes nus sont ensuite observés au microscope pour ne garder que ceux matures, c’est-a-
dire au stade de métaphase de deuxieme division méiotique. En paralléle, aprés vérification
de la présence d’ovocytes matures, une ou plusieurs paillettes (selon la concentration de
spermatozoides et le nombre d’ovocytes a la ponction) de prélévement testiculaire sont

décongelées.

La recherche de spermatozoides mobiles apres décongélation s’effectue sous microscope, les
formes typiques sont utilisées en priorité. Un spermatozoide est ensuite injecté dans chaque
ovocyte mature. Les ovocytes injectés sont enfin transférés soit dans une étuve tri-gaz
standard soit dans une étuve tri-gaz couplée a un systeme time lapse afin d’y poursuivre leur

développement.

Une lecture a 48 heures permet de visualiser le nombre d’embryons obtenus ainsi que leurs
caractéristiques morphologiques. On appelle TOP-embryon (411), un embryon présentant a
48 heures quatre cellules de taille homogene et moins de 20% de fragments. Apres
consultation de transfert avec le couple, il est décidé le transfert d’'un ou de plusieurs
embryons. Les embryons surnuméraires présentant les caractéristiques morphologiques

définies pour la congélation sont vitrifiés et conservés dans des cuves d’azote liquide.

Un test de grossesse par dosage des hCG est prescrit a la patiente pour étre effectué 14 jours

apres le transfert.
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c. Don de spermatozoides

Le don de gamétes est anonyme et gratuit. |l peut étre fait par des hommes en age de
procréer, de 18 ans jusqu’a la veille des 45 ans. Il n’est pas nécessaire d’avoir des enfants. Le
donneur s’adresse a un centre agréé (CECOS : Centre d’Etude et de Conservation des CEufs et
du Sperme). Plusieurs recueils sont effectués puis traités et conditionnés en paillettes pour
étre cryoconservés. Les paillettes d’un donneur sont retirées des la naissance de 10 enfants

issus de ses gameétes.

En cas d’absence de spermatozoide a la biopsie testiculaire ou de non réalisation de celle-ci,
il est proposé aux couples de procéder a une assistance médicale a la procréation avec tiers
donneur. Une autorisation doit étre au préalable demandée au Tribunal de Grande Instance
ou chez un notoire. Les patients sont inscrits sur une liste d’attente dans un CECOS qui validera
la prise en charge lors de la réunion de concertation pluridisciplinaire et réalisera
I’appariement du couple avec un donneur selon les caractéristiques physiques (origine
ethnique en particulier) et si possible selon le groupe sanguin. Le cas échéant, une dérogation
de groupe est signée par le couple receveur. L'appariement prend également en considération
les facteurs cumulatifs de risque, exclut tout donneur apporté par le couple receveur pour le
don et prend en compte le besoin éventuel d’'un donneur testé pour des maladies génétiques

spécifiques.

Deux techniques peuvent étre proposées. La premiere est la réalisation d’insémination intra-
utérine avec sperme de donneur (IAD). Elle est décidée en premiére intention lorsque le bilan
de la femme retrouve une perméabilité tubaire bilatérale. La seconde technique est la
fécondation in vitro de type ICSI avec sperme de donneur. Cette derniere peut étre utilisée en
premiére intention, notamment en cas de pathologie tubaire mais fait plus souvent suite aux

échecs d’lIAD.
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3. Conseil génétique

Lors de la découverte d’'une anomalie génétique, il est indispensable de réaliser un conseil
génétique. Dans le cas de la présence d’une ou de deux mutations du geéne CFTR, une analyse
compléte du gene par NGS doit étre entreprise chez la conjointe ainsi que la recherche de
grands réarrangements par CGH array si le NGS ne retrouve pas de mutation [58] (Figure 29).
Cette recherche n’est pas systématique lorsque I’homme est porteur d’'une mutation sévere
et d’'une mutation CFTR-RD. En effet, si un patient est porteur d’une mutation sévére ainsi que
sa conjointe, le risque d’obtenir un enfant malade est de %. Si le patient est atteint de
mucoviscidose et sa conjointe porteuse d’'une mutation sévere, le risque pour le couple d’avoir
un enfant atteint de mucoviscidose est de 7. Un calcul de risque a priori puis résiduel apres
analyse du gene est réalisé afin d’'informer le couple sur le risque de transmission a la

descendance.

B Conjoints de patients atteints de
mucoviscidose et d’ ACD

|

Etude compléte : mut fréquentes + rares

Figure 29 Analyses a effectuer chez une conjointe d’un patient avec ABCD

D’apres les Recommandations de I'Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire

La découverte d’anomalies a I'échelle chromosomique ou génique est une information
importante pour le patient qui doit en avertir les membres de sa famille. Le conseil génétique
est un temps d’explication sur la pathologie et sur le risque de transmission ainsi que les

conséquences sur la descendance.

Pour éviter tout risque de transmission, il est possible d’effectuer un diagnostic
préimplantatoire (DPI). Il est encadré par des textes de loi dont la loi de juillet 1994 révisée
pour la derniére fois en 2011. Cinqg centres en France sont agréés, il s’agit des CHU de Nantes,

Montpellier, Grenoble, Strasbourg et du centre de Paris (H6pital Necker-Enfants Malades) -
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Clamart (Ho6pital Antoine Béclére). Pour étre retenue, la pathologie doit étre d’origine
génétique, d’une particuliére gravité, incurable au moment du diagnostic. Le dossier doit étre

approuvé par un Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Prénatal (CPDPN) [59].

Le DPI consiste a sélectionner les embryons indemnes de la pathologie en les analysant soit
en biologie moléculaire, soit en cytogénétique selon l'indication. Seule la pathologie ayant

conduit au DPI est recherchée.

Sur le plan technique, les embryons sont obtenus aprés fécondation in vitro par ICSI puis mis
en culture. A J3, un embryon se développant correctement doit comporter 8 cellules. La
biopsie embryonnaire permet d’obtenir du matériel génétique en perforant la zone pellucide
mécaniquement, par laser ou chimiquement puis en aspirant délicatement a la micropipette

1 a 2 blastomeéres pour I'analyse [60].

Pour une indication chromosomique, une FISH interphasique ou une CGH array est réalisée.
L'analyse consiste a rechercher des aneuploidies. La CGH array repose sur le principe de

variation du nombre de copies, elle ne permet pas la détection de translocations équilibrées.

Pour une anomalie génique, trois approches sont possibles. Le diagnostic direct utilise une
amplification par PCR flanquante permettant la détection de la mutation. Le diagnostic
indirect repose sur l'utilisation de microsatellites polymorphes: la mutation n’est pas
détectée directement, c’est I'allele associé qui est mis en évidence. Enfin, il existe un
diagnostic combinant I'approche directe et indirecte, c’est notamment le cas dans la
recherche de la mucoviscidose. Le séquencage de nouvelle génération peut étre utilisé mais il

s’agit d’'une technique longue.

Les embryons indemnes sont soit transférés a J4 ou J5 soit cryoconservés. Les embryons

porteurs d’'anomalies sont détruits.

Il est également possible de réaliser la biopsie sur un embryon au stade de blastocyste a J5 en

prélevant 5 a 10 cellules du trophectoderme permettant d’obtenir plus de matériel génétique
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et donc d’éviter le taux de mosaicismes mais nécessite la vitrification embryonnaire pendant

la durée de I'analyse [60].

Lors du conseil génétique, il est expliqué au couple qu’une autre analyse peut étre réalisée. Il
s’agit du diagnostic prénatal (DPN). Contrairement au DPI, la grossesse peut étre spontanée
ou issue d’une technique d’assistance médicale a la procréation. Les embryons obtenus ne
sont pas soumis a des analyses génétiques avant leur implantation. Au cours de la grossesse,
apres accord du CPDPN, une analyse recherchant I’'anomalie génétique du ou des parents est
réalisée a partir du liquide amniotique. Si le foetus est atteint, une demande d’interruption

médicale de grossesse faite par le couple est recevable.
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Ill. Prise en charge en génétique moléculaire des
patients avec azoospermie au CHU de Bordeaux

A. Objectifs

L'agénésie bilatérale des canaux déférents est une des nombreuses causes d’azoospermie
chez les patients infertiles. Elle est estimée a 1 pour 1000 hommes dans la population générale
[61] et de 1 a 2% des hommes infertiles [42]. Lorsque I'azoospermie est dite obstructive,

I’ABCD est retrouvée a une fréquence de I'ordre de 3 a 8%.

Pour rappel, 'azoospermie est définie par une absence de spermatozoides sur la totalité de
I’éjaculat apres culot de centrifugation sur au moins deux spermogrammes espacés de trois

mois, la durée d’un cycle de spermatogenése étant théoriquement de 74 jours.

L'agénésie bilatérale des canaux déférents est généralement associée a une étiologie
génétique qui est I'atteinte du géne CFTR. En effet, des mutations du géne sont retrouvées
dans pres de 80% des cas. Deux tableaux typiques sur dix ne sont pas expliqués a I’heure
d’aujourd’hui. Des découvertes récentes faites par des équipes frangaises permettent
d’espérer trouver une étiologie a cette clinique non étiquetée. En effet, en 2016 les équipes
lilloise et toulousaine de génétique moléculaire ont mis en évidence le géne ADGRG2 et ont
pu démontrer son implication dans I'azoospermie liée a I'atteinte des canaux déférents en

I’absence de mutation du gene CFTR.

D’autre part, I’équipe de génétique moléculaire du CHU de Montpellier a récemment identifié
de nouvelles mutations du gene CFTR. Il s’agit de mutations introniques profondes qui
n’avaient jusqu’a maintenant jamais été découvertes. Cela s’explique par le manque de
couverture du gene par le séquencage de nouvelle génération. En effet, on estime que le NGS
permet une couverture et la détection des mutations de I'ordre de 97%. Le séquengage est

principalement ciblé sur les séquences codantes (exons) et les jonctions intron-exon. Lorsque
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les variations se trouvent dans les séquences non codantes (introns), a distance des exons, il
est rarement possible de les mettre en évidence. Pour y parvenir, il est nécessaire de designer

des amorces spécifiques de la région a amplifier et de réaliser un séquencage Sanger.

L'objectif de I’étude est double. La premiéere étape consiste a analyser les résultats du CHU de
Bordeaux concernant les demandes d’analyses génétiques a I'échelle génique pour infertilité
masculine. Elle permet de sélectionner les patients présentant une azoospermie obstructive
par agénésie bilatérale des canaux déférents. La seconde étape a pour but d’expliquer une
part des azoospermies obstructives liées a une agénésie bilatérale des canaux déférents en
I’'absence de mutation du géne CFTR identifiée par séquencage de nouvelle génération dans

la cohorte de patients du CHU de Bordeaux.
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B. Matériels et Méthodes

1. Analyses moléculaires au CHU de Bordeaux des

genes CFTR et ADGRG2 et des loci AZF

A partir de 'ensemble des demandes adressées en génétique moléculaire pour la recherche
de microdélétions du chromosome Y, du gene CFTR, et du géene ADGRG?2, les résultats des

patients de sexe masculin infertiles ont été extraits.

2. Analyses de seconde intention pour les patients avec
azoospermie obstructive par ABCD

a. Population

Les criteres d’inclusion retenus pour I’ABCD étaient une azoospermie répétée sur au moins
deux spermogrammes espacés, le caractére obstructif de I'azoospermie défini par un pH acide
inférieur a 7,2 de I'éjaculat, un volume faible (<1.5mL) et une biochimie séminale
caractéristique d’'une obstruction : fructose et a-glucosidase neutre effondrés, des
échographies scrotale et endorectale montrant une absence bilatérale des canaux déférents

et des vésicules séminales.
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b. Techniques

Analyse du gene CFTR par NGS

Pour confirmer I'absence de mutations du géne CFTR, une analyse par NGS a été réalisée avec
un taux de couverture de I'ordre de 97%. Le séquencage a été effectué sur le séquenceur lon
Torrent PGM™ ou lon S5xL en fonction de leur disponibilité. La technologie utilisée était donc
celle d’lon Torrent™ basée sur la détection de protons. Les résultats ont été basculés sur le
serveur Torrent Server™ et analysés sur la Torrent Suite™ puis téléchargés a partir de
I'interface en fichiers .bam et .vcf afin de lire les séquences sur le logiciel Alamut®. Les résultats

ont également été interprétés a partir des logiciels lon Reporter™ et JSI SeqPilot SeqNext®.

Vérification des variants par séquencage Sanger

Lorsqu’une variation a été mise en évidence en NGS, une deuxieme technique a été réalisée
afin d’en confirmer la présence. Pour cela, le séquencage Sanger a été utilisé en prenant le
couple d’amorces spécifiques de I'exon concerné. Le séquencage a été fait sur le séquenceur

3500xL puis la lecture des séquences sur le logiciel Seqscape®.

Analyse du gene ADGRG2 par NGS

En I'absence de mutations du gene CFTR aprés séquencage de nouvelle génération, 'ADN
leucocytaire des patients a été envoyé au CHRU de Lille pour séquencage du gene ADGRG2
par NGS. La technologie utilisée était celle d’lllumina® par séquencage MiSeq®, basée sur la
détection de photons. Le séquencage couvrait l'intégralité des régions codantes et des
jonctions intron-exon du gene et permettait de détecter plus de 99% des mutations au niveau
des régions étudiées. Les résultats ont été interprétés a partir des logiciels JSI SegPilot

SeqNext® et MiSeqReporter®.
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Recherche des mutations introniques profondes du gene CFTR

Sept mutations introniques profondes, situées a distance des jonctions intron-exon ont été

recherchées.

- ¢.1585-9412A>G
Située dans l'intron 11, cette variation, dont la fréquence est la plus élevée en ltalie, est une
mutation CF. Elle a été retrouvée a deux reprises par des équipes du réseau CFTR-France.
L’amorce sens 5’-gccaagttattgtacagttgacc-3’ et 'amorce anti-sens 5’-tgaccagaagccttactgataac-
3’ ont été utilisées a une concentration de 10uM pour obtenir des amplicons d’une taille de
349 paires de bases. Un programme spécifique d’amplification a été utilisé comportant 35
cycles. La taille des produits de PCR était vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose a 2%
avec un marqueur de taille de 100bp. Une étape de purification a été réalisée par technique
enzymatique (ExoSAP-IT) puis les séquences ont été préparées avec deux nouveaux mix, I'un
comportant I'amorce sens et |'autre I’amorce anti-sens a une concentration de 3,2uM. Le
programme spécifique des séquences a été utilisé (Seq_TD55) comprenant 30 cycles. Les
séquences ont ensuite été passées sur le séquenceur 3500xL par méthode Sanger puis

interprétées a partir du logiciel Seqscape®.

- ¢.1680-883A>G
Variant situé dans l'intron 12, principalement retrouvé dans la population espagnole, il est
responsable de mucoviscidose (disease-causing). L'amorce sens 5’-agagaatcctatgtacttgggat-3’
et I'amorce anti-sens 5’-agctaaaatatgaaaccataagcaa-3’ ont été utilisées a la concentration de
10uM. La taille des fragments attendue était de 179 paires de bases. Le protocole était ensuite

le méme que pour la recherche de la mutation ¢.1585-9412A>G.
- ¢.1680-886A>G

Mutation située dans l'intron 12, elle est majoritairement retrouvée dans la population du

Sud-Ouest de la France et en Espagne. Il s’agit d’'une mutation CF. Proche de la mutation
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c.1680-883A>G, le méme couple d’amorces a été utilisé pour la rechercher selon les

techniques décrites précédemment.

- ¢.1680-877G>T
Situé dans I'intron 12, ce variant intronique non décrit dans la base de données francaise CFTR-
France mais référencé dans la base internationale CFTR2 chez 22 patients, est un variant
pathogéne. Etant & quelques paires de bases de deux mutations citées ci-dessus, les mémes

amorces sont utilisées. Le protocole restait identique.

- €.3469-1304C>G
Répertorié a 5 reprises dans la base de données CFTR-France, ce variant a été identifié comme
mutation CF. Localisé dans l'intron 21, il a été recherché par le couple d’amorces 5'-
ccgttaacagtgggcttgac-3’ et 5’'-tggtggataaagcagaggagt-3’. Les fragments obtenus devaient avoir
une taille de 250 paires de bases. |l a été décrit principalement dans la population d’origine

africaine. Le mode opératoire restait inchangé.

- €.3874-4522A>G
Variant impliqué en pathologie mais de conséquence clinique variable, il a été décrit chez cinq
patients par le réseau CFTR-France sans origine géographique particuliere. Se situant dans
I'intron 23, les amorces utilisées étaient les suivantes : 5’-cagtcacacttcccacttatgt-3’ et 5'-
cctcaactcaactcagtggcaa-3’. La taille des amplicons attendue était de 180 paires de bases

(Figure 30). La suite de la procédure était identique aux autres recherches de mutations.

- €.2989-313A>T
Présente au sein de I'intron 18, cette mutation plus fréquente en Bretagne a été dentifiée chez
guatre patients de la base CFTR-France. Elle a des conséquences variables au niveau clinique.
Difficilement détectable, elle a nécessité une étape préliminaire. Ce variant est situé dans une
région répétée dont les répétitions sont aspécifiques. En effet, plusieurs régions du géne CFTR
comportent ces mémes répétitions rendant impossible I'accroche unique d’une amorce a
hauteur de la mutation. Une PCR Long-range incluant les exons adjacents a donc été utilisée.
Elle a amplifié un segment plus large contenant le variant et permettant I'amplification de

fragments de 4521 paires de bases. L'amorce sens 5’-cagagaaattggtcgttact-3’ et I'amorce anti-
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sens 5'-tgtacaccaactgtggtaag-3’ ont servi pour cette PCR. L’ADN polymérase était différente
des autres PCR, celle utilisée était la GoTaq® G2 Hot Start Master Mix. Une migration sur gel
d’agarose a 0,8% a été réalisée puis les produits de PCR ont été repris en tant qu’ADN pour la
PCR dite nichée de I'intron 18. Le couple d’amorces était le suivant : 5’-gatgagttcatgtcctttgta-
3’ et 5'-ttaagttttagggtacatgtgca-3’, avec des fragments obtenus de 312 paires de bases. Les

étapes suivantes étaient les mémes que pour les autres variants.

180 bp

Figure 30 Photographie du gel de la PCR recherchant la mutation située dans l'intron 23

M 100 bp : Marqueur de taille 100 paires de base

14 9: Echantillons

Blc : Blanc

Amplification de fragments de méme taille pour chaque échantillon, absence
d’amplification pour le contréle négatif (blanc)
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C. Résultats

1. Résultats des analyses réalisées au CHU de Bordeaux

a. Loci AZF

Depuis la mise en place en 2004 de la recherche de microdélétions du chromosome Y dans le
service de génétique moléculaire du CHU de Bordeaux, 589 demandes ont été faites pour
cette analyse dans le cadre d’un bilan pour infertilité masculine (Figure 31).

Il en résulte que 562 patients n’étaient pas porteurs de microdélétion, leur analyse étant

négative pour les six marqueurs de premiére intention.

Pour les 27 hommes restants, une délétion du chromosome Y a été identifiée (Figure 32). Une
seule atteinte isolée du locus AZFa a été observée. Un seul patient était porteur d’une micro
délétion unique d’AZFb. L'atteinte conjointe d’AZFb et d’AZFc a été retrouvée chez 7 hommes.
La microdélétion la plus fréquente AZFc a été incriminée dans un peu plus d’un cas sur deux
(14/27). Cependant, la délétion partielle d’AZFc gr/gr a, quant a elle, été identifiée a trois
reprises. Enfin, I’azoospermie d’un patient s’est expliquée par I'absence totale du bras long du

chromosome Y, par conséquent, par I’absence de I'ensemble des loci AZF.
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Résultats de la recherche de microdélétion du
chromosome Y a Bordeaux sur 589 analyses

H présence de microdélétion

m absence de microdélétion

Figure 31 Répartition des résultats d'analyses des microdélétions du chromosome Y au CHU de Bordeaux
entre 2004 et 2018

Répartition des différentes microdélétions du
chromosome Y retrouvées a Bordeaux
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: 3
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a b bc [ Gr/Gr absence
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bras long

Microdélétions des régions AZF

Figure 32 Répartition des microdélétions du chromosome Y identifiées au CHU de Bordeaux
entre 2004 et 2018
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b. Géne CFTR

Depuis la premiére analyse du gene CFTR pour bilan d’infertilité masculine, réalisée en
génétique moléculaire au CHU de Bordeaux en 1993, 101 demandes ont été faites pour cette

indication sur la période de 1993 a 2018 soit 25 ans (Figure 33).

Sur toutes ces demandes, 14 patients ne présentaient pas d’azoospermie. Sur ces 14 patients,
13 ont eu une recherche négative des mutations les plus fréquentes dont un était porteur
d’une microdélétion du chromosome Y. Leurs concentrations de spermatozoides dans le
sperme étaient tres variables, allant de quelques spermatozoides vus sur culot aprés
centrifugation a 120 millions/mL. Le spermogramme du patient positif présentait une
concentration a 0.4 millions/mL avec hypospermie et nécrospermie. Les mutations retrouvées
étaient la mutation c.1521_1523delCTT a I’état hétérozygote et le variant d’épissage ¢.1210-
34 _1210-6TG[12]T[5]. Cependant, la présence de ces deux variants n’est pas responsable du
phénotype du patient. En effet, il existe une pénétrance incompléte du variant d’épissage. Les

atteintes du géne CFTR et la nécrospermie n’ont pas de lien.

Quatre-vingt-sept patients infertiles pour lesquels une analyse du géne CFTR a été demandée,

étaient azoospermes.

Parmi ces 87 analyses, 51 patients ont eu une recherche négative (0 ou 1 mutation identifiée)
des mutations les plus fréquentes dont 3 patients étaient porteurs de microdélétion du
chromosome Y. Pour quarante de ces hommes, aucune mutation n’a été mise en évidence.
Contrairement a huit hommes du groupe, pour lesquels un variant du géne CFTR a été
identifié. Trois étaient des mutations CF, deux étaient des CFTR-RD, deux n’étaient pas
impliqués en pathologie. Le dernier était de signification inconnue.

Pour les 36 autres patients présentant une azoospermie, deux variants ont été trouvés au
cours de I"analyse du géne. Dans un cas sur deux (18/36), les patients étaient porteurs de la
mutation CF ¢.1521 1523delCTT. Chez dix de ces dix-huit patients, la mutation était associée
au variant d’épissage ¢.1210-34_1210-6TG[12]T[5]. Deux patients étaient quant a eux

homozygotes pour ce variant d’épissage.
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Résultats de I'analyse du gene CFTR a Bordeaux
sur 101 demandes liées a une infertilité de
1993 a 2018

1 patients négatifs (0 ou 1
mutation) avec azoospermie

H patients positifs (2 mutations
identifiées) avec azoospermie

M patients avec délétion AZF

patient porteur de 2 mutations
sans azoospermie

H patients négatifs (0 ou 1
mutation) sans azoospermie

Figure 33 Répartition des résultats des analyses du géne CFTR pour infertilité masculine entre 1993 et 2018
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c. Géne ADGRG2

Depuis la mise au point de I'analyse en NGS du géne ADGRG2 au CHRU de Lille en 2017, nous
avons envoyé dix échantillons d’ADN de patients pour cette recherche dans le cadre d’un bilan
d’infertilité masculine par azoospermie obstructive liée a une agénésie bilatérale des canaux

déférents sans respect strict des critéres clinico-biologiques.

Pour huit d’entre eux, aucun variant n’a été mis en évidence. Une analyse est en cours.

Un patient était porteur d’'une mutation responsable d’une protéine tronquée expliquant le
tableau d’azoospermie par ABCD. Il s’agit de la mutation c.1013delC a I’état hémizygote dans

I’exon 16 provoquant un décalage du cadre de lecture.

2. Résultats des analyses de seconde intention pour les

patients avec azoospermie obstructive par ABCD

Dans le cadre d’une infertilité masculine de 1993 a 2018 dans le service de génétique

moléculaire du CHU de Bordeaux, 101 patients ont eu une analyse pour le géne CFTR.

Sur ces 101 patients, 14 patients n’ont pas été retenus car ne présentaient pas d’azoospermie
(Annexe 1). Parmi ces 14 hommes, un patient était porteur d’'une microdélétion du
chromosome Y. Sur les 87 restants, 36 ont eu une recherche positive de mutations du géne
CFTR avec présence de deux variants pathogenes expliquant le phénotype d’agénésie

bilatérale des canaux déférents (Annexe 2).

Parmi les 51 patients restants, ceux présentant des anomalies physiques (Annexe 3) pouvant
expliquer l'azoospermie (cryptorchidie, varicocéle, microcalcifications diffuses, atrophie

testiculaire) ont été exclus soit 11 hommes. Les patients avec anomalies rénales (uropathie,
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rein unique) ont également été écartés, ils étaient au nombre de 4. En effet, lorsqu’une
agénésie rénale est associée a une agénésie bilatérale des canaux déférents, il n’est pas mis
en évidence de mutation du géne CFTR, suggérant un mécanisme physiopathologique
différent [62—64]. Trois patients avec azoospermie mais porteurs de microdélétions du

chromosome Y ont aussi été exclus (Annexe 4).

Parmi les 33 hommes candidats, huit ont été retirés du I’étude car ils avaient soit un volume
de I’éjaculat normal, soit un pH normal ou une biochimie séminale sans anomalie (Annexe 5).
Enfin, les patients dont lindication de I’analyse était peu ou non spécifiée (aucun
renseignement sur les parametres du spermogramme, la biochimie séminale, la clinique et

I’échographie) ont été exclus, soit 17 patients (Annexe 6).
Au total, aprés exclusion des patients ne répondant pas strictement aux critéres d’inclusion,

notre cohorte (Annexe 7) pour les analyses complémentaires de |'azoospermie obstructive

lie a 'agénésie bilatérale des canaux déférents était de huit patients (Figure 34).
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Demandes d’analyse du géne CFTR pour
infertilité masculine (n=101)

Patients ne présentant
pas d’azoospermie (n=14)

Patients présentant une
azoospermie (n=87)

Patient avec 2
mutations CFTR
(n=1)

Patients avec O ou Patient avec
1 mutation CFTR délétion AZF (n=1)
(n=12)

Patients avec O ou
1 mutation CFTR

Patients avec 2
mutations CFTR

(n=51) (n=36)
Patients avec Patients sans Patients avec biologie Patients avec anomalie
délétion AZF (n=3) renseignement (n=17) normale (n=8) associée (n=15)

Patients retenus pour les

analyses complémentaires (n=8)

Figure 34 Diagramme de flux de I'étude
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Les huit patients sélectionnés ont d’abord eu une analyse compléte des séquences codantes
et des séquences introniques flanquantes du gene CFTR par NGS. En effet, les ADN anciens
n’avaient pour la plupart été testés que sur un nombre limité de mutations les plus fréquentes
a I'aide d’anciens kits commerciaux (recherche de 30 mutations par exemple).

Pour un patient, qui était porteur du variant d’épissage ¢.1210-34_1210-6TG[12]T[5] a I'état
hétérozygote, une seconde mutation a été identifiée par le séquencage de nouvelle
génération. Il s’agissait de la mutation c.617T>G présente au niveau de I'exon 6. Cette
mutation est impliquée en pathologie avec des conséquences cliniques variables. La présence
de ces deux variants expliquait le phénotype d’azoospermie obstructive liée a I'agénésie

bilatérale des canaux déférents. Les analyses se sont par conséquent arrétées pour ce patient.

Les sept patients pour lesquels I’'analyse du géne CFTR en NGS n’a pas permis de préciser le
diagnostic ont recu un complément d’analyse. La premiere étape a été I'envoi d’ADN
leucocytaire au CHRU de Lille pour I'analyse du gene ADGRG2. Pour cinq d’entre eux, soit 71%,
aucune mutation n’a été identifiée lors du séquengage par NGS. Un homme (14%) était
porteur de la mutation c.1013delC, située sur I'exon 16, a I’état hémizygote, responsable
d’une absence de synthese de protéine fonctionnelle. Cette mutation expliquait le tableau

clinico-biologique présenté par le patient. L’analyse du dernier patient est en cours.

Les analyses ont été poursuivies chez six patients pour lesquels aucune étiologie n’avait été
retrouvée, incluant le patient en cours d’analyse du géne ADGRG2.

La mutation ¢.1585-9412A>G recherchée par la PCR de I'intron 11, n’a pas été identifiée dans
la population testée.

Il en est de méme pour les mutations introniques c.1680-883A>G, c.1680-886A>G et c.1680-
877G>T situées dans l'intron 12.

La mutation ¢.3469-1304C>G dans l'intron 21 n’a également pas été retrouvée chez nos 6
patients.

La mutation c.3874-4522A>G, située au niveau de 'intron 23 n’a été détectée dans aucun des
échantillons.

Enfin, la PCR Long-range couplée a la PCR nichée de I'intron 18, n’ont pas mis en évidence la

mutation c. 2989-313A>T dans notre cohorte de patients (Figure 35).
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Parmi les huit candidats pour des analyses complémentaires, un patient était donc porteur de
deux mutations du géne CFTR aprés étude du gene en NGS et un homme présentait une
mutation du géne ADGRG2. Aucune mutation intronique profonde du géne CFTR n’a été
identifiée (Figure 36).

L'azoospermie obstructive liée a 'agénésie bilatérale des canaux déférents restait par
conséquent inexpliquée pour les autres patients en attendant le dernier résultat de la

recherche de mutation du gene ADGRG2.
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D. Discussion

Dans le cadre du bilan génétique d’une infertilité d’origine masculine, trois examens peuvent
étre réalisés en génétique moléculaire (microdélétion du chromosome Y, geéne CFTR, gene
ADGRG2) et un en génétique chromosomique, le caryotype. Notre travail a porté sur les 3
analyses moléculaires. La finalité de la premiére partie de I’étude était de faire un bilan des

résultats en biologie moléculaire au CHU de Bordeaux des infertilités masculines.

La recherche de microdélétions du chromosome Y fait partie des analyses de génétique
moléculaire prescrites en présence d’une azoospermie non obstructive ou d’une
oligoasthénotératozoospermie sévere. Elle est cependant souvent demandée quelle que soit
I'origine de I’azoospermie. Entre 2004 et 2018, 589 recherches de microdélétions ont été
effectuées dont 5% positives. Ce chiffre est comparable a la littérature [10]. Les fréquences
des différentes microdélétions ne different pas non plus de la littérature hormis la
microdélétion AZFbc retrouvée a une fréquence légérement plus élevée que dans d’autres
études [10]. Dans la littérature, I’atteinte isolée d’AZFc est la plus fréquente avec un taux
variant de 50 a 80% [10,65]. Dans notre population, elle a été retrouvée dans 52% des cas.
Concernant la micro délétion complete d’AZFbc, elle est présente dans 26% des atteintes
contre 1% a 20% dans d’autres études [10,65]. La délétion partielle gr/gr est responsable a
hauteur de 11% du tableau d’azoospermie dans notre cohorte versus 3 a 5% [66]. Elle n’est
pourtant pas recherchée de maniére systématique dans tous les centres francais. En effet, elle
est considérée par certains comme un polymorphisme. Nous avons eu une atteinte isolée
d’AZFa soit presque 4%. Elle a, par ailleurs, été décrite dans 0.5% a 8% des cas [10,65]. AZFb
était absent dans 4% versus 1 a 8% [10,65]. Enfin, I'atteinte de I'ensemble des loci d’AZF

représente 4% des patients contre 3 a 5% dans la littérature [66].

Le géne CFTR est responsable de mucoviscidose de transmission autosomique récessive mais
est également impliqué dans des pathologies moins séveres. En effet, il s’agit du principal
gene incriminé dans les tableaux d’agénésie bilatérale des canaux déférents chez des hommes

présentant une infertilité par azoospermie obstructive. Il est retrouvé muté sur les deux alléles
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dans pres de 80% des ABCD [42]. L'indication pour I'analyse du géne CFTR repose sur un
diagnostic clinique, biologique et radiologique d’une agénésie bilatérale des canaux déférents.
De 1993 a 2018, sur les 101 demandes, seuls 36 patients étaient porteurs de deux mutations.
Cette différence suggére que dans la majorité des cas, le tableau clinico-biologique n’est pas
suffisamment en faveur d’une ABCD. L’association de la mutation CF ¢.1521 1523delCTT et
de la mutation CFTR-RD ¢.1210-34_1210-6TG[12]T[5] a été identifiée chez 10 des 36 patients
positifs soit 28%, représentant le génotype le plus fréquent dans la cohorte étudiée, ce qui est

conforme aux données de la littérature [62].

L'analyse du géne ADGRG2, de mise en place récente, est un examen de seconde intention.
Elle est a effectuer en présence d’une agénésie bilatérale des canaux déférents lorsque la
recherche de mutation du géne CFTR n’a pas mis en évidence deux mutations et qu’il n’existe

pas d’anomalie rénale associée.

La finalité de la seconde partie de I’étude était de réussir a expliquer une partie des cas non
étiquetés d’agénésie bilatérale des canaux déférents aprés analyse du géne CFTR a partir de
la cohorte des patients infertiles de sexe masculin du CHU de Bordeaux sur la période de 1993

a 2018.

Nous avons donc repris tous les dossiers pour lesquels une analyse du géne CFTR n’a pas
permis de mettre en évidence deux variants pouvant expliquer I’ABCD. En utilisant des critéres
tres stricts, de nombreux patients ont été exclus, réduisant le nombre de sujets dans I’étude.
Cependant, le fait de sélectionner une population de méme phénotype permettait
d’augmenter la probabilité de détecter un géne commun responsable d’agénésie bilatérale

des canaux déférents.

En paralléle, pour un patient sur les huit, I'analyse du gene CFTR datant de 2003 a été reprise
avec la technique NGS, ce qui a permis d’identifier une seconde mutation dans ce géne. Il a
pu ainsi obtenir un diagnostic de certitude et bénéficié d’un conseil génétique sur le risque de
transmission a sa descendance et sur la nécessité d’informer les membres de sa famille afin
gu’ils puissent étre testés pour ces mutations. Pour les autres patients, aucune mutation

supplémentaire du géne n’a été retrouvée lors du séquencage de nouvelle génération.
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Sur les sept candidats restants dans notre étude, un patient était porteur d’'une mutation du
geéne ADGRG2 soit 14% en sachant qu’une analyse parmi les sept est en cours. Ceci est
concordant avec I'étude francaise [46] qui retrouve quatre patients atteints sur les 26
analysés. Le patient porteur d’'une mutation du géne ADGRG2 a également été adressé aux
conseillers en génétique pour lui expliquer les conséquences sur la descendance. En effet, le
gene se situant sur le chromosome X, la mutation sera systématiquement transmise a ses
filles qui seront conductrices. Les enfants de sexe masculin de ces derniéres auront un risque

de 50% d’hériter de la mutation responsable d’une ABCD isolée.

L’analyse des deux geénes connus dans les ABCD a conduit a 25% d’élucidation dans la
population de patients bordelais (2 patients sur 8). Il serait intéressant, en prenant la méme
population ciblée, d’identifier de nouveaux génes candidats. Il est admis que le génome
humain est composé de I'ordre de 3 milliards de paires de bases. Les exons ne représentent
gu’environ un pour cent du génome, pourtant on y trouve la majeure partie des mutations
connues (85%). Le Whole Exome Sequencing ou WES est le séquengage haut débit de
I’ensemble des séquences codantes du génome, aussi appelé exome. Cette analyse, a partir
d’une tres faible quantité d’ADN extrait des leucocytes sanguins, permet d’obtenir un exome
de maniére rapide et de le comparer de maniére bio-informatique a la séquence de référence
pour filtrer des variations potentiellement pathogenes. Les données générées sont traitées de
maniére bio-informatique par des logiciels d’interprétation. L'ensemble nécessite des
capacités de stockage importantes. Cette technique est tres utilisée pour identifier des génes
candidats. L’autre technique récente et plus exhaustive est le Whole Genome Sequencing ou
WGS qui correspond au séquencage de I'ensemble du génome, c’est-a-dire les séquences
codantes, les exons et les séquences non codantes, les introns au sein des génes et également
les séquences intergéniques. Des variations entrainant des altérations de I’expression de
genes ayant été identifiées en dehors des séquences codantes, le WGS apparait essentiel pour
avancer dans l'identification de nouvelles mutations. L'interprétation reste cependant
délicate et ce séquencage, WES ou WGS n’est, pour I'instant, pas utilisé en diagnostic clinique
pour l'azoospermie au CHU de Bordeaux. Ces deux techniques sont des perspectives a
envisager. En effet, il serait intéressant d’étudier '’ensemble des genes afin d’en déduire un
possible profil mutationnel spécifique de la population d’hommes infertiles. Toutefois, cela

implique des co(ts bien plus élevés et une mise en place plus difficile. Outre les inconvénients
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économiques et organisationnels, il faut aussi considérer les aspects éthiques liés a la

découverte d’évéenements secondaires et d’évenements non recherchés.

Les difficultés d’interprétation de nombreux variants nouveaux sont également a prendre en
considération. En effet, les variations situées entre autres dans les séquences non codantes
sont souvent de signification indéterminée et de conséquences trés variables. Les logiciels
d’interprétation sont des aides mais ne donnent que des prédictions, seules des analyses
fonctionnelles peuvent confirmer le caractere délétére d’un variant. Elles ne sont pour la
plupart développées que dans des laboratoires de recherche et leur transfert en contexte

hospitalier reste limité actuellement.

De plus, pour étre a méme d’interpréter correctement I'implication d’'un nouveau géne dans
le phénotype d’agénésie bilatérale des canaux déférents, il est important d’étudier la
physiopathologie. Les quelques données recueillies sur des analyses de deux foetus masculins
décédés suite a une interruption médicale de grossesse liée au diagnostic anténatal de
mucoviscidose, fait état de la présence des canaux déférents jusqu’a 18 semaines

d’aménorrhée [67].

De récents travaux sur les nouvelles molécules disponibles dans le traitement de la
mucoviscidose, ont, par ailleurs, fait état d’une réversibilité de la fonction pancréatique lors
de lintroduction précoce du traitement par Ivacaftor chez des enfants atteints de
mucoviscidose agés de 12 a 24 mois [68]. Ceci laisse supposer l'idée d’une possible
réversibilité de I'atteinte des canaux déférents qu’il est nécessaire d’étudier. Si cela s’avérait
possible, les hommes atteints de mucoviscidose retrouveraient une fertilité probablement

normale. Le recours a "assistance médicale a la procréation ne serait plus systématique.

Enfin, des études sur des modeles animaux ont montré que les furets, dont le géne CFTR a été
invalidé, présentaient une dégénérescence ou une absence des canaux déférents a la
naissance, tout comme des porcs mutés pour lesquels les canaux déférents étaient
partiellement ou totalement en atrésie en période néonatale.

Les analyses cytologiques et histologiques des canaux déférents montraient des anomalies

tissulaires, notamment des plages de tissus fibreux ainsi qu’une sécrétion d’anions, induite
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par 'AMP cyclique, insuffisante pour prévenir les mécanismes responsables d’anomalies
anatomiques du tractus génital masculin. La théorie de la régression des canaux déférents liée
a une accumulation de mucus a été infirmée dans I'étude des porcs. En effet, il n’y avait pas
de différence de quantité de mucus dans les canaux déférents entre les porcs sauvages et les
porcs mutés [69, 70]. Ceci ameéne a réfléchir sur de nouvelles approches physiopathologiques
et sur l'implication de nouveaux genes. Chez les souris, de nombreux génes associés a
I'infertilité masculine sont connus, notamment des génes intervenant durant la méiose au
cours de la spermatogéneése. Le géne SYCP3 code pour la protéine du méme nom, liée a I’ADN
et appartenant au complexe synaptonémal permettant I'appariement des chromosomes
homologues lors de la premiére division de la méiose dans les cellules germinales. Ce
complexe est composé de deux autres protéines de la méme famille : SYCP1 et SYCP2. Ces
trois genes n’étant exprimés chez la souris que dans les testicules et les ovaires sont
considérés comme spécifiques des cellules germinales. Des résultats suggérent que SYCP3 est
essentiel dans la spermatogénése [71]. En effet, il a été montré qu’une souris male
homozygote pour une mutation de ce gene était stérile par destruction massive de cellules
germinales dans les testicules lors de la prophase de la méiose. Chez ces souris males
porteuses du géne déficient, le complexe synaptonémal ne se forme pas, ne permettant donc
pas |’appariement des chromosomes homologues provoquant ainsi un arrét de la méiose [72].
Devant la découverte de I'importance de la protéine SYCP3 dans la fertilité chez les souris, des
travaux ont été réalisés dans la population humaine. Le géne composé de neuf exons, se situe
sur le chromosome 12. L'expression du géne a été retrouvée exclusivement au niveau
testiculaire chez les hommes comme cela est le cas chez les souris males. Une mutation non-
sens (643delA) a été observée chez des hommes infertiles présentant une azoospermie non
obstructive. Sur leur biopsie testiculaire, aucune cellule post-méiotique n’a été retrouvée. Le
diagnostic retenu était celui d’un arrét précoce et complet de la maturation de la
spermatogénése. La mutation 643delA a |’état hétérozygote a donc un effet négatif dominant
sur l'alléle sauvage. Cependant, des études postérieures réalisées par d’autres équipes ne
retrouvent pas d’association probante entre la présence d’une mutation du géne SYCP3 et un
arrét de la méiose lors de la spermatogéneése chez ’lHomme [73]. De nouvelles investigations

sont nécessaires afin de comprendre le réle du géne dans l'infertilité masculine.
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Contrairement au phénotype d’agénésie bilatérale des canaux déférents qui est trés souvent
expliquée par des atteintes du géne CFTR, une grande part des azoospermies non obstructives
sont encore sans diagnostic étiologique. Un important travail reste a faire dans le diagnostic
étiologique de l'infertilité masculine. A titre d’exemple, il a récemment été montré que les
champs d’investigation du chromosome Y restaient larges. En effet, le séquencage de celui-ci
permet d’étudier I'’évolution humaine et de mettre en évidence des génes intervenant dans

des pathologies vasculaires ou neurologiques [74].
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IV. Conclusion et Perspectives

La génétique et I'assistance médicale a la procréation sont intimement liées. La génétique est
une cause importante d’infertilité et une prise en charge en AMP est souvent nécessaire pour

les patients atteints de pathologies génétiques.

Dans le cadre de la découverte d’'une azoospermie, un bilan génétique est indispensable.

Selon le caractére obstructif ou non, les analyses different.

Devant une azoospermie d’allure obstructive avec un bilan en faveur d’une agénésie bilatérale
des canaux déférents, il est essentiel de rechercher en premiére intention des atteintes du
géne CFTR car ces dernieres sont retrouvées dans 80% des tableaux typiques dans les
populations d’origine caucasienne. Cependant, cette incidence est nettement plus faible dans
les pays asiatiques suggérant [’existence d’autres mécanismes physiopathologiques

responsables du méme phénotype.

Le géne ADGRG2 a été découvert en 2016 par les équipes lilloise et toulousaine [46] a la suite
d’un séquencage de nouvelle génération. L'exome a été réalisé chez des patients avec le
phénotype d’agénésie bilatérale des canaux déférents mais n’ayant pas deux mutations du
gene CFTR pour expliquer le tableau. Le gene ADGRG2 faisait partie des génes potentiellement
candidats identifiés dans I'’étude. C'est le caractere spécifique de son expression au niveau des
canaux efférents qui a permis de l'incriminer dans les phénotypes d’ABCD. Il est désormais
intéressant de demander son analyse en seconde intention, apres recherche exhaustive des

mutations du géne CFTR.

Les mutations introniques profondes nouvellement décrites du gene CFTR n’ont pas été, pour
I’heure, identifiées dans la population d’hommes infertiles. La mise en place en pratique
courante de cette recherche pourrait permettre d’expliquer quelques agénésies bilatérales

des canaux déférents, en fonction de I'origine géographique des patients.
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D’autre part, lors de la découverte d’anomalies génétiques, une prise en charge avec un
conseil génétique est essentielle. Il est important d’expliquer au couple les risques qu’il peut
exister pour leur descendance. L'information est aussi capitale pour les membres de la famille.
Lorsque le ou les membres du couple ne souhaite(nt) pas transmettre I’anomalie, il peut leur
étre proposé une prise en charge en assistance médicale a la procréation avec un diagnostic

préimplantatoire.

La prise en charge en AMP pour les patients dont I'infertilité est expliquée par une agénésie
bilatérale des canaux déférents est soumise a la méme réglementation que les couples sans
atteinte génétique. Selon le bilan clinico-biologique, il peut étre proposé au couple la
réalisation d’une ponction testiculaire pour extraction de spermatozoides dans le cadre d’une
fécondation in vitro par ICSI en AMP intraconjugale, une insémination intra utérine ou une
fécondation in vitro avec sperme de donneur. La derniére technique proposée est I’accueil
d’embryon dans des cas particuliers, notamment une insuffisance ovarienne prématurée

associée ou une pathologie génétique chez la conjointe.

Depuis janvier 2019, le plan France Médecine Génomique 2025 a été ouvert pour la recherche
génétique de l'insuffisance ovarienne primitive par séquencage du génome dans la pratique
clinique. Elle fait partie des douze préindications retenues par la Haute Autorité de Santé.
L'infertilité est donc un probléme de Santé Publique au cceur des préoccupations de la classe
politique caril concerne I’ensemble de la société et a long terme |'avenir de I’espéce humaine.
Cette actualité permet d’espérer un engouement similaire pour le développement de la

recherche en génétique dans le cadre des infertilités masculines.

Les perspectives ouvertes par le séquencage haut débit et le séquencage de long fragment
d’'une molécule d’ADN, permettant le reséquencage du chromosome Y font envisager des
nouvelles informations sur la séquence et la structure des répétions et des palindromes, et de

nouvelles anomalies a explorer chez les patients infertiles restant sans diagnostic étiologique.

Enfin, le diagnostic sera peut-étre posé a partir d’'un dosage d’acides nucléiques circulants. lls
comprennent les micro-ARNs et I'ADN libre. Ce dernier correspond a des molécules d’ADN

double brin, présentes sous différentes tailles de fragments. Ces fragments proviennent du
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relargage d’ADN mitochondrial ou nucléaire liés a des phénomeénes apoptotiques ou
nécrotiques cellulaires. Les micro-ARNs correspondent a de trés petites séquences non
codantes d’ARN simple brin qui régulent I'expression des génes en interférant avec les ARNm
cibles [75].

Les acides nucléiques circulants sont choisis comme biomarqueurs non invasifs diagnostiques
et pronostiques car ils se détectent facilement dans les liquides de I'organisme. A l'instar de
biomarqueurs utilisables pour I’évaluation de la réserve ovarienne chez la femme, certains
marqueurs permettraient de détecter des anomalies de la spermatogénése chez ’'homme,
notamment I’ADN libre séminal. Il a été mis en évidence pour la premiére fois en 2004 par une
équipe américaine [76]. La concentration d’ADN libre dans le plasma séminal semble plus
élevée dans le cadre d’une azoospermie [77]. Il a été démontré que des micro-ARNs
intervenaient au cours de la spermatogenése des mammiféres [78] notamment en régulant
les mécanismes post-transcriptionnels [79]. Or différentes études ont permis la mise en
évidence d’une variation de I’expression de certains micro-ARNs dans le plasma séminal ainsi
gue dans le sperme total de patients avec une azoospermie non obstructive, en comparaison
a une population d’hommes fertiles. En effet, une étude [80] a montré une diminution
significative de la concentration de 7 micro-ARNs dans le plasma séminal de patients avec
azoospermie par rapport au groupe controle. Parmi eux, miR-34c, impliqué dans la
spermatogenése chez la souris, est produit spécifiquement dans les cellules germinales aux
stades tardifs de la méiose [81]. Dans deux autres études [82,83], I'expression de 5 micro-
ARNs était augmentée dans le tissu testiculaire parallélement a leurs concentrations dans le
plasma séminal. Il s’agit en particulier de let7-a appartenant a la famille représentant la plus
grande quantité de micro-ARNs dans les testicules (80% des micro-ARNs totaux au niveau de
testicules pré-pubéres chez des souris) [84].

Ces biomarqueurs représentent une perspective d’avenir intéressante pour la prise en charge
diagnostique et thérapeutique de l'infertilité masculine. lls permettent d’envisager de
nouveaux tests dits « compagnons » et sont des cibles possibles pour des futurs traitements

régulant leur expression.
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