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i , i  

Les cellules de Sertoli jouent un r61e crucial au 
cours  de la d i f f~ renc ia t ion  g e r m i n a l e  chez 
l 'homme. Les ~changes complexes de signaux 
entre  celles-ci et les cellules germinales  sont 
encore  peu connus .  Un sys t~me  de cu l tu re  
p e r m e t t a n t  la d i f f~ renc i a t i on  g e r m i n a l e  
facil i terai t  la comprehension des interactions 
entre cellules germinales et cellules de Sertoli, 
et, au-del~, des m~canismes mol~culaires de la 
di f f~rencia t ion germina le .  P lus ieurs  lign~es 
cellulaires d'origine testiculaire ont ~t~ d~crites 
m a i s  a u c u n e  d ' e n t r e  e l les  ne p e r m e t t a i t  
l 'accomplissement in vitro des ~tapes essentielles 
de la d i f f~renc ia t ion  g e r m i n a l e  : m~iose et 
r e c o m b i n a i s o n s  g~n~t iques ,  c o n d e n s a t i o n  
nucl~aire et spermiogen~se. 

Les au teurs  ont ~tabli des lign~es cellulaires 
pe rmanen tes  ~ par t i r  du t issu test iculaire de 
souris transg~niques, exprimant l'antig~ne T du 
polyomavirus dans leurs cellules de Sertoli et 
dans leurs cellules germinales. La lign~e 15P-1 a 
~t~ ~ tab l i e  ap r~s  e n s e m e n c e m e n t  d 'une  
suspension de cellules testiculaires d'un m~le 
~g~ de 6 mois, ~ge o/1 la fonction testiculaire est 
encore normale. Les lign~es 45T-1 et 68T-1 ont 
6t~ ~tablies ~ part ir  de tumeurs testiculaires se 
d~veloppant chez les m~les ages de 15 ~ 20 mois. 

Toutes les lign~es exprimaient la prot~ine T du 
p o l y o m a v i r u s .  El les  ont  ~t~ cul t iv~es  dans  
c e r t a i n s  cas p e n d a n t  plus  d 'un  an s ans  
modification apparente de leurs propri~t~s. 

Une  p a r t i e  des ce l lu les  de ces c u l t u r e s  
pr~sentaient les caract~ristiques cytologiques et 
ultrastructurales des cellules de Sertoli. 

L'~tude des transcrits (par Northern blot et RT- 
PCR (1)) de deux g~nes normalement  exprim~s 
par  les cellules de Sertoli des souris adultes,  
WT1 et Steel (2), a montr~ qu'ils ~taient exprim~s 
dans les trois lign~es. 

Les lign~es cellulaires avaient  une capacit~ de 
phagocytose in vitro (test  aux billes de latex) 
comparable ~ celle de macrophages en culture 
primaire (la phagocytose est aussi une propri~t~ 
des cellules de Sertoli). 

Enfin et surtout, les lign~es cellulaires ont ~t~ 
t e s t~es  pour  l eu r  capac i t~  ~ s u p p o r t e r  la  
diff4renciation de cellules ge rmina les  en co- 
culture. 

Les cellules germinales co-cultiv~es provenaient 
de souris t ransg~niques  chez lesquelles la B- 
galactosidase d 'Escher ichia  Coli, synth~tis~e 
sous  le contrSle  du p r o m o t e u r  P r m - 1 ,  
s ' a c c u m u l a i t  dans  les s p e r m a t i d e s  et  les 
s p e r m a t o z o i d e s .  Ces ce l lu les  g e r m i n a l e s  
diff~rents stades de diff~renciation, ont ~t~ co- 
cultiv~es avec les cellules 15P-1. 

La d~tection histochimique de la B-Galactosidase 
apr~s un et cinq jours de coculture (J1 et J5) a 
mis en ~vidence une augmentat ion importante  
des cel lules  pos i t ives  (bleues).  Les cel lules  
bleues, en aggr~gats autour des cellules 15P-l, 
avaient les caract~ristiques morphologiques des 
spermatides et des spermatozoi'des flagell~s. 

La mesu re  de la quan t i t~  d 'ADN/cel lu le  en 
cytom~trie de flux apr~s incorporation d'iodure 
de propidium, montrait  une augmentation de la 
population cellulaire haplo'/de entre J1 et J5. 

I1 s ' a g i s s a i e n t  e n s u i t e  de v~r i f i e r  si 
l 'augmentation des cellules haplo~des entre J1 et 
J5 provenait  uniquement  de la matura t ion  de 
cellules d~j~ engag4es dans la m~iose, ou si elle 
p r o v e n a i t  au s s i  de ce l lu les  en d iv i s ions  
pr~m~iotiques.  De la thymid ine  tri t i~e a ~t~ 
ajout~e pendan t  les 48 p remie res  heures  de 
coculture. Les cultures ~taient fix~es 5 jours plus 
tard et autoradiographi~es. I1 a ~t~ observ~ une 
a c c u m u l a t i o n  de g ra ins ,  non s e u l e m e n t  au 
dessus des noyaux des cellules 15P-1 mais aussi 
sur  un cer tain nombre de noyaux de cellules 
germinales, dont quelques uns ~taient d~j~ en 
cours de compaction nucl~aire. I1 s 'agissait  de 
cellules non encore engag4es dans la m~iose en 
d~but de coculture, ayant incorpor~ la thymidine 
t r i t i~e  p e n d a n t  l eur  syn th~se  d 'ADN (48 
premiere heures de culture), qui etaient ensuite 
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entr~es  en m~iose et  dont  ce r ta ins  s '6 ta ien t  
diff~renci~es jusqu'au stade de spermatide. 

En co -cu l t i van t  les cel lules  15P-1 avec des 
cellules ge rmina les  de souris  t ransg~niques  
m~les Prm-LacZ , soit ages de 7-10 jours (stades 
pr~m~iotiques seulement),  soit ages de 10-12 
jours (stades m~iotiques tardifs), les auteurs ont 
montr~ que les pr~curseurs  immatu res  ne se 
diff~renciaient pas en spermatides allong~es ni 
en spermatozoides flagell~s pendant les 10 h 12 
jours de culture (d~lai maximum autoris~ par les 
conditions de culture). 

L ' e x p r e s s i o n  de P rm-1 ,  m e s u r ~ e  soi t  p a r  
l 'activit~ ft-galactosidase du transg~ne Prm-1- 
LacZ, soit par le dosage en PCR competitive des 
transcrits Prm-1, a permis l'identification de la 
fin de la m~iose lors de l'initiation de l'expression 
de Prm-1. Ce stade est atteint  apr~s un temps 
ident ique  de cocul ture  (environ J4), que les 
cellules germinales  soient pr~lev~es chez des 
souris de 10 ou de 18 jours. Ceci sugg~re que 
dans  les tes t icules  de 18 jours,  off cer ta ines  
ce l lu les  ont  p r e s q u e  achev~ l e u r  m6iose ,  
seu lement  les cellules germinales  h u n  s tade 
pr~mitotique d~fini ~tablissent une association 
avec  les ce l lu les  15P- l ,  p e r m e t t a n t  l eu r  
diff~renciation ult~rieure en culture. De plus, 
d 'apr~s la cin~tique de l ' ac t ivat ion de Prm-1 
dans les cocultures avec les cellules germinales 
p r~m~io t iques  ( p r o v e n a n t  des t es t i cu les  de 
souris de 10 jours), la dur~e de la m~iose in vitro 
apparai t  comparable h celle in vivo. 

D'autre part,  le franchissement de la m~iose a 
~t~ mis en ~vidence par la d~tection des cellules 
haploides par  cytom~trie en flux (cellules des 
tes t icu les  de 18 jours)  ou pa r  cytom~tr ie  en 
image (cellules des test icules  jeunes  de 9-10 
jours). 

C o m m e n t a i r e s  (S. ROUSS~AUX ET B. SELE) 

Il s'agit de la mise au point d'un syst~me de co- 
cu l ture  chez la sour i s  p e r m e t t a n t  la 
diffdrenciation germinale in vitro. 

Ce travail est remarquable tant par sa rigueur 
que par  les perspectives nouvelles qu'il ouvre 
pour l~tude de la gamdtogen~se. 

Jusqu'& prdsent, aucune lignde ceUulaire n'avait 
dtd ddcrite, qui permettai t  la gamdtogen~se in 
vitro. Les auteurs ont dtabli une lignge ceUulaire, 
15P-1, ~t p a r t i r  de tes t icu les  de souris  
t ransgdn iques  e x p r i m a n t  la protd ine  du 
polyomavirus dans l'dpithdlium sdminal. En co- 

culture, ces ceUules s'associent ~t une fraction des 
ce l lu les  g e r m i n a l e s ,  don t  des p rdcur seur s  
prdmdiotiques, et autorisent leur maturation en 
cellules haplo~des diffdrenciges. 

Les dtudes moldculaires de la lignde apparaissent 
r igoureusement choisies et menges. La lignge 
15P-1 exprime deux g~nes, WT1 et Steel, dont 
l'association est caractdristique des cellules de 
Sertoli. Afin de mieux cerner leur rSle dans la 
gamdtogen~se, les auteurs ont le projet d~tudier 
les variations quantitatives de l'expression de ces 
deux g~nes ainsi que l'expression d'autres g~nes 
des cellules de Sertoli diffdrencides. 

Comme  le fon t  r e m a r q u e r  les au t eur s ,  les 
conditions de culture pour une diffdrenciation 
complete des spermatozo[des sont ~t optimiser. 
Il semble paradoxal d'observer qu'en coculture 
avec 15P-1,  les p r d c u r s e u r s  diplo~'des de 
t e s t i c u l e s  i m m a t u r e s  p e u v e n t  f r a n c h i r  la 
mdiose mais  ne peuven t  pas  progresser  p lus  
loin vers la spermiogen~se, comme le font les 
cel lules  germina le s  p r o v e n a n t  de tes t icules  
matures. 

Ndanmoins, ce syst~me de diffdrenciation est un 
module expgrimental qui pourra servir de base ~t 
l 'analyse  des mdcan i smes  moldcula i res  qui  
con trS len t  la d i f fd renc ia t ion  g e r m i n a l e  : 
rdgula t ions  t r a n s c r i p t i o n n e l l e s  et post -  
transcriptionnelles, interactions entre cellules 
germinales et cellules de Sertoli. 

Des expdriences prdliminaires mentionndes par  
les auteurs ont montrd que des g~nes rapporteurs 
pouvaient  ~tre transfectds par  ~lectroporation 
dans des cellules testiculaires et qu'ils dtaient 
ensu i te  expr imds  en cul ture .  La mesure  de 
l'expression de ces g~nes rapporteurs induite par 
des p r o m o t e u r s  mutds  p o u r r a i t  p e r m e t t r e  
l 'analyse des s~quences con t r f lan t  les ~tapes 
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles. La 
transfection de ces cellules avec un A R N  antisens 
permet trai t  d'analyser la fonction du produi t  
d'un g~ne donn& De plus, dans ce syst~me de 
culture in vitro, il semble possible d'identifier les 
s i gnaux  spdci f iques  imp l iquds  dans  la 
reconnaissance des cellules germinales par  les 
ce l lu les  de Sertol i .  Par  exemple ,  d 'au t res  
rdsu l ta t s  p r d l i m i n a i r e s  ont  montrd  que la 
prd incubat ion  des cel lules  g e r m i n a l e s  d 'un  
testicule adulte avec un anticorps monoclonal qui 
bloque le rdcepteur c-Kit emp~chait compl~tement 
leur attachement aux cellules 15P-1 dans les co- 
cultures. 
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Ce systbme de diffdrenciation gamdtique in vitro 
offre la possibilitd d~tudier les rndcanismes qui 
sont d l'origine de la diversitd gdndtique, comme 
p a r  exemple  ceux de la recombina i son  
homologue. 

Enfin,  les auteurs  dvoquent, dans un avenir 
lointain, la possibilitd d'utiliser ce syst~me de 
culture cellulaire a des fins de transgen~se. Cette 
dventualitd suppose que les noyaux spermatiques 
diffdrencids dans ce syst~me puissent ~tre utilisds 
pour la fdcondation, ce qui n'a pas encore dtd mis 
en dvidence. 

Notes : 

(1) RT-PCR : Technique associant la transription 
inverse des ARN messagers suivie de l'amplification de 
I'ADN compldmentaire de l'un de ces messagers par 
rdaction de polymdration en chaine. 

(2) WTI, dont la mutation chez l'homme est 
responsable de la susceptibilitd familiale aux tumeurs 
de Wilms, est transcrit dans le rein embryonnaire et, 
chez la souris, dans les cellules de Sertoli chez le m~le 
et les cellules de la :ranclosa chez la femelle. Steel 
code pour le liga,~.6 ~! un rdcepteur prdsent dans les 
spermatogonies. 

ooo 

Meiose dans les cellules germinales 
XXY : d t u d e  de  543 e a r y o t y p e s  de  sper-  

m a t o z o i d e s  c h e z  u n  p a t i e n t  p o r t e u r  
d 'u n e  m o s a i q u e  XY/XXY 

COZZI J., CHEVRET E., ROUSSEAUX S., PELLETIER 
R., BENITZ V., JALBERT H., SELE B. 

Laboratoire de Biologie de la Reproduction et Cyto- 
gdndtique, Facultd de Mddecine, 38000 Grenoble 

Human Genetics, 1994, 93:32-34 

I N T R O D U C T I O N  

Les quelques dtudes de mdiose concernant des 
patients Klinefelter montrent un arr~t de mdiose 
dans les rares spermatocytes produits. Dans les 
const i tut ions mosai'ques 46,XY/47,XXY, il est 
admis que seules les cellules germinales  nor- 
males peuvent terminer la mdiose. Cependant, 
en raison de roligozoospermie sdvbre gdnerale- 
ment  associde, le caryotype des spermatozoides 
n'a pu ~tre dtudid jusqu'h prdsent. C'est l'origina- 
litd de la prdsente dtude, rdalisde en utilisant la 
technique de pdndtration in vitro d'ovocytes de 
hamster  ddpellucidds. 

1. Matdriel et M~thodes 

I1 s ' ag i t  d 'un  p a t i e n t  de 39 ans ,  pbre  de 2 
enfants,  qui s 'est prdsentd comme donneur de 
sperme. Le caryotype somatique a rdv61d une 
mosaique 46,XY/47,XXY dans la proportion 
60/40. Le spermogramme dtait normal (100 mil- 
lions de spermatozoides/ml, dont 60% mobiles). 
Le caryotype des spermatozoides a 6td effectual 
aprbs fdcondation hdtdro spdcifique d'ovocytes de 
hamster ddpellucidds, permettant la ddcondensa- 
tion de la chromatine spermatique dans le cyto- 
plasme ovocytaire, rendant ainsi les 23 chromo- 
somes accessibles h l'analyse. 

2. R~sultats 

Sur les 543 analyses chromosomiques effectudes, 
53 (10%) dtaient anormales, se rdpart issant  en 
32 hypo haplo'idies (6%), 5 hyper haploi'dies (1%) 
et 15 anomalies structurales (3%). Les 5 hyper 
haplo'dies dtaient de formule 24,XY. Le sex ratio 
n'dtait pas statistiquement diffdrent de 0,5. 

3. Discussion 

La frdquence des hyper haploidies par non dis- 
jonction gonosomique est dlevde (1%) par rapport  

celle observde chez les sujets normaux estimde, 
en compldtant les rdsultats de la littdrature, h 
moins de 0,1%. 

A partir  d 'arguments solides, les auteurs abou- 
tissent h la conclusion que ces spermatozo~des de 
formule 24,XY ddrivent pour une grande part de 
la mdiose de spermatocytes I de formule 
47,XXY ; ce rdsultat s'opposerait h la thdorie 
commundment admise que dans une mosaique 
de ce type, seules les cellules 46,XY peuvent 
achever la mdiose. 

C o m m e n t a i r e s  (J.F. GUERIN) 

L'observation a dtd effectude chez un homme prd- 
sentant une mosafque Klinefelter, mais dont les 
caractdristiques du sperme sont excellentes. Il 
serait intdre"sant d'effectuer le m~me type d~tude 
chez un homme egalement mosa[que, mais avec 
un % de cellules normales plus faible, et / ou qui 
prdsenterait une oligospermie (ce qui constitue 
une situation plus frdquente). D'autre part, cette 
observation originale soulbve une question: si des 
spermatozo~des peuvent deriver de spermatocytes 
47,XXY, pourquoi l'azoospermie est-elle de r~gle 
dans le syndrome de Klinefelter ? 

000 
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Expression anormale de la proteine 4.1 
dans les spermatozoides  des hommes  
inferti les  atteints de t~ratospermie. 

R. ROUSSEAU-PREVOST, P. LESUR, F. COLLIER, J.M. 
RIGOT, N. DALLA VENEZIA, P. SAINT POL, J. 

DELAUNAY, A. GAUTHIER, J. ROUSSEAUX 

Institut de recherches sur le Cancer, Laboratoire 
d'Analyses Mddicales "Libertd" Lille, Service de 

Gyndcologie sociale -CHRU- Lille, Service d'Uro- 
logie -CHRU- Lille, CNRS URA 1171-Lyon, 

CECOS Nord -CHRU- Lille. 

Lancet 343 : 764-765, 1994 

Cette ~quipe a ~tudi~ la localisation et les iso- 
formes de la prot~ine 4.1 dans le sperme de 20 
patients  atteints d'oligo-asth~no-tdratospermie 
s~v~re caract~ris~e par  une proportion ~levae 
(>70%) de spermatozoides anormaux. Une ano- 
malie de la localisation de cette prot~ine, norma- 
lement situ~e dans la t~te (r~gion acrosomique et 
sous acrosomique) et parfois dans la piece inter- 
m~diaire, a ~t~ observ~e. Ainsi, dans le cas des 
spermatozoi'des h t~te amorphe, la prot~ine 4.1 
dtait d~tect~e dans la queue. En outre, alors que 
dans le cas des spermatozoides d 'hommes fer- 
tiles, le principal composant est d'un poids mol~- 
culaire de 82 KDa, il est de 135 KDa chez 4 des 9 
hommes  pr~sen tan t  un pourcentage ~lev~ de 
t~tes spe rmat iques  amorphes.  Fai t  essentiel,  
cette isoforme est celle que l'on a observ6e dans 
une prepara t ion  de cellules germinales conte- 
nan t  des spermatides  rondes et des spermato- 
cytes. 

L'explication de cette difference entre cellules 
germinales  et spermatozoi'des mfirs t ient  h ce 
que la prot~ine 4.1 reconnue initialement dans le 
squele t te  des globules rouges,  poss~de diff~- 
rentes isoformes. Celles-ci sont engendr~es par 
un dpissage du transcrit  d'un seul g~ne qui peut 
s'effectuer selon deux alternatives. Selon que le 
codon d'initiation (d'amont ou d'aval) est utilis~ 
c'est l'isoforme 135 ou 82 qui est form~e. 

Au cours de la diffdrenciation spermatique, il y a 
donc p e r t e  d ' a c t i v i t~  du codon d ' i n i t i a t i o n  
d 'amont et passage h la forme 82 KDa. Il ~tait 
connu qu'une telle ~volution a lieu au cours de la 
maturat ion de la lign~e rouge, et certaines ano- 
malies de matura t ion  de globules rouges sont 
d~sormais bien expliqu~es par des d~fauts d'~vo- 
lution de la prot~ine 4.1. 

L'~volution qui t~moigne n o r m a l e m e n t  de la 
maturat ion des cellules spermatiques n 'a donc 
pas lieu dans les cas de sperme t~ratospermique 
et si l'on consid~re que l'isoforme 82 DKa contri- 
bue a la stabilisation des membranes  sperma- 
tiques, son absence expliquerait la morphologie 
anormale des spermatozo'/des. 

Commentaires  (J.BELAISCH) 

Un des intdr~ts de cette observation tient d ce que 
cette dtude a dtd entreprise sur la constatation 
due au hasard d'une azoospermie (par arr~t au 
stade de spermatide) chez un sujet atteint d'ellip- 
tocytose, c'est ?L dire d'une alteration de forme des 
globules rouges. On sait que l'isoforme 82 DKa de 
la protdine 4.1 interragit avec le complexe spectri- 
ne actine, aidant ~ ancrer le cytosquelette du glo- 
bule rouge sur la membrane plasmique du globu- 
le rouge. Il y a donc maturation parall~le sous 
une m~me c o m m a n d e  g~nique des  g lobu les  
rouges et des spermatozofdes. 

On entrevoit que l'utilisation par micro injection 
de spermatozo~des atteints  de cette anomalie  
puisse donner naissance a u n  enfant atteint ~ la 
fois d'une alteration de sa fdconditd, mais aussi 
de ddfauts somatiques plus ou moins sdv~res de 
la lignde rouge. 

On entre ainsi, de plein pied dans cette forme 
d'dtudes prd-manipulat ions spermatiques  qui 
constitueront le futur des dtudes gdndtiques dans 
les cas de stdrilitd masculine sdv~re autant que 
dans la spermatologie fondamentale. 

0 0 0  

266 



SPERMIOLOGIE 

I n d u c t i o n  ar t i f i c i e l l e  de  la r~act ion  
a c r o s o m i q u e  dans  les  s p e r m a t o z o i d e s  

h u m a i n s  

C.M. GEARON, D. MORTIMER, M.G. CHAPMAN, 
R.G. FORMAN 

Departement of Obstetrics and Gynaecology, 
Guy's Hospital, Floor ; New Guy's House. London 

SE1 9RT, UK and ; Sydney I.V.F. Pty Ltd, 187 
Macquarie Street, Sydney 2000, Australia. 

Hum. Reprod. Vol. 9, n~ : 77-82, 1994. 

i 

Le spermatozoide humain doit accomplir la r~ac- 
tion acrosomique (RA) pour traverser la zone 
pellucide et fusionner avec l'oolemme. Cette 
r~action est r~gul~e par un programme intrin- 
s~que mais des facteurs externes (composition 
du milieu, temps de capacitation) peuvent modu- 
ler rexpression de ce programme. 

In vitro, le pourcentage de gametes m~les qui 
r~agissent spontan~ment est faible. N~anmoins, 
en FIV classique, il n'est pas n~cessaire d'indui- 
re cette reaction, puisque la zone pellucide rem- 
plit ce r61e. Toutefois une induction semble 
n~cessaire avec les techniques de microf~conda- 
tion, od les spermatozoides sont inject~s au del~ 
de cette barri~re. 

L'ionophore A23187 augmente significativement le 
taux de spermatozoides r~agis, mais il n'est pas 
utilis~ en clinique en ra ison de sa toxicit& 
D'autres agents comme le liquide folliculaire (LF) 
et la pentoxyfilline activent ~galement la RA. 
Cependant les r~sultats obtenus rapport~s dans la 
litt~rature sont tr~s contradictoires a cause des 
differences dans les conditions exp~rimentales. 

Les auteurs rapportent leurs r~sultats de l'effet 
du LF et de la pentoxyfilline sur la RA dans des 
conditions exp~rimentales bien d~finies. 

1. Materiel et M~thodes 

Les LF proviennent des ponctions de follicules 
pour la FIV. Seuls les liquides o~ un ovocyte 
mature, f~condable, a et~ isol~ sont utilis~s pour 
les essais. 

Les spermes sont ceux de donneurs f~conds. Les 
spermatozoides mobiles s~lectionn~s apr~s cen- 

trifugation sur gradients discontinus de Percoll 
(fractions de 81 et 40.5%), sont capacit~s dans un 
milieu synth~tique additionn~ de s~rum albumi- 
ne humain (10mg/ml). 

L'ionophore utilis~ est le A23187 et la RA est 
mise en ~vidence par la lectine PNA (lectine pro- 
venant d'Arachis hypogaea) conjugu~e ~ la fluo- 
resceine. Le colorant vital Hcechst 33258 permet 
de diff~rencier entre une RA physiologique et 
une d~g~n~rescence post-mortem de l'acrosome. 
Deux cents cellules sont examinees pour d4ter- 
miner le pourcentage de RA. 

Deux s~ries d'exp~riences sont r~alis~es dans le 
but : 

1 ~ de d~terminer l'effet des diff~rentes concen- 
trations de PNA-FITC (25, 37.5, 45t~ml) sur la 
f luorescence  des spermatozoi 'des  r~agis  en 
l'absence ou en presence de 10t~I A23187. 

2~ l'effet du LF (25,50,75%) de la pen- 
toxyfilline (2mg/ml) et de rionophore (2.5ttg/ml) 
sur la RA des spermatozo~des capacites. 

2. R~sultats 

1 ~ Pour la l~re s~rie d'exl~riences, les auteurs 
n'ont pas trouv~ de difference dans la fluorescen- 
ce avec l 'augmentation de la concentration du 
fluorochrome utilis~. Le contact des spermato- 
zoides avec 10~M de A23187 pendant 1 heure 
augmente significativement le taux de r4action 
acrosomique par rapport aux t~moins sans iono- 
phore (61% contre 2%). 

2 ~ ) Le LF en t ra ine  une a u g m e n t a t i o n  dose 
d~pendante de la RA, le maximum correspon- 
dant ~ 50% de LF dans le milieu de culture. La 
pentoxyfilline stimule ~galement la r~action 
cependant l'effet de 2.5~M de A23187 n'est pas 
significatif. 

3. Discussion 

L'effet du LF sur la RA rapport~ dans la litt~ra- 
ture est tr~s variable selon les auteurs. Les diffe- 
rences dans les protocoles exp~rimentaux sont 
l'origine de ces discordances. En effet certains 
chercheurs util isent le LF tel quel, d 'autres,  
apr~s d~compl~mentation, processus qui peut 
inactiver le facteur responsable de la RA bien 
qu'une ~tude ait montr~ l'absence d'effet de la 
d~compl~mentation sur la r~action. 

De m~me, il existe des differences dans la com- 
position ionique et prot~ique des milieux, ainsi 
que dans les techniques de preparation des sper- 

267 



matozoides.  De plus, l 'effet du LF ddpend du 
degrd de capacitat ion des spermatozoides,  du 
temps de contact et surtout de la concentration 
du LF dans le milieu. 

Les au t eu r s  pensen t  q 'une incubat ion  d 'une 
heure, des spermatozo~des prdalablement capa- 
citds, dans un milieu contenant 50% de LF ou 
llag/ml de pentoxyfilline, peut  ~tre b6n6fique 
dans les cas d'infdcondit6 masculine, en particu- 
lier quand une technique de microfdcondation 
(SUZI ou ICSI) est envisag6e. 

Commenta ires  (S. PILIKIAN) 

En faisant rdf~rence ~t d'autres dtudes, les auteurs 
montrent la diversitd dans les rdsultats de RA 
obtenus selon les conditions d'uti l isation du 
liquide folliculaire. 

Pour dtudier l'influence d'un liquide biologique, 
sur un phdnom~ne complexe, comme la rdaction 
acrosomique, une sdlection rigoureuse de liquide 
foUiculaire de qualitd bien determinde est indis- 
pensable. En effet les propridtds du liquide folli- 
culaire sont variables selon son origine : folli- 
cules matures ayant donnd un ovocyte fdcondable, 
follicule immature, follicule atrdtique ou encore 
kystique. Nous avions nous m~me remarqud 
l'effet stimulateur de la rdaction acrosomique de 
liquides issus de follicules matures, seuls valabes 
pour une telle investigation et ~t l'inverse l'effet 
deldt~re sur la mobilitd et la survie des spermato- 
zo~des de liquide folliculaires tout venant. 

Pour reproduire les conditions physiologiques, il 
est important d'dtudier l'induction de la r~action 
sur  des spermatozoa'des capacit~s. Deux it 3 
heures de capacitat ion suivie d'une pdriode 
d~nduction par le LF, l' ionophore, ou la pentoxy- 
filline beaucoup plus courte (environ 1 heure) 
semblent bien approprides puisqu'elles n'entrab 
nent pas une diminution significative de la mobi- 
litd et de la survie. 

Pour l'induction de la rdaction acrosomique des 
spermatozo[des destinds gt la microinjection dans 
l'ovocyte l'utilisation de liquides folliculaires bien 
sdlectionnds serait prdfdrable ~ celle de produits 
chimiques 

0 0 0  

S61ection et micro-inject ion de sperma- 
tozoides  humains  "acrosome.r6agis" 

J. PARINAUD, G. VIEITEZ, B. LABAL ET G. RICHOILLEY 

Centre de Fdcondation in vitro, CHU La Grave, 
Toulouse 

Human Reproduction, 1994; 9:110-112 

Les r6sultats de la micro-injection sous-zonale 
(SUZI) sont am61ior6s si on peut 61ever le taux 
de r6action acrosomique (RA) dans la population 
de spermatozo~des. Or, la plupart  des techniques 
utilisdes (incubation dans le liquide folliculaire, 
61ectroporation, etc...) ne p e r m e t t e n t  pas  de 
d6passer  un taux  de 30% de spermatozo~des 
acrosome-r6agis (AR+), ce qui justifie l'injection 
de 5 ou 6 spermatozo'/des dans l'espace vitellin, 
mais avec un risque 61ev6 de polyspermie. Dans 
la mesure oh la visualisation de la RA implique 
une fixation prdalable, il est impossible d'injecter 
un spermatozo'de dont on ne connait pas le sta- 
tu t  acrosomique.  Les a u t e u r s  d6cr ivent  une 
mdthode originale de s61ection de spe rma to -  
zo~des AR+, la technique dtant test6e dans un 
syst~me utilisant des ovocytes de hamster.  

1. Materiel et M~thodes 

Fixation de ranticorps GB24 ~ une boite de cul- 
ture: du PBS contenant des immuno-globulines 
anti-souris a 6t6 incub6 une nuit dans une boite 
de culture Falcon, qui a ensuite 4t6 lav6e plu- 
s ieurs  fois avec du PBS pur,  puis  incubde 1 
heure avec l 'anticorps GB24, qui reconnait  des 
structures de la membrane acrosomique interne 
(il se fixe donc s61ectivement sur les spermato- 
zoi'des AR+). 

Sdlection des spermatozo~des AR+: apr~s s6para- 
tion sur gradient de Percoll, les spermatezoides 
ont 6t6 incub6s 4 heures dans du BWW conte- 
nant 20% de liquide folliculaire, puis 30 minutes 
dans  une boite Falcon ayan t  fix6 l ' an t icorps  
GB24. A la fin de l ' incubation,  la boite a 6t6 
lav6e d61icatement avec du Tyrode pour 61iminer 
les spermatozoides  non fix6s. Les spe rmato -  
zoides fix6s ont 6t6 aspir6s avec une micropipet- 
te, h l'aide d'un micro-manipulateur. 

Micro-injection: 1 spermatozoide unique a 6t6 
inject6 clans l'espace p6ri-vitellin d'un ovocyte de 
hamste r  (technique "SUZI'); ce spermatozoide 
ava i t  6t6 soit s61ectionn6 selon la technique  
d6crite (essai), soit s implement  centrifug6 sur 
gradient de Percoll (t~moin). Dans tous les cas, 
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on a observ6 la formation ou non du pronucl6us 
m~le 12 heures plus tard. 

2. R6sultats 

3 spermatozo~des en moyenne 6taient attach6s 
par la t6te au fond de la boite de culture ~ la fin 
de l ' incubation. Le r6sultat  de la f6condation 
h6t6rosp6cifique 6tait le suivant: 24% de pronu- 
cl6i en ayant inject6 1 spermatozoide s61ectionn6, 
ve r sus  7% pour  le g roupe  non s61ectionn6 
(p<0.01). 

3. Discussion 

Cette 6tude est la l~re ~ tester directement le 
pouvoir f6condant de spermatozoides AR+ s61ec- 
tionn6s. Elle demande bien entendu a 6tre vali- 
d6e dans un mod61e homo-sp6cifique, et avec des 
spermatozoides issus de patients hypofertiles. 

Commenta ires  (J.F. GUERIN) 

Cette dtude originale et dldgante montre qu'on 
peut sdlectionner des spermatozo~des rdagis tout 
en conservant leur pouvoir fdcondant. Une ques- 
tion se pose: la ndcessitd d'injecter 5 ou 6 sperma- 
tozo~des dans l'espace pdrivitellin, voire plus 
dans certaines situations, est-elle uniquement en 
relation avec le statut acrosomique ? Certaines 
observations rdcentes permettent d'en douter. 
Aussi, le fait d'injecter 1 spermatozo~de unique 
permettra it coup s~tr d'~viter les polyplofdies 
mais qu'en sera-t-il du taux de fdcondation ? 

O 0 0  

R e l a t i o n  entre  le  p o u v o i r  f6condant  du 
s p e r m e  et  les  a n t i g ~ n e s  du c o m p l e x e  

majeur  d 'h i s tocompat ib i l i t6  

CHAN P J ,  SUB C,  KALUGDAN H,  TREDWAY D R. 

Andrology and Molecular Biology Laboratories, 
Departements of Gynecology and Obstetrics, and Phy- 

siology and Pharmacology, Loma Linda University 
school of Medecine, Loma Linda, CA 92350, USA 

Human reproduction vol. 9 n ~ 2 : 279-283,1994. 

Les antig6nes du complexe majeur d'histocompa- 
tibilit6 (CMH) jouent un r61e important dans le 
d6terminisme des maladies auto immunes. Les 
antig~nes de classe II (HLA II) jouent eux un 
r61e dans la pr6sentation des antig6nes aux lym- 
phocytes T. 

Le but de cette 6tude est de rechercher une asso- 
ciation entre 3 g~nes du HLA II (DQA1, DRB1, 

DPB1) et les caract6ristiques du spermogramme 
en terme de mobilit6 et de f6eondance. 

1. Patients et m6thodes 

41 spermes de couples infertiles ont 6t6 6tudi6s. 
Apr~s centrifugation sur un gradient percoll 
deux couches, le DNA des spermatozoides a 6t6 
extra i t  et amplifi6 par  PCR ( Perk in  Elmer  
Cetus, Norwalk USA). La PCR a amplifi6 242 
paires de bases du deuxi~me exon de la r6gion 
DQA1, 297 paires de bases du deuxi~me exon de 
la r6gion DRB1 et 311 paires de bases du deuxi~- 
me exon de la r6gion de DPB1. L'eau a 6t6 prise 
comme contr61e n6gatif. 

Les dimensions spermatiques et les caract6ris- 
tiques v61ocim6triques ont 6t6 obtenues grace 
un analyseur du mouvement HTM - C. Le pou- 
voir f6condant des spermes a 6t6 6valu6 par un 
hams te r  test  selon la technique  d6crite par  
Rogers en 1985. L'int6grit6 des membranes de la 
t6te et du flagelle a 6t6 appr6ci6e par l 'hypo 
osmotique swelling test. 

2. R6sultats 

Les crit6res d'activation 6taient significative- 
ment li6s avec HLA DRB1 : si l'all~le 6tait pr6- 
sent, 37% des spermes test6s pr6sentaient une 
hyperactivation diminu6e contre 0% en l'absence 
de l'all61e DRB1. Tableau I 

H y ~  crit6res n DRB1 DPB1 DQA1 

Bas < 15% 27 10/27 16/27 20/27 

Normaux >15% 13 0/13 5 /13  11/13 

Parmi  les ca rac t6 r i s t iques  v61ocim6triques 
num6riques et morphologiques des spermes les 
seules modifications 6taient : 

- en cas de pr6sence de l'all~le DPB1 une num6- 
ration et des dimensions de la t6te significative- 
ment plus basses. 

- Par contre la vitesse lin6aire des spermes por- 
teur de cet allele 6tait augment6e. 

L'int6grit6 membranaire n'6tait pas influenc6e 
par les diff6rents HLA. Les tests de f6condance 
ont montr6 une nette diminution des capacit6s 
en pr6sence de l'all~le DRB1. 
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3. Discussion 

Les r6sultats sugg~rent le r61e que peut jouer le 
groupage HLA dans la spermatogdnbse. Les cri- 
t~res d'hyperactivation, et leurs corollaires que 
sont les tests de f6condance, sont diminuds en 
pr6sence  de l 'a l lble  DRB1. I1 ava i t  ddj~ 6td 
ddmontrd que les moldcules HLA jouent un r61e 
dans  les ph6nom~nes  de r e c o n n a i s s a n c e  et 
d ' a t t a c h e m e n t  des SPZ. Les mdcan i smes  de 
diminution de ces fonctions en prdsence de cer- 
tain type HLA restent encore inconnus. On peut 
imaginer que pendant  la spermatogenbse HLA 
DRB1 diminue la maturation des spermatocytes 
et spermatogonies.  Ces cellules expriment  des 
mol6cules du systbme d'histocompatibilitd. 

I~s  autres aspects de l'influence du typage HLA, 
bien que les diffdrences soit peu impertantes par 
rapport aux critbres de rOMS, sont les modifica- 
tions num6riques et v61ocimdtriques induites par 
DPB1. L'all~le DPB1 aurai t  un effet direct ou 
indirect sur la synthbse des glycoprotdines mem- 
branaires. Une des donn6es intdressantes de ce 
travail  est rabsence d'influence de DQA1 ; qui 
est cormu pour jouer un r61e prdpond6rant dans 
bon nombre de maladies auto-immunes. Notam- 
ment  dans le diab~te insulino ddpendant o~ il 
est connu pour induire une destruction immuni- 
taire des cellules b6ta pancrdatiques. II serait  
intdressant d'explorer 1'association dventuelle de 
cet allele et la prdsence d'anticorps anti SPZ. 

Commenta ires  (B. SALLE) : 

Cet important travail confirme l'importance du 
ddterminisme gdndtique sur les caractdristiques 
du spermogramme. L'association de certain grou- 
pe HLA et d'autoanticorps merite d'autres inves- 
tigations. Ces travaux sont une preuve de plus 
que la thdrapie gdnique pourrait  un jour  ~tre 
utile en andrologie. 

0 0 0  

THERAPEUTIQUE 

Inadequation de l'association FSH-Testo- 
stdrone ~ initier et/ou maintenir la sper- 

matogdn~se chez les hommes atteints 
d~Iypogonadisme Hypogonadrope 

G. SCHAISON, J. YOUNG, M. PHOLSENA, 
K. NAHOUL, B. COUZINET 

Service d'Endocrinologie et des maladies de la 
reproduction, H6pital de Bic~tre 94275 Le Krem- 
lin-Bic~tre et Fondation de recherche en hormo- 

nologie, Fresnes. 

J. Clin. I~]~ind. Metah, 19~, Vot 77, n% 1545-1549. 

L'efficacitd du t ra i t ement  de l 'azoospermie de 
l ' h y p o g o n a d i s m e  h y p o g o n a d o t r o p h i q u e  p a r  
rassociation hMG-hCG est ddsormais classique. 
La mise ~ la disposit ion des endocrinologues 
d'une FSH pure offre la possibilit6 d'aider h la 
comprdhension du ddterminisme hormonal de la 
spermatog6n~se. 

1. Mat6riel et Mdthodes 

Dans ce but, l'dquipe de G. Schaison, a compard 
chez 10 hommes ~gds de 23 fi 35 ans a t te ints  
d'hypogonadisme hypogonadotrope (et sans antd- 
cddents de cryptorchidie, ce qui est une notion 
fondamentale car cette pathologie rend g6ndrale- 
ment  inefficace le t ra i tement  par  hMG-hCG et 
dont 6 ne d6siraient que l 'accroissement de volu- 
me de leurs test icules) sans  pulsat i l i t6  de la 
LHRH ni tumeur intra-cranienne, les effets de : 

- 3 fois/semaine hMG 150iu et hCG 1500iu 

- 3 fois/semaine FSH pure 150iu et T enantha- 
te 250mg/semaine 

Chaque protocole 6tait administrd en premier 
5 hommes. La durde totale de chaque forme de 
t r a i t e m e n t  a 6t6 de 24 mois. Soit en tout  48 
mois. 

2. R6sultats 

Aprbs 24 tools, confirmant rensemble des publi- 
cations prdcddentes, une spermatog6nbse com- 
plete dtait  induite apr~s hMG-hCG (des gros- 
sesses s 'en sont suivies). Alors qu'en 24 tools, 
FSH + T d t a i e n t  i n c a p a b l e s  de le fa i re ,  ni 
d 'ail leurs de faire subir une augmenta t ion  de 
volume aux test icules .  Fa i t  plus in t6 res san t  
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encore, la concentration spermatique a chutd 
0,03 + 0,1 M]ml en 3 mois, avec azoospermie au 
6~me mois, lorsque la FSH pure + T a remplacd 
les hMG (l'inverse est dcrit par  erreur dans le 
rdsumd de l'article). Le volume testiculaire est 
passd ~ 12 ml darts le groupe hMG-hCG et ~ 6 
seulement dans le 2~me groupe. 

Les auteurs ont dtd jusqu'~ mesurer les taux de 
stdro'ides darts le sperme qui dtaient analogues 
dans les deux formes de t ra i tement .  Mais ces 
valeurs ne reprdsentent pas la T intratesticulai- 
re. 

3. Discussion 

Ainsi, m~me le maintien d'une spermatogdn~se 
n'est pas possible par l'association FSH pure et 
T. Ces faits prouvent que la dose de T exog~ne 
est loin de ddterminer un taux intratesticulaire 
physiologique et suffisant. Ils ddmontrent aussi 
l'incapacitd de la seule FSH ~ promouvoir chez 
l 'homme une spermatogdnbse ni totale ni incom- 
plete puisque le volume testiculaire, reflet du 
ddveloppement des tubes, s'est ~ peine modifid. 
La dose de T administrde a permis une sexualitd 
normale. 

Curieusement le ~rasage" a dtd considdrd comme 
normal, alors que d'ordinaire les H.H. souffrent 
de leur aspect juvdnile et de la pauvretd de leur 
barbe. 

Commenta ires  (J. BELAISCH) 

La discussion finale de l'article concernant les 
implications de ces constatations sur le plan de 
la contraception masculine, dans le cas oit l'on 
disposerait un jour d'une moldcule permettant le 
freinage absolu des gonadotrophines (ce qui n'est 
pas le cas avec les agonistes de la LHRH) est par- 
ticuli~rement passionnante. Cet article fait donc 
un point tr~s prdcis des m~canismes connus de la 
spermatogdndse et apporte des preuves ddfinitives 
dans des domaines prdcis mais n'a pas permis la 
decouverte de faits nouveaux. 

I O O  

Inef f icac i t~  de  la Ka l l ikre ine  darts le  
t r a i t e m e n t  de  la st~ri l i t~  m a s c u l i n e  

i d i o p a t h i q u e  : un  essa i  en  d o u b l e  
aveugle ,  r a n d o m i s ~  et  avec  p l a c e b o  

C. KFL~ H.M. BEHRZ, F. JOCKENHOVEL, E. NmSCHLAG 

Institute of Reproductive Medicine of the Univer- 
sity (WHO Collaborating Centre of Human 

Reproduction), Miinster, Allemagne. 

Human Reprod. Vol.9, n~ 325-329,1994. 

i 

La plupart  des hommes infertiles souffrent de 
stdrilitd idiopathique dont les causes sont par  
d4finition inconnues et dont le diagnostic est un 
ddfi permanent pour les androlognes. Cependant 
la tentation est grande de leur administrer diffd- 
rentes sortes de traitements, souvent sans certi- 
tude quant ~ leur efficacitd. 

Ainsi, la mestdrolone a dtd utilisde pendant  de 
nombreuses anndes jusqu'h ce qu'une dtude ran- 
domisde et en double-aveugle de I'OMS (1989) 
ddmontre l'absence de ses effets positifs sur les 
parambtres du sperme et les taux de grossesse. 
L'hCG et I 'hMG ont dtd administr~es pendant  
plus de 20 ans jusqu'h ce qu'une dtude avec pla- 
cebo ddmontre leur totale inefficacitd (1987). 

La kallikrdine est largement prescrite depuis 15 
ans, particulibrement lorsque les autres traite- 
ments sont sans succbs. 

I. Materiel et M~thodes 

Protocole. 91 patients ont ~t~ inclus en tenant  
compte des critbres suivants : infertilitd primaire 
d'au moins un an, fige de 18 h 40 ans, ~ge de la 
par tena i re  de 18 h 35 ans, numdra t ion  > 5 x 
106/ml, mobilitd progressive < 40%, t~ratosper- 
mie < 10%, valeurs normales de LH, FSH, pro- 
lactine et testostdrone, bilan gyndcologique nor- 
male chez la partenaire. 

Les patients ont dtd traitds pendant 12 semaines 
soit par placebo soit par des comprimds de kalli- 
kr~ine h la dose de 600U.IJjour. I~s  examens de 
contr61e ont dtd effectuds apr~s 6 et 12 semaines 
de traitement. 

Examens pratiquds : spermogramme, spormocy- 
togramme, analyse de la mobilitd par  viddomi- 
crographie  ass is tde  pa r  o rd ina t eu r  (chez 55 
patients) pdn~tration in vitro du mucus bovin, 
dosages hormonaux ,  m a r q u e u r s  des g landes  
annexes. 
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2. Rdsultats 

Le trai tement a ~t~ en g~n~ral bien tol~r~. L'ana- 
lyse statistique des r~sultats n'a montr~ aucune 
difference significative, quel que soit le para-  
m~tre considerS, entre le groupe placebo et le 
groupe kallikr~ine. 

Au cours de la p~riode d'observation de 6 mois, 4 
grossesses ont ~t~ enregistr~es dans chacun des 
2 groupes. 

3. Discussion 

Les ~tudes in vitro ont montr~ un effet positif de 
la kallikr~ine sur la mobilit~ et le m~tabolisme 
des spermatozoides. Certains ont m~me not~ une 
amelioration du test  de p~n~tration in vitro du 
mucus cervical bovin. Les ~tudes pr~c~dentes 
concernant les effets d'un traitement oral par la 
kallikr~ine ont apport~ des r~sultats contradic- 
toires ; toutes ces ~tudes sont critiquables quant 
h leurs m~thodes. 

La pr~sente ~tude pr~sente toutes les garanties 
m~thodologiques pour que l'on puisse affirmer 
que la k a l l i k r ~ i n e ,  pe r  os h la dose de 
600U.I/jour, est sans effet sur la st~rilit~ mascu- 
line idiopathique. 

II a ~t~ par ailleurs montrd que les effets cardio- 
v a s c u l a i r e s  b4n~fiques de la ka l l ik r~ ine  ne 
s'observent qu'h la dose de 4.500UI]jour. Aucune 
~tude n'a jamais ~t~ entreprise, dans la st~rilit~ 
masculine, avec de telles doses. De toute faqon, 
le recours h la kallikr~ine ne repose sur aucune 
base physiopathologique. 

Nous insistons sur la n~cessit~ d 'entreprendre 
des dtudes rigoureuses avant  de recourir h u n  
quelconque t rai tement  de l'infertilita masculine 
idiopathique. 

Commentaires (J. C. CZYBA) 

Nous avions rapportd, dans le prdcddent numdro 
d'Andrologie, une dtude comparable de Glazer- 
man  et al. aboutissant  it la m~me conclusion 
(Fertil. Stdril. 1993, Vol.60, n~ 1052-1056). 

La kallikrdine n~tant pas it la mode en France, 
on ne peut que se fdliciter d'avoir dvitd l'erreur 
commise pendant  une quinzaine d'anndes dans 
plusieurs autres pays. Nous utilisons en revanche 
largement des antiestrog~nes, des androg~nes, de 
la bromocriptine, de l'arginine, des cures de vari- 
cockle, des cortico~des. 

Le temps est venu dTnsister sur la ndcessitd d'une 
dvaluation rigoureuse des traitements de l'inferti- 

litd masculine, avec des mgthodes approprides, 
quelles qu'en soient la lourdeur et les difficultds. 
Le bilan gyndcologique de la partenaire dolt ~tre 
consid~r~ comme aussi important que le bilan 
andrologique au moment de lTnclusion dans un 
protocole de recherche. 

La stdrilitd masculine idiopathique constitue 
malheureusement une situation dans laqueUe, 
faute de mieux, l'andrologue, pour  compdtent 
qu'il soit, reste tentd d'administrer l'un ou l'autre 
des traitements it la mode. Faute de connaftre la 
cause de la non fdcondance du sperme, reste 
l'espoir que certains patients peuvent bdndficier 
d'un traitement par hasard approprid. 

O I I B  

La bromocript ine  neutral ise  re f fe t  
inhibiteur des macrophages  sur la 

motil it~ des spermatozoides  humains  

A. SCOMMEGNA, S.H. YE, G.S. PRINS 

Department of Obstetrics and Gynecology, 
Michael Reese Hospital and University of Illinois 

at Chicago, Chigaco, Illinois, USA. 

Fertility Sterility, Vol. 61, n~ 331-335, 1994. 

L'hypofertil i t~ associ~e h l 'endom~triose n 'est  
pas encore tr~s bien comprise, mais il a ~t~ sug- 
g~r~ que des causes immunologiques pourraient 
intervenir. I1 a ~t~ ~tabli que chez les femmes 
at teintes d'endom~triose, le liquide p~riton~al 
contient  une quanti t$ impor t an te  de cellules 
inflammatoires hyperactiv~es, en particulier des 
macrophages. I1 a ~t~, par  ailleurs, montr~ que 
les produi ts  solubles des lymphocytes  et des 
macrophages activ~s affectent les fonctions des 
spermatozoides. 

On a r~cemment d~couvert l'existence d'interac- 
tions ent re  la Prola t ine  (PRL) et les cellules 
immunitaires.  I1 existe des r~cepteurs de PRL 
sur  les lymphocytes  T et B et les monocytes  
murins et humains. Le trai tement de souris par 
la b romocr ip t ine  supp r ime  la p roduc t ion  de 
gamma-interferon par les T lymphocytes et, par  
consequent, l 'activation des macrophages ; ceci 
sugg~re que la PRL est n~cessaire au d~clenche- 
ment d'une reprise immunitaire normale. 

Notre ~tude a ~t~ entreprise pour d~terminer si 
la PRL peut moduler l'influence immunitaire sur 
l'axe reproducteur. Le module choisi est la d~gra- 
da t ion  de la mot i l i t~  des  s p e r m a t o z o i d e s  
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humains  par  les produi ts  solubles de macro- 
phages murins. 

1. Materiel  et m~thodes  

A n i m a u x .  Des souris m~les (C3H/HEN) g~g6es 

de 6 h 8 semaines ont ~te reparties en 4 groupes. 

G-l- Groupe de contrSle. 

G-2- Groupe trait~ par une injection intrap~- 
riton~ale de BCG, 4 jours avant le lavage p~rito- 
n~al, pour obtenir des macrophages activ~s. 

G-3- Groupe trait~ par un implant sous-cuta- 
n~ de bromocriptine plac~ 7 jours avant l'injec- 
tion de BCG. 

I1 a ~td d6montr~ que ce protocole supprime la 
PRL s~rique pendant un mois. 

G-4- Groupe traitd comme G3 + une injection 
quotidienne de 100lag de PRL de rat  pendant les 
11jours pr~cedant le lavage p~riton6al. 

R~colte  et cu l ture  des  macrophages .  Apr~s 
sacrifice des animaux, le p~ritoine est irrigu~ par 
une solution de Hank et environ 3ml de liquide 
p~riton~al est recueilli. Du sang est obtenu par 
ponction cardiaque. 

Apr~s 3 centrifugations du liquide p~riton~al les 
culots sont resuspendus dans du liquide de Ham. 
L'examen microscopique montre que les cellules 
pr~dominantes sont des macrophages avec des 
grandes vacuoles qui rdv~lent l 'activation. Les 
m a c r o p h a g e s  de G1 son t  plus  pe t i t s  et ne 
contiennent pas de vacuoles. 

Les suspensions de macrophages sont mises en 
culture pour obtenir une adhesion des macro- 
phages sur plaque de plastique ; les autres cel- 
lules sont  ~limin~es par  lavage.  Les macro- 
phages fixes sont h nouveau cultiv~s pendant 88 
h 96 heures et le liquide de culture est r~colt~ 
apr~s centrifugation. 

Preparat ion  du sperme et analyse  : Le sper- 
me est obtenu a partir  de donneurs fertiles. Les 
spermatozoides sont recueillis a partir  d'un gra- 
dient discontinu de Percoll et resuspendus dans 
du liquide de Ham ; leur concentration finale est 
ajust~e h 60xl06/ml. 

20111 de chaque ~chantillon sont incubus h 37~ 
avec 40~  de liquide de culture de macrophages, 
de chaque groupe de souris. 40111 de milieu de 
cul ture  sans  macrophage sont m~lang~s avec 
20tal de chaque ~chantillon de spermatozoides 
pour constituer les t~moins. 

La mobilit~ des spermatozoides est ~valu4e 0,2 
et 4 heures apr~s le m~lange en utilisant un ana- 
lyseur automatique (Cellsof~). 

Les dosages  de pro lact ine  sont effectu~s par 
radio-immuno-assay. 

2. R~sultats  

La PRL s~rique (31,8 + 5,8ng/ml chez les t~moins 
G1) est significativement ~lev~e par rinjection de 
BCG (55,Smg/ml) et significativement abaiss~e 
chez les trait~s par BCG+Bromocriptine (17,7 + 
2ng/ml). 

Le tableau ci-dessous montre ralt~ration signifi- 
cative du % de mobilit~ progressive par le surna- 
geant de la culture de macrophages activ~s et la 
protection qu'exerce le trai tement par la bromo- 
criptine 

% de mobilit~ progressive 
OH OH 2H 4H 

Milieu seul et surnageant de 
culture de macrophages non activ~s 

73 72 63 

Surnageant de macrophages activ~s 
69 52 37 

Surnageant d'animaux trait~s par BCG § 
bromocriptine 72 57 56 

Surnageant d'animaux trait~s par BCG + 
bromocriptine + PRL 68 59 35 

La v i tesse  moyenne  des spermatozoYdes es t  
al t6r~e de la m~me fa~on que leur  mobil i t~ 
progressive. Lin~arit~ et amplitude lat~rale de 
d~placement de la t~te ne sont modifi4es dans 
aucun groupe. 

3. Discuss ion  

Ces r~sultats confirment bien que les produits 
solubles d~livr~s par  les macrophages activ~s 
affectent la mobilitd des spermatozoi'des. Les 
m a c r o p h a g e s  ac t ivds  dans  le p4r i to ine  des 
femmes  souffrant  d 'endom~tr iose pour ra i en t  
bien ~tre responsable de l'hypofertilit~ par  leur 
production de monokines cytotoxiques et en sti- 
mulant  la proliferation des lymphocytes et la 
production de lymphokine. La bromocriptine qui 
r~duit de faqon importante les taux de PRL cir- 
cu l an t e  n e u t r a l i s e  les e f fe t s  des p r o d u i t s  
solubles. Nous suggerons que la PRL est n~ces- 
saire h l'activation normale des macrophages in 
vivo. Nous proposons le recours a la bromocripti- 
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ne pour le traitement de l'hypofertilit6 ehez les 
femmes atteintes d'endom6triose. 

Commenta ire8  (J.C. C ZYBA) 

Ce tr~s intdressant  travail, s~duisant  par  sa 
m~thodologie, appelle l'attention sur le rSle des 
macrophages dans l'hypofertilit~ f$minine li~e 
l'endom~triose et sur le rSle de la prolactine dans 
l'activation des macrophages. Logiquement, il 
ddbouche sur une proposition de traitement par 
la bromocriptine. La balle est dans le camp des 
gyndcologues. 

On sait que les macrophages peuvent aussi ~tre 
activ~s chez l'homme, en particulier dans les 
voies spermatiques et les glandes annexes lors de 
divers processus inflammatoires. Ne pourrait-on 
rechercher l~, la cause de certaines asthdnosper- 
mies et, de la rn~me fafon en proposer le traite- 
ment par la bromocriptine ? 

0 0 0  
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