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THE IONOPHORE A 23187. A 
PENETRATION TEST FOR SPERM 
BEFORE IVF ? The acrosomic status of 
spermatozoa prepared for IVF has been 
evaluated by means of immunofluorescence 
test from Fenichel and Hsi using calcium A 
23187 ionophore as inductor of acrosome 
reaction (AR). The spontaneous AR remains 
slight, even after 6 hour-incubation in 
Menezo B2 (6,8 + 2,7%). The response to 
ionophore, moderate before (11,2 + 9%), 
frankly increases after a 6 h-capacitation 
(28,9 + 8,3%) in a group of 25 IVF couples 
(tubal indication, normal semen, positive 
fertilization). Nevertheless, it remains slight 
or null in 4 cases of unexplained repeated 
failure of fertilization. The response to 
ionophore A 23187 allows to explore the 
kinetics of capacitation of spermatozoa and 
their ability to perform AR. Its significance in 
terms of fecondance remains to be precised. 
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INTRODUCTION 
Les param~tres classiques du spermogramme se 
sont av6r6s insuffisants pour appr6cier la 
f6condance des spermatozoi'des et pour expliquer 
certains 6checs de la f6condation in vitro (7). La 
RA constitue une 6tape clef de la f6condation 
comme le sugg~re l'absence de f6condance des 
spermatozo'l'des microc6phales sans acrosome 
(8). Cette exocytose cellulaire calcium- 
d6pendante a 6t6 relativement peu 6tudi6e d'un 
point de vue clinique pour deux raisons 
essentielles : l'absence d'un test simple et fiable 
d'6valuation du statut acrosomique et l'incertitude 
quant h l'inducteur physiologique de la RA. 
R6cemment Aitken (1) a propos6 l'utilisation du 
calcium ionophore pour am61iorer le test de 
p6n6tration crois6 du hamster et Byrd et al (2) ont 
montr6 que la rdponse a ce ionophore qui 
d6clenche la RA en provoquant une entrde 
massive de calcium intra-cytosolique, d6pendait 
de la capacitation pr6alable. 

Nous avons utilis6 cette propri6t6 pour explorer 
de faqon syst6matique les spermes pr6par6s pour 
FIV afin de relier la RA avec et sans ionophore ~t 
la f6condance constat6e. L'6valuation du statut 
acrosomique s'est faite ~ l 'aide d'un test 
d'immunofluorescence (3) bas6 sur l'utilisation 
d'un anticorps monoclonal dirig6 contre 
l'acrosome. 

MATERIEL ET METHODES 
Les spermatozo'fdes test6s ont 6t6 issus des 
recueils r6alis6s le jour de la tentative de FIV. I1 
s'agissait d'indications tubaires avec spermo- 
gramme consid6r6 comme normal ou d'un 
groupe avec non f6condance r6p6t6e inexpliqu6e 
impliquant un spermogramme normal, un test de 
Htihner positif et l'absence d'anticorps anti- 
spermatozoides dans le plasma f6minin. Apr~s 
s6paration du liquide s6minal par centrifugation- 
lavage darts du milieu de Tyrode et migration 
ascendante dans du B2 de M6n6zo l/2h, les 
spermatoz6fdes r6cup6r6s dans le surnageant ont 
6t6 divis6s en deux parties ; l'une a permis 
l'ins6mination des ovocytes dans les trois heures 
suivant le recueil et l'autre pattie a 6t6 plac6e 
l'6tuve h CO 2 (5%) ~ 37~ pendant 6h pour 
permettre la capacitation. La RA a 6t6 ensuite 
provoqu6e par le calcium (A23187 free acid, 
Sigma), 10pM dans B2 pendant une heure. 
Le statut acrosomique avec et sans ionophore a 
6t6 appr6ci6 par le test de F6nichel et Hsi (3) 
l'aide de la cytofluorom6trie. I1 s'agit d'un test 
d'immunofluorescence indirecte utilisant la 
propri6t6 de l'anticorps monoclonal de souris 
GB24 de r6agir avec la membrane interne de 
l'acrosome (4). Seuls les spermatozoides ayant 
r6alis6 la RA exposent l'antig~ne. Ce test est 
pratiqu6 sur des spermatozoides vivants en 
suspension (3). Le r6sultat est exprim6 en 
pourcentage de spermatozofdes marqu6s. 

RESULTATS 
La RA spontan6e (fig.l) reste faible avant (4,4 + 
2%) et apr~s 6h d'incubation dans B2 (6,8 + 
2,7%).La r6ponse h A23187 mod6r6e avant 
incubation (11,2 + 9), s'am61iore nettement apr~s 
6h (28,9 + 8,3%). Cette sensibilisation semble 
li6e h la capacitation darts le B2 puisqu'elle est 
nettement plus faible (19 + 5,6%) si l'incubation 

a lieu dans un tampon phosphate (PBS) sans 
calcium ni albumine (fig.2). Cette stimulation de 
la RA par A23187 apr~s 6h d'incubation dans le 
B2, a toujours 6t6 nette avec une population 
inductible (RA induite moins RA spontan6e) 
6gale ~t 21,5 % + 5,3 darts un groupe de 25 
conjoints FIV avec f6condation positive. Par 
contre l'exploration de 4 cas de non f6condance 
r6p6t6e inexpliqu6e (Tab.l) a r6v616 une r6ponse 
faible ou nulle ~t A23187 (population inductible 
<10 %), le test ayant 6t6 compar6 ~ chaque fois 
un t6moin fertile. Le test de p6n6tration crois6 
dans l'ovocyte d6p611ucid6 de hamster r6alis6 
dans deux de ces cas au laboratoire de Biologie 
de la Reproduction de BicStre, s'est av6r6 
totalement n6gatif. 

TABLEAU 1 : STATUT ACROSOMIQUE DANS 4 CAS 
DE NON FECONDANCE REPI~TI~E INEXPLIQ~E 

Dur6ede Spermogramme FIV R6action 
l'infertilit6 acrosomique 

N ann6e N % Fr % FM Cycles 0vocytes % 
-A23187+ 

1 7 110 45 50 3 9 7 8 

2 4 145 70 50 3 13 15 25 

3 5 60 60 40 5 12 4 9 

4 6 65 40 45 5 9 14 I7 

DISCUSSION 
Parmi les diff6rentes sondes fluorescentes qui ont 
6t6 propos6es r6cemment (5) pour 6valuer le 
statut acrosomique et qui donnent une appr6- 
ciation moins ambigiie que les colorations 
cytochimiques classiques comme la r6action de 
Talbot, le test de F6nichel et Hsi (3) permet de 
donner de faqon simple et rapide un signal positif 
de la RA sur des spermatozoi'des vivants en 
suspension. A l'aide de ce test et dans des 
conditions de pr6paration des spermatozo'fdes 
pour FIV, nous avons pu v6rifier que le taux de 
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FIGURE 1 : Taux de r(action acrosomique spontan~e (-) et induite par 
A23187 (+) avant et aprks 6h d'incubation clans du B2 de MENEZO. 
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FIGURE 2 .' Taux de rfaction acrosomique spontan~e (-) et induite par 
A23187 (+) aprks 6h d'incubation dans du PBS (tampon phosphate 
saIin) ou du B2 de MENEZO. 

RA spontanEe restait faible m~me aprbs 
capacitation dans le B2, permettant de 
comprendre sa faible valeur pronostique dans le 
cadre de la FIV (10). Par contre, le recours au 
ionophore calcique A23187 constitue une 
vtritable exploration dynamique (6) de la 
fonction acrosomique, permettant d'approcher 
indirectement la capacitation (2). La rtponse au 
ionophore est en effet dEpendante du temps de 
prd-incubation dans le milieu capacitant comme 
le B2. I1 n'existe jusqu'h prtsent aucun moyen 
direct de mesurer cette capacitation et son temps 
moyen bien que tr~s variable dans l'esp~ce 
humaine qui a 6t6 6valu6 h 6h par Perreault et 
Rogers (9) ~ l'aide du test de ptn~tration croiste. 
Une absence de rdponse au ionophore apr~s 6h 
dans le B2, pourrait signifier une tendance h 
capaciter lentement ou une anomalie dans la 
cha~ne des 6v~nements qui font suite ~t l'entrte 
massive de calcium dans la cellule et qui 
conduisent ~ la RA. 

Le calcium ionophore ne constitue pas une 
mtthode physiologique pour induire la RA bien 
que celle-ci soit identique que le plan 
ultrastructural (11) et que la ptnttration des 
ovocytes dtpellucidts de hamster soit possible 
(1). L'identification des substances actives lors 
de la RA physiologique au niveau du liquide 
folliculaire, des cellules du cumulus et de la zone 
pellucide permettra probablement de remplacer le 
ionophore avantageusement. En attendant, il 
semble int6rressant d'inclure le test au ionophore 
dans la batterie d'examens rtalists en cas de non 

ftcondance inexpliqu6e et qui ont pour but de 
vtrifier les difftrentes fonctions du sperma- 
tozoide. Sa signification en terme de ftcondance 
reste nEamnoins ~ prtciser. 
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R E S U M E :  Le statut acrosomique des 
spermatozoides prtparts pour FIV a 6t6 6valu6 
par le test d'immunofluorescence de Ftnichet 
et Hsi avec comme inducteur de la rtaction 
acrosomique (RA), le calcium ionophore 
A23187. La RA spontante reste faible m~me 
apr~s 6h d'incubation dans le B2 de Mtntzo 
(6,8 + 2,7%). La rtponse au ionophore, 
modtr te  avant (11,2/9%), augmente 
franchement apr~s 6h de capacitation 
(28,9+8,3%) dans un groupe de 25 conjoints 
FIV (indication tubaire, spermogramme 
normal, ftcondation positive). Par contre, elle 
demeure faible ou nulle dans 4 cas de non 
ftcondance rfpttfe inexpliqute. La rtponse au 
ionophore A23187 permet d'explorer la 
cinttique de la capacitation des sperma- 
tozoides et leur aptitude h rtaliser la RA. Sa 
signification en terme de ftcondance reste 
prtciser. Mots elts: spermatozoides, fonction 
acrosomique, Ca A23187 ionophore, ftcon- 
dation in vitro. Andrologie, 1991,1:15-16 
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