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GENETIQUE ET 
CYTOGENETIQUE 

GROSSESSE I~VOLUTIVE OBTENUE 
APRES BIOPSIE TESTICULAIRE, 

CONGI~LATION SPERMATIQUE ET ICSI 
CHEZ UN SUJET AZOOSPERMIQUE 

PRI~SENTANT UNE "PSEUDO" 
MOSAIQUE KLINEFELTER. 

R. WAINER*, F. MERLET*, C. MUTI**, 
M. MONTAGNON**, M. BERGI~RE***, M. 

ALBERT**, C. FELSENHELD*,M. BAILLY*, 
R. LOMBROSO*, J. SELVA***, 

J.P. BISSON*. 

* Ddpartement de PMA CHI Poissy / Saint 
Germain 78300 ** Laboratoire de cytogdndtique 

HSpital A. Pard Boulogne 92100 
*** Laboratoire de cytogdndtique. H~pital A Bdcl~re 

Clamart 92141 

Le syndrome de Klinefelter a ~t~ d~crit en 
1942, il associe des anomalies morphologiques 

une azoospermie, une ~l~vation des gonado- 
trophines, et un caryotype 47 XXY (homog~ne 
ou mosa~que).L'azoospermie a conduit ces 
patients ~ se tourner vers I'IAD depuis plu- 
sieurs d~cennies. L'apparition de I'ICSI a per- 
mis l'obtention de quelques grossesses pour 
certains de ces couples. Depuis peu, les tech- 
niques de recueil spermatique par biopsie tes- 
ticulaire et enfin la cong~lation du sperme tes- 
ticulaire permettent d'esp~rer des succ~s plus 
frequents chez ces patients. 

Observation : Le couple A. essaie d'obtenir 
une grossesse depuis 1992. Mme A. est ~g~e de 
32 ans, son bilan est strictement normal. Mr. A 
est ~g~ de 45 ans, sans atcdt particulier, sa 
m~re ~tait ~g~e de 22 ans ~ sa naissance. I1 
mesure lm73 pour 71 kg. I1 a observ~ depuis sa 
pubert~ que sa barbe ~tait peu fournie, ne 
n~cessitant qu'un ou deux rasages par semai- 
ne. La pilosit~ pubienne est normale mais sa 
pilosit~ sur le reste du corps est tr~s r~duite. I1 
pr~sente une l~g~re gyn~comastie. Le p~nis est 
de dimensions normales mais ratrophie tes- 
ticulaire est sym~trique avec un volume d'en- 
viron 6 ml pour chacun des testicules.3 sper- 

mogrammes ont confirm~ razoospermie avec 
absence de cellules de la lign~e germinale 
apr~s centrifugation. Les marqueurs s~minaux 
sont normaux. Chez ce patient la FSH est ~ 27 
ui/1 et la testost~ron~mie ~ 4.5ng/ml Le caryo- 
type sanguin en 1994 a retrouv~ 2 cellules 
47XXY sur 34 mitoses ~tudi~es soit 6% des cel- 
lules. Le caryotype sanguin en 1998 n'a pas 
retrouv~ de cellules 47 XXY sur 50 mitoses ~tu- 
di~es, l~re consultation au CECOS en Janvier 
1995, 11 IAD ont ~t~ r~alis~es de Mars 1996 
Juin 1997 l~re consultation en Aofit 1997 au 
CH Poissy / Saint Germain. En Janvier 1998: 
exploration chirurgicale testiculaire. Les ~pidi- 
dymes et les canaux d~f~rents sont normaux. 
Biopsies testiculaires droites: syndrome de 
"Sertoli cell only ". Biopsies testiculaires 
gauches: quelques tubes s~minif'eres au sein 
desquels on rep~re des cellules germinales 
diff~rents stades de maturation et quelques 
spermatozo~des dans les lumi~res de ces tubes. 
6 paillettes de sperme testiculaire sont 
congel~es ~ partir du surnageant, 1 paillette est 
d~congel~e pour test: 6 spermatozo~des vivants 
sur 9 vus. 5 paillettes conserv~es. Une ~tude 
des cellules germinales disponibles lors du test 
de d~cong~lation est r~alis~e en hybridation 
in situ (FISH avec sondes X, Y, 18). Aucune 
anomalie de l 'appariement m~iotique XY n'est 
constat~e sur cet ~chantillon. Apr~s conseil 
g~n~tique et consentement ~clair~ du couple, 
une ICSI est r~alis~e le 18/05/98:5 ovocytes 
recueillis, 5 ovocytes f~condables, 1 paillette 
d~congel~e, 1 embryon 2 cellules type 1 trans- 
f~r~ le 20/05/98 permettant la survenue d'une 
grossesse ~volutive de d~roulement normal. Le 
d~pistage de T21 ~tablit un risque individuel 
pour cette patiente de 1/2762. L'amniocent~se 
propos~e a ~t~ refus~e par le couple. 

Discussion : 

Cette observation illustre tout d'abord, la capa- 
cit~ d'obtenir une grossesse en cas d'azoosper- 
mie apr~s biopsie testiculaire, et ICSI diff~r~e 
grace ~ la cong~lation de spermatozoides du 
surnageant 

-Cette grossesse a ~t~ obtenue d~s la l~re ICSI 
alors que 11 inseminations intra cervicales 
donneur, (mal accept~es par la patiente ... ), 
s'~taient sold~es par un ~chec au pr~alable. 
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-Cette observation pose aussi la question de 
l ' interpr4tation de ces caryotypes avec faible 
taux de mitoses aneuploides. Ces quelques cel- 
lules 47 XXY correspondent-elles ~ un simple 
artefact technique ou ont-elles une place dans 
le cadre des mosaiques du syndrome de 
Klinefelter, la clinique associant ici l'azoosper- 
mie, l 'atrophie testiculaire et la gyn6comastie ? 

-Le FISH sur les cellules testiculaires peut 
apporter une int6ressante contribution au 
conseil g4n6tique, en confirmant ou en infir- 
mant  la pr6sence de mosaique au niveau des 
cellules germinales. La difficult6 est d'obtenir 
un nombre suffisant de cellules disponibles 
cet effet. Mais la d6cision d'un diagnostic pr6- 
natal  voire d'un diagnostic pr4implantatoire 
est complexe; les caryotypes 6ventuellement 
d4couverts 47 XXY et 47XXX ne justifient pas 
l ' interruption m4dicale de grossesse ni aux 
yeux des patients, ni aux yeux des praticiens. 
Cependant  il existe une interrogation sur 
l 'augmentation des anomalies de s6gr6gation 
autosomique au cours de la m6iose chez ces 
patients, ce qui invite ~ l'amniocent6se avec les 
risques inh4rents de ce geste. 

-Enfin, on imagine assez bien le difficile par- 
cours psychologique de ces couples de l'annon- 
ce d'un st4rilit4 d4finitive, ~ l'acceptation de 
I'IAD, puis du recours possible ~ I'ICSI avec 
sperme du conjoint associ6e cependant ~ un 
risque mal d6fini de transmission g6n6tique. 

0 0 0  

FRI~QUENCE I~LEVEE DE DI~LETIONS 
DU CHROMOSOME Y CHEZ DES 

HOMMES PRI~SENTANT UN INFERTILI- 
TI~ NON-IDIOPATHIQUE 

KRAUSZ C.*, SIFFROI J.P**, BARBAUX S.*, 
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ANTOINE J.M.*** ARVIS G.****, 
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Dhuys, Bagnolet. 
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Des d616tions cytog6n6tiquement d6tectables 
et des microd616tions du bras long du chromo- 
some Y (Yq) ont 6t4 d4crites en association avec 
des troubles de la spermatogen6se entrainant  
des azoospermies ou des oligospermies s4v~res. 
Ces d616tions ont 6t6 utilis4es pour d6finir 
trois r6gions de FYq (AZFa, AZFb et AZFc) qui 
sont absentes de fa~on r4currente chez des 
patients pr6sentant des infertilit6s apparem- 
ment idiopathiques. Cependant, la fr6quence 
et la localisation de ces d414tions, ainsi que les 
rapports g6not3~ph6notype observ6s chez les 
patients, varient consid6rablement selon les 
4tudes. Ces variations peuvent traduire des 
diff4rences de m4thodologie dans le recrute- 
ment des hommes infertiles ou dans la tech- 
nique utilis6e pour la recherche des microd616- 
tions mais peuvent 6galement ~tre le reflet de 
r6elles diff4rences dans la fr6quence et l'6ten- 
due de ces derni6res dans la population mas- 
culine. 

Dans une 6tude en aveugle, 132 hommes infer- 
tiles ont 6t6 test6s (46 infertilit6s idiopa- 
thiques et 86 non idiopathiques) pour la 
recherche de microd614tions Yq par l 'utilisation 
de 40 marqueurs STSs. 25% des patients dont 
l 'infertilit6 restai t  inexpliqu6e pr6sentaient 
une d616tion situ6e soit dans AZFa, soit dans 
AZFb ou encore AZFc. Les microd614tions loca- 
lis6es dans le locus AZFb 6taient regroup6es 
dans la partie proximale. I1 n'existait pas de 
corr61ation apparente entre la position et la 
taille des d616tions et le ph6notype d'infertilit6 
chez les patients de ce groupe.. De plus, ces 
derni6res 6taient retrouv6es ~ la fois chez des 
hommes, azoospermiques ou oligospermiques. 

Un nombre significatif de microd616tions (11%) 
a 4t6 d6tect6 dans le groupe de patients pr6- 
sentant  une inferti l i t6 non-idiopathique. 
Celles-ci incluaient des d616tions situ4es res- 
pectivement dans les trois locus AZF et aucune 
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diff6rence significative dans leur position ou 
leur 6tendue n'a pu ~tre mise en 6vidence par 
rapport au groupe des hommes ~ infertilit6 
idiopathique. L'atteinte du chromosome Y pou- 
vait ainsi ~tre associ6e, par exemple, ~ des 
ant6c6dents d'orchites (AZFa), ~ un hypogona- 
disme hypogonadotrophique (AZFb) ou encore 

une absence cong4nitale des canaux d6f6- 
rents (mutation delta F508+, AZFe). La majo- 
rit4 de ces d614tions 6taient de grande taille et 
ne repr4sentaient probablement pas un poly- 
morphisme associ6. 

Ces r4sultats soulignent l'utilit6 du d4pistage 
syst4matique des microd414tions de l~Y chez 
tous les patients consultant pour b4n4ficier 
d'une assistance m4dicale ~ la procr6ation. 

0 0 0  

RELATION ENTRE PRENOTYPE CLI- 
NIQUE, PARAMETRES SPERMATIQUES 
ET FREQUENCE DES ANEUPLOIDIES 
DANS LES NOYAUX SPERMATIQUES 

DE 50 SUJETS INFERTILES. 

N.RIVES 1, L.SIBERT 2, A.SAINT CLAIR1, 
N.SIMEON 1, G.JOLY 1, B. MACE 1 

1Laboratoire de Biologie de la Reproduction, 
2 Service d'Urologie, CHU Rouen. 

INTRODUCTION 

La majorit6 des anomalies chromosomiques 
r6sultent d'erreurs se produisant au cours de 
la gam6togen6se chez des parents ayant  un 
caryotype normal et plus rarement lors des 
premi6res 6tapes de divisions blastom4riques. 
L'appr6ciation du contenu chromosomique des 
spermatozoides constitue une approche indi- 
recte pour 6tudier les nondisjonctions poten- 
tielles pouvant intervenir au cours de la m6io- 
se. Une 6valuation de la fr6quence des aneu- 
ploidies dans les spermatozoides de sujets 
infertiles semble donc int6ressante ~ la fois 
pour mettre en 6vidence une susceptibilit6 par- 
ticuli6re a la nondisjonction de certains chro- 
mosomes lorsque la spermatogen6se est alt6- 

r4e et pour 4tablir une relation 4ventuelle 
entre les ph4notypes clinique et biologique de 
ces patients et le taux d'aneuploidie observ4e. 

Le but de ce travail a 6t6 d'4tudier par hybri- 
dation in situ fluorescente, ~ l'aide de sondes 
de peinture chromosomique, les fr4quences de 
disomie observ6es pour les chromosomes 1, 13, 
14, 18, 21, 22, X et Y dans les noyaux sperma- 
tiques de sujets infertiles et de comparer ces 
r6sultats ~ une population de sujets fertiles. 

MATERIEL ET METHODES 

E t u d e  A : 50 patients consultant pour une 
infertilit6 primaire ou secondaire et 10 sujets 
t4moins fertiles le plus souvent donneurs de 
sperme au CECOS sont inclus dans l'6tude. 
Une analyse des param~tres spermatiques est 
effectu6e sur trois spermogrammes ~ trois 
mois d'intervalle afin de d4finir les anomalies 
spermatiques observ6es. Le ph4notype clinique 
de chacun des patients est 6tabli ~ l'issue d'un 
examen clinique urologique associ4 ~ une 4cho- 
graphie testiculaire. Le caryotype sur lympho- 
cytes circulants est normal chez chacun des 
sujets 6tudi6s. L'hybridation in situ en double 
marquage ~ l'aide de sondes de peinture chro- 
mosomique (STAR*FISH, Cambio Biosyso) est 
r4alis6e sur des noyaux spermatiques isol6s 
directement des 6jaculats et pr6alablement 
d6condens4s par le DTT 25mM dans du 
Tris-HCI 1 M pH 9.5. 

E t u d e  B : Cinq patients infertiles pr4sentant 
une alt6ration des param~tres spermatiques et 
cinq sujets contr61es fertiles aux param6tres 
spermatiques normaux sont 4tudi6s. 
L'hybridation in situ en double marquage 
l'aide des sondes des chromosomes X et Y est 
r6alis6e sur des noyaux spermatiques isol4s 
sur gradient de Percoll et sur la phase sup4- 
rieure d'un gradient d'Optiprepe retenant les 
spermatozoades morphologiquement anor- 
maux. 

RESULTATS 

E t u d e  A : Une 616vation significative de la fr6- 
quence des disomies autosomiques est obser- 
v6e chez les sujets infertiles avec la fr4quence 
la plus 61ev4e pour le chromosome 18 (0,5 1%) 
et la fr6quence la plus faible pour le chromoso- 
me 1 (0,35%). L'incidence de spermatozoides 
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YY et XY est augment4e chez ces m~me sujets 
(p= 0,018 et p= 0,0002 respectivement). Les 
alt6rations m6iotiques semblent directement 
li6es ~ la s6v4rit6 de l'oligospermie (p=0,023). 
Aucune relation n'a pu ~tre 6tablie entre le 
ph6notype clinique [ectopie testiculaire uni ou 
bilat6rale (n=14), varicoc~le (n=12), infection 
urog6nitale (n=l 1)] et les fr6quences de diso- 
mie observ6e. 

E t u d e  B : Aucune relation significative n'a pu 
~tre 6tablie entre la morphologie et la fr6quen- 
ce d'aneuploidies gonosomiques des spermato- 
zoides. 

CONCLUSION 

L'ensemble de ces observations conforte l'hypo- 
th6se qu'au cours de la spermatogen~se de 
sujets aux param~tres spermatiques alt6r6s , 
une diminution de la fr6quence des appariem- 
ments chromosomiques et des ph4nom6nes de 
recombinaison g6n4tique peuvent entrainer un 
arr~t de la spermatogen6se et/ou une augmen- 
tation des nondisjonctions des chromosomes. 
L'arr~t au stade m6iotique pour certaines cel- 
lules de la lign4e germinale est responsable de 
l'oligospermie et les nondisjonctions ou anoma- 
lies d'appariemment de l'416vation de la fr6- 
quence des aneuploidies dans le gam6te mature. 
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ANALYSE DE LA SEGREGATION MEIO- 
TIQUE DES CHROMOSOMES SEXUELS 

CHEZ UN SUJET 46,XY/47,XXY ET UN 
SUJET 47,XXY. 

N.RIVES 1, G.JOLY1, A.BACHY1, 
L.SIBERT 2, N. SIMEON 1, B.MACE 1 

1Laboratoire de Biologie de la Reproduction 
2Service d'Urologie, CHU Rouen. 

INTRODUCTION 

Le syndrome de Klinefelter est une des plus 
fr6quentes anomalies chromosomiques chez 
l'homme (une naissance sur 600). Le caryotype 
consti tutionnel peut-~tre de type 47,XXY 

homog6ne ou en mosaique 46,XY/47,XXY. Ce 
syndrome, secondaire ~ une non-disjonction 
m4iotique d'origine paternelle ou maternelle, 
est g4n6ralement associ6 ~ une azoospermie ou 

une oligospermie extreme. 

Le but de notre 6tude a 6t6 d'6valuer la fr6- 
quence des aneuploidies des chromosomes 
sexuels dans les spermatozoides de deux sujets 
infertiles pr4sentant  l 'un un syndrome de 
Klinefelter homog6ne et l 'autre un syndrome 
de Klinefelter en mosa'ique, ~ la fois pour 4va- 
luer le risque d'aneuploidie gonosomique pour 
la descendance de tels sujets mais aussi pour 
mettre en 4vidence l'existence ou non d'une 
s6gr6gation m4iotique r4guli6re des spermato- 
gonies 47,XXY. 

S U J E T S  ET METHODES Sont inclus dans 
cette 6tude : 

�9 Un patient, ~g6 de 26 ans, pr6sentant une 
oligoasth6not4ratospermie (0,2 millions/ml, 
40% spermatozoides mobiles (a+b), 19% sper- 
matozoides morphologiquement normaux) 
dont le caryotype effectu6 sur lymphocytes cir- 
culants et sur fibroblastes r6v~le une formule 
47,XXY. L'hybridation in situ sur ces m6mes 
cellules (100 m6taphases et noyaux interpha- 
siques analys6s) confirme l 'absence de 
mosaique gonosomique somatique. 

�9 Un patient, ~g6 de 41 ans, pr6sentant une 
asth6not6raton6crospermie (32millions/ml, 
25% spermatozoides mobiles (a+b), 12% sper- 
matozo~des morphologiquement normaux) 
dont le caryotype constitutionnel r6v61e une 
mosaique 46,XY/47,YXY (5% de cellules 
47,XXY). 

�9 Cinq sujets fertiles, ~g6s de 28 ~ 41 ans, 
aux param~tres spermatiques normaux et au 
caryotype consti tutionel normal (46,XY), 
comme groupe contr61e. 

L'hybridation in situ est r6alis6e en triple mar- 
quage ~ l 'aide de sondes centrom6riques 
[sondes des chromosomes X, Y e t  12, VYSISe]. 
La d4condensation et la d6naturation des 
noyaux spermatiques s'effectuent simultan6- 
ment dans une solution de NaOH 3M. 

Au moins 10 000 noyaux spermatiques ont 4t4 
analys6s pour chacun des sujets inclus dans 
cette 6tude. 
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RESULTATS 

Chez le sujet 47,XXY, les fr6quences de sper- 
matozoides 24,XX, 24,YY et 24,XY sont signifi- 
cativement plus 61ev6es que les fr6quences 
observ6es chez les sujets fertiles (p<0,0001). Le 
nombre de spermatozoides diploides (46,YY, 
46,XY) est 6galement augment6. Le rapport 
spermatozoides 23,X/23,Y (1,03) ne diff'ere pas 
du ratio 1: 1. 

Chez le sujet 46,XY/47,XXY, une 616vation 
significative de la fr6quence des spermato- 
zoides disomiques (24,XX, 24,YY), hyperha- 
ploides (24,XY) et diploides est observ6e 
(p>0,0001). 

Les taux de spermatozoides aneuploides sont 
plus 61ev6s chez le sujet 46,XY/47,XXY. 

CONCLUSION 

Ces r6sultats mettent  en 6vidence une 616va- 
tion significative de la fr6quence d'aneuploYdie 
gonosomique dans les noyaux spermatiques de 
sujets ayant une anomalie de leur caryotype 
constitutionel int6ressant  les chromosomes 
sexuels. Cependant, cette augmentation reste 
mod6r6e. Les cellules germinales 47,XXY sont 
capables de rentrer en m6iose selon un appa- 
r iemment  pr6f6rentiel entre chromosomes 
homologues et produire des spermatozoides 
hyperhaploides 24,XY. Chez le sujet 47,XXY, le 
pourcentage cons6quent de spermatozoides 
haploides (98,4%) renforce l'hypoth6se de la 
pr6sence d'une lign6e germinale euploide 
46,XY majoritaire et donc d'une mosaique ger- 
minale 46,XY/47,XXY. 
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DI~PISTAGE DES MICRODELI~TIONS 
DU BRAS LONG DU CHROMOSOME Y 

PAR CO-AMPLIFICATION DE MAR- 
QUEURS DES RI~GIONS AZF a, b, ET c 

ET DU GI~NE SRY. 

H. LEJEUNE, C. DUCROS, I. PLOTTON, C. 
BARRET, M. TILL, M. PUGEAT. 

Laboratoire de la Clinique Endocrinologique (HL, 

CD, IP, CB, MP), H6pital de l'Antiquaille, 
Laboratoire Central d'Hdmatologie et de 

Cytogdndtique (MT), H6pital Edouard Herriot, 
Hospices Civils de Lyon, Universitd Claude 

Bernard Lyon I (IP, MT, MP) et INSERM-INRA 
U418 (HL, MT), H6pital Debrousse, Lyon. 

Depuis la description par Tiepolo et Zuffardi 
(1976) de d616tions du bras long du chromoso- 
me Y chez des hommes azoospermiques, la 
constitution de la carte du chromosome Y 
(Vollrath et al, 1992 ; Foote et al, 1992) a per- 
mis la recherche de microd616tions non d6tec- 
tables ~ l 'analyse cytog6n6tique. I1 a ainsi 6t6 
mis en 6vidence des microd616tions chez 13,5 % 
des patients pr6sentant une azoospermie par 
trouble de la spermatog6n~se (Reijo et al, 
1995) puis chez des patients oligospermiques. 
Trois zones apparaissent particuli6rement sou- 
mises aux microd616tions : AZFa, AZFb et 
AZFc (Vogt et al, 1996). Comme I'ICSI permet 
d'obtenir des grossesses dans des cas de micro- 
d616tion, un d6pistage est recommand6 en rai- 
son de la transmission de p6re en ills. 

Nous avons d6velopp6 une proc6dure de d6tec- 
tion des microd616tions du bras long du chro- 
mosome Yen  r6alisant l'amplification par PCR 
des s6quences sY84 pour la r6gion AZFa, 
sY143 pour la r6gion AZFb et sY254 pour la 
r6gion AZFc. Plusieurs contr61es sont r6alis6s : 
chaque s6quence d'int6r6t est co-amplifi6e avec 
le marqueur sY14 situ6 dans le g6ne SRY de 
d6termination du sexe masculin. Dans chaque 
s6rie sont inclus : un "blanc" (sans ADN), un 
ADN de femme et un ADN d'homme fertile et 
I'ADN d'un homme 46, XX, SRY+. Chez ce 
sujet, les marqueurs sY84, sY143 et sY254 
sont absents alors que le marqueur sY14 est 
pr6sent. I1 pr6sente un tableau d'azoospermie 
par trouble de la spermatog6n6se. L'6tude en 
FISH avec la sonde AMELY et l'6tude de mar- 
queurs 6tag6s du chromosome Y (sY14, sY18, 
sY57 et sY65 pr6sents ; sY72, sY84, sY143 et 
sY254 absents) montrent que ce patient est 
porteur d'une translocation d'un fragment du 
bras court de chromosome Y sur le bras court 
d'un des chromosome X : 46, X, ish 
t(X;Y)(p23;pll)(AMEL Y+). Nos conditions de 
coamplification en PCR soulignent les micro- 
d616tions du fait de l 'augmentation de l'inten- 
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sit4 de la bande sY14:SRY, en cas de microd6- 
14tion. 

Chez 166 patients pr6sentant un trouble de la 
spermatog6n6se la fr6quence des microd616- 
tions est de 13,7% (7/51) en cas d'azoospermie ; 
2,4% (3/115) en cas d'oligospermie. Les micro- 
d616tions sont significativement plus fr6- 
quentes dans les azoospermies (13,7%) que les 
oligospermies (2,4%), p=0,01 (test exact de 
Fisher). Dans 7 cas la microd614tion touche la 
r6gion AZFc : 5 azoospermies, 2 oligospermies 
; dans 2 cas, la r4gion AZFb : 1 azoospermie, 1 
oligospermie et dans un cas ~ la fois les r6gions 
AZFb et AZFc : azoospermie. Huit  patients sur 
10 ont un volume testiculaire inf6rieur ~ 15 ml. 
La FSH d4passe 3 fois l'6cart-type d'une popu- 
lation t6moin d'hommes fertiles chez 8 patients 
sur 10. Un patient a des ant6c4dents de cryp- 
torchidie, 2 patients pr4sentent un varicoc~le. 
Le d4pistage des microd614tions du bras long 
du chromosome Y par coamplification des 
sondes des r6gions AZF a, b e t  c et du g6ne SRY 
(sY14) confirme la fr6quence des microd416- 
tions observ6es dans les autres s4ries d'azoo- 
spermie par trouble de la spermatog6n6se et, 
que la fr6quence des microd416tions est 
moindre dans les oligospermies. 
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RECHERCHE DE MICRODELETIONS 
DU CHROMOSOME Y DANS LES 

INFERTILITES MASCULINES 

Etude de 102 hommes inferti les et de 38 
hommes normospermiques.  
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2 Service de biologie du ddveloppement et de la 
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RESUME: Pr6s de 30% des infertilit4s ont une 
origine masculine. Elles apparaissent dans un 

certain nombre de cas de novo et apparemment 
idiopathiques. L'objectif de notre travail 6tait 
d'6valuer, dans ces situations, la pr4valence 
des microd616tions de 3 zones AZF a, b, et c du 
bras long du chromosome Y par les techniques 
de biologie mol6culaire. Nous avons exclu de 
notre 4tude toutes les azoo- ou oligozoosper- 
mies pouvant avoir une cause h4r6ditaire, 
endocrinienne, excr6toire ou pr4sentant une 
anomalie cytog6n6tique consti tutionnelle.  
Cent deux hommes infertiles avec azoo- ou oli- 
gozoospermie dfiment 4tablie par un spermo- 
gramme, ont 6t4 6tudi4s. Parmi eux, 67 cas 
4taient idiopathiques, dont 15 avaient des 
ant4c6dents d'infections g4nitales ou des 
signes biologiques isol6s 6vocateurs d'obstruc- 
tion partielle des voies excr6trices g4nito-uri- 
naires. Nous avons aussi 6tudi6 15 cas avec 
varicoc61e et 20 cas avec cryptorchidie. A par- 
tir  du sang p6riph6rique de chaque patient, 
I'ADN a 6t4 extrait puis amplifi6 par PCR mul- 
tiplex avec des marqueurs g6nomiques STS 
des 3 zones AZF du chromosome Y, et les pro- 
duits obtenus analys4s sur gel d'agarose. 
Compte-tenu de la difficult4 ~ affirmer une 
absence de signal en biologie mol6culaire, nous 
avons contr616 par PCR multiplex toutes les 
suspicions de d616tions par coamplification 
avec le marqueur SRY. Six microd616tions du 
bras long du chromosome Y ont 4t6 objectiv4es 
parmi les 102 malades 6tudi6s, concernant 
toutes, de fa~on remarquable, la zone AZFc et 
les marqueurs intrag4niques au g~ne DAZ. 
Nous avons de plus un cas de d616tion plus 
large du bras long du chromosome Y incluant 
les 3 zones AZF, qui 4tait en fait objectivable 
par l 'analyse cytog6n4tique. Nous n'avons, par 
contre, retrouv6 aucune d616tion d'un quel- 
conque des 11 marqueurs STS test6s, parmi la 
population t6moin des 38 hommes normosper- 
miques appari6s en ~ge. Tousles cas de micro- 
d616tions du chromosome Y ont 6t6 observ6s 
dans les 67 azoo/oligozoospermies purement 
idiopathiques soit une proportion de 
8,9%,(6/67), soit 7,4% des hommes azoosper- 
miques purement idiopathiques, et 18,2% des 
hommes oligozoospermiques extremes pure- 
ment idiopathiques, alors que si on rapporte 
nos cas microd616t6s ~ l'ensemble de la popula- 
tion des 102 malades 6tudi4s, cette proportion 
tombe ~ 5,9%. La proportion relativement 61e- 
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v6e de microd616tions retrouv6e dans notre 
s6rie de patients idiopathiques souligne la 
n6cessit6 d'une s61ection rigoureuse des cas 
pour 6viter des recherches inutiles de microd6- 
16tions du bras long du chromosome Y. 
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Clinique gyndcologique universitaire de Ljubljana 
SLOVENIE 

I n t r o d u c t i o n  : C'est principalement sur le 
bras long du chromosome Y que se trouvent les 
g6nes n6cessaires a la spermatogen6se. Le 
locus de la spermatogen6se en particulier est 
situ6 dans la partie euchromatique du bras 
long du chromosome Y, localis6 en YqI 1.23 a 
l'intervalle 6 de la carte de d616tion selon 
Vergnaud. Les travaux de Vogt ont permis de 
d6nombrer 3 loci diff6rents d6nomm6s AZFa, 
AZFb et AZFc avec des ph6notypes cliniques 
respectifs. Nous avons 6tudi6 chez des hommes 
infertiles par des techniques tant  cytog6n6- 
tiques que de g6n6tique mol6culaire les -ano- 
malies mol6culaires du chromosome Y. 

P a t i e n t s  e t  m 6 t h o d e s  : Notre 6tude concerne 
204 hommes consultant ou se faisant traiter 
dans le service d'aide m6dicale ~ la reproduc- 
tion de la cl,:nique universitaire. Ce groupe 
6tait constitu6 de 85 azoospermes pour les- 
quels ont 6t6 effectu6es 57 biopsies, ~ vis6e 
tant  diagnostique r6v61ant 28 syndromes de 
Sertoli cell only (SCOS), 12 arr6ts de la matu- 
ration, 15 hypospermatogen6ses (dont 2 avec 
arr6t de la maturation) et 2 spermatogen6ses 
anormales, que th6rapeutique a la recherche 
de spermatozoYdes en rue d'ICSI secondaire- 
ment programmee, 84 patients avec oligoas- 
th6not6ratozoospermie (OAT) et 35 normozoo- 
spermes. Tous ont 6t6 examin6s, certains ont 
fait l'objet d'un dosage hormonal, en particu- 
lier FSH et inhibine-B. Les analyses cytog6n6- 

tiques ont 6t6 r6alis6es sur des pr6parations de 
cultures de lymphocytes de sang p6riph6rique 
en 6tudiant les structures en bandes R, G e t  C. 
Les patients avec caryotype 46,XXY ont 6t6 
exclus. Pour l 'analyse de g6n6tique mol6culai- 
re, ~ la recherche de d616tions de Yq, on a utili- 
s6 la technique de PCR en amplifiant les sites 

part ir  de I'ADN g6nomique d'un pr616vement 
sanguin.  Dix PCR-multiplex et 3 paires 
d'amorces simples sp6cifiques ont 6t6 utilis6s 
pour la d4tection de la pr6sence ou l'absence de 
4 g6nes d6j~ identifi6s : RBM 1, RBM2, DAZ, 
SPGY et de 34 loci STS. 

R 6 s u l t a t s  e t  d i s c u s s i o n  : Nous avons retrou- 
v6 des d616tions du chromosome Y chez 9 
patients (4,4%). D'autres ont rapport6 une fr6- 
quence de d616tions variant  entre 3 et 30% 
selon les crit6res de s61ection des patients. 
Sept d'entre eux 6taient azoospermes. Les 
deux premiers avaient  un caryotype 
46,X, del(Y)(ql 1) avec pour l 'un des d616tions 
des r6gions AZFa, b, et c et pour l 'autre des 
d616tions des r6gions b etc .  Les deux patients 
suivants avaient un caryotype 46,XX et les 
deux avaient des d616tions des r6gions a. b e t  c. 
Chez ces 4 patients (2%), les d616tions avaient 
6t6 r6v616es par les deux m6thodes. Pour les 
trois autres patients azoospermes, nous avons 
retrouv6 une d616tion de la r6gion AZFa,  une 
autre de la r6gion AZFe chez deux patients 
avec caryotype 46,XY et une d616tion de la 
r6gion AZFc chez un patient avec mosaique 
46,XY/47,XXY. Les 2 patients restants avaient 
une OAT de degr6 s6v~re, nous avons mis en 
6vidence une d616tion de la r6gion AZFc. 5 
d616tions (2,4%) n'ont pu ~tre identifi6es que 
par les techniques de g6n6tique mol6culaire. 
Chez les patients porteurs d'au moins deux 
d616tions et chez un patient avec une d616tion 
AZFa, la biopsie testiculaire a montr6 des 
16sions de SCOS, tandis que les d616tions de la 
r6gion AZFc 6talent associ6es a des 16sions 
d'hypospermatogen6se. 

C o n c l u s i o n s  : Nos r4sultats soulignent l'im- 
portance de l'analyse cytog6n6tique et de g6n6- 
tique mol6culaire dans l'6valuation des hommes 
st6riles. Les patients chez lesquels des d616tions 
ont 6t6 mises en 6vidence devraient faire l'objet 
d'une analyse attentive a la recherche de corr6- 
lations g6notype-ph6notype. 
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TEUR - P A R I S -  

Environ 10 % des couples ont des difficult4s 
procr6er et consultent pour infertilit6. 

Dans pros de la moiti6 des cas, l'infertilit4 
concerne le partenaire masculin qui pr6sente 
une anomalie qualitative et/ou quantitative de 
la spermatogen~se. Chez approximativement 
le tiers h la moiti6 de tous ces cas, aucune 
cause d'infertilit6 n'est retrouv6e, et ces indivi- 
dus sont class6s comme ayant  une infertilit6 
idiopathique. 

Des 6tudes r4centes ont sugg6r6 une grande 
pr4valence des microd614tions du chromosome 
Y chez les hommes ayant un probl6me de la 
spermatogen6se. L'analyse mol6culaire du 
chromosome Y recherche les microd416tions du 
chromosome Y, non d6tectables par  les 
m6thodes classiques de la cytog6n6tique. Cette 
recherche se f a i t h  l'aide de la technique PCR 
qui permet d'analyser finement le bras long du 
chromosome Y. 

Nous avons essay6 d'6valuer la fr6quence de 
ces microd416tions chez 20 patients tunisiens 
ayant  une infertilit6 idiopathique (11 azoosper- 
miques,7 oligoasth4nozospermiques extremes 
et 2 oligozoospermiques s6v6res propos6s pour 
ICSI). 

Aucune d616tion cytog6n6tiquement identi- 
fiable n'a 4t6 retrouv6e chez ces patients. 

Nous avons utilisd la technique de PCR avec 
une dizaine de couples d'amorces sp6cifiques 
des r4gions AZFa, AZFb, et AZFc, localis6es 
sur le bras long du chromosome Y et connues 
portant des g6nes codant pour des facteurs 

n4cessaires h la spermatogen6se. 1 seul patient 
(5% des cas) s'est r6v416 portant une microd6- 
14tions dans la r4gion AZFc (test4e avec le STS 
SY 254, locus de DAZ). 

La fr6quence des d616tions dans la r6gion AZFc 
varie consid6rablement d'une 6tude h l 'autre 
(de 1 h plus de 35%). Parmi les raisons 6vo- 
qu6es, l'absence de m4thodes standardis4es 
dans le " scareening " de ces microd616tions et 
l 'existence probable de diff6rences d'haplo- 
types du chromosome Y selon la population 
6tudi6e. 

Quoi qu'il en soit, dans l'aire actuelle de I'ICSI, 
qui est propos4e pour les hommes infertiles 
avec une azoo ou une oligozoospermie, la 
d4couverte de telles microd416tions a un 
impact important puisque cette forme d'inferti- 
lit4 masculine est potentiellement h6r6ditaire. 
L'analyse mol4culaire et le conseil g4n6tique, 
ont alors pour int4r~t d'6valuer le risque de 
transmission de l 'anomalie du p~re au ills. 
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INTRODUCTION 

L'existence de macrod616tions du chromosome 
Y chez des patients azoospermes a permis 
Tiepolo et Zuffardi, en 1976, d'4voquer une 
zone impliqu6e dans l'azoospermie : AZF. Ces 
derni6res ann6es la mise au point de mar- 
queurs g6nomiques pour le chromosome Y a 
permis de mettre en 6vidence des microd616- 
tions au niveau du bras long du chromosome Y 
et d'6voquer la pr6sence de zones AZFa, AZFb, 
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AZFc. Cependant dans certaines 6tudes les 
caract6ristiques cliniques et biologiques des 
patients  porteurs de microd616tions sont 
incompl6tement rapport6es. Notre 4tude a 
pour objectif la recherche de microd616tions 
chez un grand nombre de patients et de rap- 
porter les tableaux cliniques et biologiques des 
patients porteurs de microd614tions. 

MATERIELS ET METHODES. 

260 patients consultant au Centre de St6rilit6 
Masculine sont r6partis en plusieurs groupes 
en fonction des r6sultats des examens cli- 
niques et paracliniques : azoospermie excr6toi- 
re (n = 22) s6cr6toire (n = 49) non identifi6e (n 
= 9), oligospermie s4v6re (n = 95), oligospermie 
s6v6re excr6toire (n = 5), oligospermie mod6r6e 
(n = 37), asth6nospermie s6v6re isol6e (n = 6) 
ou immunologique (n = 2), t6ratospermie 
majeure isol6e (n = 4), an6jaculation (n = 2), 
tumeur testiculaire (n = 1), normosperme (n = 
24), et t6moin (n = 4). Lors d'une prise de sang 
pour caryotype ou bilan hormonal ou infec- 
tieux, un pr616vement est r4alis6 pour 
recherche des microd616tions du chromosome 
Y. Le caryotype a 6t4 r6alis6 chez 167 patients. 
Apr6s extraction d'ADN l'amplification en 
chaine par la polym6rase (PCR) est r6alis6e 
avec les amorces de 12 marqueurs g4nomiques 
int6ressant la zone AZF . Les r4sultats sont 
consid6r6s comme n6gatifs lorsqu'au moins 
trois PCR sont n6gatives, un t6moin positif, un 
n6gatif et un blanc 6tant inclus dans chaque 
s6rie. De plus en cas de r6sultat n6gatif une 
PCR d'un marqueur de SRY est effectu6e. 

RESULTATS 

14% des patients pr6sentant une azoospermie 
s4cr6toire et 2% des patients oligospermes 
s6v6res ont une PCR n6gative pour certains 
des marqueurs g6nomiques 6tudi6s. Parmi les 
patients azoospermes s6cr6toires il faut noter 2 
patients 46,XX. De plus un patient pr6sentant 
une oligospermie s6v6re excr6toire a une 
microd616tion. 

Une anomalie du caryotype est retrouv6e chez 
21 azoospermes s6cr6toires et 6 oligopermes 
s6v6res. De plus un caryotype anormal est 
retrouv6 chez un patient porteur d'une asth6- 
nospermie isol6e et chez un autre ayant une 

t6ratospermie isol6e. Les caract6ristiques cli- 
niques et biologiques de ces patients seront 
rapport4es. 

DISCUSSION. 

L'6tude du caryotype et des microd414tions du 
chromosome Y est informative chez les 
patients pr6sentant une azoospermie ou une 
oligospermie s4v~re. Tousles patients, except4 
un, pr6sentant une microd414tion de 1W ont 
une hypotrophie testiculaire traduisant l'at- 
teinte testiculaire. Si l 'association avec 
d'autres facteurs de risque d'infertilit6 doit 
encore ~tre discut4e, ces examens doivent faire 
partie du bilan andrologique de l'azoospermie 
s6cr6toire et de l 'oligospermie s6v6re, le 
patient devant ~tre inform6 et conseill6. 

O O 0  

HYBRIDATION IN SITU TRIPLE COU- 
LEUR SUR FILTRE : TECHNIQUE ET 
ETUDE DE 5 PATIENTS OLIGOSPER- 

MIQUES SEVERES 

C. LE BOURHIS, J.P. SIFFROI, 
I.BERTHAUT, J.P.DADOUNE 

Service de Biologie de la Reproduction, Histologie 
et Cytoggngtique H6pital TENON, 4 rue de la 

Chine, 75020 Paris 

Afin d'6tudier, par fluorescence in situ, le taux 
d'aneuploidie dans les spermatozoides des 
hommes oligospermiques s6v6res (< 1 million 
de spermatozoides par ml), nous avons mis au 
point une technique d'hybridation in situ sur 
filtre de type Millipore. Toute les 6tapes de la 
technique sont r6alis6es sur le filtre. Apr6s 
d6condensation des t~tes de spermatozoides 
par le dithiotr6itol, I'ADN est d6natur4 par une 
solution de formamide. Une triple hybridation 
in situ est alors r6alis6e grace ~ des sondes 
centrom6riques des chromosomes X, Y et 18. 

Cette technique a 6t6 test6e chez 3 patients 
normospermiques pour lesquels nous avons 
effectu6 5 dilutions (1 million, 800 000, 600 
000, 400 000 et 200 000 spermatozoides par 
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ml) et compar6 les diff6rents taux d'aneuploi- 
die pour les chromosomes X, Y e t  18. Le taux 
d'aneuploidie observ6 est identique, quelle que 
soit la dilution et n'est pas significativement 
diff6rent de celui trouv6 dans un groupe 
contr61e de 11 hommes normospermiques 6tu- 
di6 en technique standard (1,25% versus 1,3 
dans le groupe contr61e : p<0,01). Le bruit de 
fond n'est pas augment6 par la pr6sence du 
filtre. 

Cette technique a permis l'6tude de 5 hommes 
oligospermiques s6v~res. Chez 4 de ces 
hommes, le pourcentage d'aneuplo~die total est 
tr~s 61ev6 compar6 ~ notre groupe contr61e, et 
d 'autant plus 61ev6 que la concentration en 
spermatozo~des est faible. 

Pat ients  Spz / ml % total 
d'aneuploidie  

P1 800 000 14,9 

P2 500 000 17 

P3 1 million 8 

P4 250 000 14,1 

P5 900 000 2,4 

Ainsi en d6pit du nombre souvent tr~s r6duit 
de spermatozo~des chez les patients oligosper- 
miques s6v~res, cette technique d'hybridation 
in situ sur filtre permet d'6valuer de mani~re 
fiable le taux d'aneuplo~die dans les spermato- 
zoYdes. 

Service de cytogdndtique, immunocytologie, biologic 
du ddveloppement et de la reproduction, H6pital 

Saint-Jacques, 
25030 BESAN~ON CEDEX. 

L'association entre les perturbations du sper- 
mogramme et les anomalies du caryotype est 
d6montr6e depuis de nombreuses ann6es, avec 
pour l 'essentiel des anomalies num6riques 
gonosomiques en cas d'azoospermie et des ano- 
malies morphologiques autosomiques en cas 
d'oligospermie. La pratique de I'ICSI a proba- 
blement accru le nombre de bilans cytog6n6- 
tiques faits pour ces indications, notamment 
en les 61argissant aux conjointes. Ce travail 
pr6sente les r6sultats des caryotypes, r6alis6s 
entre janvier 1996 et juillet 1998, chez 277 
couples candidats ~ I'ICSI dans notre centre 
(dont 10,3% d'azoospermies, et 21,7% d'oligo- 
spermies s6v~res). 

7 anomalies ont 6t6 retrouv6es ; elles concer- 
nent 2 hommes (2/272, 0,7%) et 5 femmes 
(5/266, 1,9%). 

Porteur Caryotype Indication 
d'ICSI 

Translocations 

homme 45, XY t(14;21) T6ratospermie 
(ql0;ql0) 

femme 46, XX t(5;16) 
(q12;q121) 

femme 46, XX t(2;17) 
(q l l l ;q l l l )  

femme 45, XX der 
(13;14) (ql0;ql0) 

Asth6nospermie 

Oligo-asth6no- 
t6ratospermie 

Asth6nospermie 

0 0 0  

BILAN DES EXAMENS CHROMOSO- 
MIQUES DE 277 COUPLES CANDIDATS 

A L'INJECTION INTRA-CYTOPLAS- 
MIQUE DE SPERMATOZOIDES 

Inversions 

femrae 46, XX inv (1) 
(p34.3;q32.3) 

Mosaiques gonosomiques 

homme 47, XXY/46, 
XY 63:27 

Oligo-asth6no- 
t6ratospermie 

Oligo-asth6nosper 
mie 

D.HOCQUET, C.ROUX, 
M.A.COLLONGE-RAME, J.L.BRESSON. 

Marqueurs suppl6mentaires 

femme 46, XX/47, XX 
+m 6:10 

Oligo-asth6nosper 
mie 
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10 fois, une mitose pr6sentant une aneuploidie 
a 6t6 observ6e (constatation not4e compte-tenu 
de l'indication). 6 fois elle concerne le caryoty- 
pe de l'homme (6/272, 2,2%, 5 XXY et 1 XYY), 
et 4 fois celui de la femme (4/266, 1,5%). 

En conclusion, l'incidence des anomalies dans 
cette population de couples inf4conds est plus 
41ev4e que dans la population g6n6rale mais 
curieusement touche part icul i6rement les 
femmes. Ceci peut ~tre expliqu6 par le fait que 
les hommes porteurs d'anomalies gonoso- 
miques 6chappent au recrutement de I'ICSI. 
Le taux global de translocation chez les 
conjointes (3/266, 1,1%) est = 4,5 fois plus 61ev6 
que dans la population g4n6rale. Ces r6sultats, 
qui rejoignent les donn4es r6centes, confirment 
l'int4r~t de la pratique syst6matique du caryo- 
type chez les deux membres du couple candidat 

I'ICSI. Ils sont h prendre en consid6ration 
pour la poursuite des tentatives, mais 6gale- 
ment pour l 'interpr6tation des 6tudes actuelles 
sur les caryotypes des enfants de I'ICSI. 

0 0 0  

E N D R O C R I N O L O G I E  

RI~GULATION DE L'EXPRESSION D U  
GENE D U  CYTOCHROME P450  AROMA- 
TASE D A N S  LES CELLULES DE LEYDIG 

D U  RAT MATURE. 

C.GENISSEL et S.CARREAU. 

Laboratoire de Biochimie, UniversitG I.R.B.A., 
Esplanade de la Paix, 14032 Caen Cedex. 

Chez les maminif'eres, un r61e majeur est jou6 
par les gonadotrophines et la testost6rone dans 
le d6veloppement du testicule, la mise en place 
et le maintien de la spermatogen6se. Outre ces 
modulateurs, les estrog6nes seraient aussi 

concern6s; la capacit6 de la gonade male 
convertir les androg6nes en hormones femelles 
est d'ailleurs bien 6tablie. Cette r6action est 
catalys4e par l 'aromatase constitu6e d'un cyto- 
chrome P450 sp6cifique (P450 arom, produit 
du g6ne CYP 19) et d'une flavoprot4ine ubiqui- 
taire, la NADPH cytochrome P450 r6ductase. 
Chez le rat, l'activit6 aromatase d4pend de 
l'glge: elle est sertolienne et stimulable par la 
FSH chez l ' immature tandis qu'elle est leydi- 
gienne et stimulable par la LH chez l'adulte. 
De plus, nous avons d6montr6, chez l 'animal 
mature, que les cellules germinales repr6sen- 
tent  une source importante  d'estrog~nes 
(Levallet et al., Biol. Reprod., 58, 919,1998). 
Cependant, la r6gulation de l'expression du 
g6ne du P450 a r o m a  6t6 peu 4tudi4e dans le 
testicule. Ces donn6es nous ont donc conduits 

analyser in vi tro,  en parall~le avec l'activit4 
enzymatique, la r4gulation de l'expression du 
g6ne de l 'aromatase (ARNm) dans les cellules 
de Leydig de rats adultes soumises h diff6rents 
traitements. 

Les cellules de Leydig sont purifi4es sur gra- 
dients discontinus de Percoll puis incub6es 
pendant 24 heures en pr4sence ou non de tes- 
tost6rone (50; 100; 200 ng/ml) et/ou de oLH 
(0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50 ng/ml) Ou de dbcAMP 
(ImM). Apr~s incubation, le surnageant est 
pr61ev6 afin de doser l'estradiol par RIA et 
I'ARN est extrait h partir du culot cellulaire. 
Pour doser I'ARNm du P450 arom, nous avons 
utilis6 une m6thode de RT-PCR quantitative 
comp6titive bas6e sur la comp6tition entre le 
messager du P450 arom avec un ARN stan- 
dard construit par d616tion du fragment natif  
et reconnu par les m~mes amorces sp6cifiques 
(Levallet et al., C.R. Acad. Sci., 320, 123, 1997). 

Pour une concentration de 200 ng/ml de testo- 
st6rone (correspondant h une production maxi- 
male d'estradiol), la quantit6 de messager du 
P450 arom est augment6e de 20% par rapport 
au contr61e. En ce qui concerne la oLH, la 
quantit6 d'ARNm est maximale pour une dose 
de 5 ng/ml (+ 45%). Pour des doses plus faibles 
de testost6rone (50 et 100 ng/ml) ou de oLH 
(0,1; 0,5 et 1 ng/ml), une diminution significa- 
tive de la quantit6 d'ARNm du P450arom est 
observ6e. L'addition de testost6rone (200 

103 



ng/ml) ~ de faibles concentrations de oLH 
ram~ne le taux d'ARNni ~ une valeur 4quiva- 
lente ~ celle du contr61e. Si de fortes concen- 
trations de oLH (50 ng/ml) sont utilis4es en 
pr4sence de 200 ng/ml de testost6rone, la pro- 
duction d'estradiol est faible alors qu'une aug- 
mentation de la quantit4 d'ARNm du P450 
arom (2 fois) est constat6e. Ces donn4es 
d6montrent pour la premi6re fois dans les cel- 
lules de Leydig purifi6es ~ partir  de testicules 
de rats adultes que le taux d'ARNm du P450 
arom est r6gul6 de fa~on dose d6pendante par 
les androg6nes et la oLH (ou le dbcAMP). On 
peut donc proposer que des sites r6gulateurs 
de transcription tels que SFI et CRE, et/ou une 
modification de la stabilit6 des ARNm inter- 
viennent dans la r6gulation de la quantit6 
d'ARNm du P450 arom et par cons4quent dans 
l'activit6 aromatase leydigiennes. 
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GYN]ECOMASTIE, HYPOGONADISME ET 
STI~RILIT]~ : PRI~SENTATION INHABI- 

TUELLE D'UN D]~FICIT EN 17,20-LYASE 
CHEZ UN ADULTE JEUNE HOMOZYGO- 

TE POUR UNE MUTATION DU GI~NE 
CYP17. 

M. G. FOREST1, A. LAUBER-BIASON2, M.- 
P. MONNERET1 ET P. D'ANELLA3. 

IINSERM U.329, HSpital Debrousse, 69322 Lyon 
Cedex 05, France, 2Department of Pediatrics, 

Division of Clinical Biochemistry Universit~ts- 
Kinderspital, Zurich, Switzerland, et 

3Endocrinologie, Diab~te, Nutrition, H6pital 
Rdgional d'Avignon, France. 

Les hormones st6roides sont synth6tis6es 
partir  du cholest6rol dans la surr6nale et les 
gonades grace ~ l'activit6 d'une s6rie de com- 
plexes enzymatiques,  dont le cytochrome 
P450c17. Celui-ci joue un r61e cl6 dans l'orien- 
tation de la biosynth6se st6roidienne, car il 
poss6de deux activit6s enzymatiques dis- 
tinctes, 17a-hydroxylase d'une part  et 17,20- 
lyase (ou desmolase) d'autre part. Cette der- 

ni6re en coupant la chaine lat6rale en C17 
transforme les st4roides en C21 en st6roides en 
C19 et donc d4rive la biosynth~se du cortisol 
vers celle des androg6nes. Le cytochrome 
P450c17 est cod6 par le g6ne CYP17 localis4 
sur le chromosome 10q24-25. Bien qu'un seul 
g6ne code pour les deux activit6s enzyma- 
tiques, des tableaux clinico-biologiques bien 
distincts ont 6t6 d6crits. Le d6ficit ,,isol6,~ en 
17,20-1yase a jusqu'ici 6t6 rapport6 chez des 
sujets g6n6tiquement masculins pr6sentant 
une ambiguit6 sexuelle, de s6v6rit6 variable. 
Nous pr4sentons ici une nouveau cas de d6ficit 
en 17,20-1yase de pr6sentation clinique parti- 
culi~re. Chez un couple consultant pour st6rili- 
t6 l 'attention a 6t6 attir6e par la gyn6comastie 
que pr6sentait le patient alors ~g6 de 23 ans. 
Dans les ant4c4dents on note une ectopie testi- 
culaire op6r6e ~ 10 ans, une vie sexuelle et une 
libido apparemment normales. A l'examen, on 
note une macrosk41ie, un hypogonadisme rela- 
tif  (P4/5 horizontale, pilosit6 faciale peu d6ve- 
lopp6e), des testicules de petite taille (3 et 3,5 
cm de diam6tre), mais une verge de taille nor- 
male. Le bilan hormonal - montrant  des taux 
de base bas de testost6rone (T) (1,6 ~ 2,5 
ng/ml), normaux d'cestradiol (40 pg/ml), 
contrastant avec des taux 61ev6s de progest6- 
rone (4,5 ng/ml), de 17a-hydroxyprogest4rone 
(OHP) (6,4 ~ 8,9 ng/ml), de pr6gn6nolone (3,8 
ng/ml), de 17a-hydroxypr6gn6nolone (6,7 ~ 7 
ng/ml), et des taux bas pour l'~ge de A4-andros- 
t6nedione (0,4 ~ 0,6 ng/ml), de d6hydro6pian- 
drost4rone (DHA) (1,3 ng/ml), et de son sulfate 
(DHAS) (1475 ng/ml), un taux 41ev6 d'ACTH 
(97 pg/ml) - 4voque bien un d6ficit en 17,20- 
lyase. Sous ACTH, pas de modification notable 
des taux de progest6rone etd'OHP, 616vation 
modeste de A4-androst6nedione (de 0,7 ~ 1 
ng/ml), de DHA (de 1,3 ~ 2,3 ng/ml) et de 17a- 
hydroxypr4gn6nolone (de 7 ~ 11 ng/ml). 
L'origine mixte surr6nale et gonadique est 
attest6e par les tests de freination. Sous dexa- 
m6thasone, on note l'effondrement des taux 
d'OHP (de 12 ~ 1,4 ng/ml), de DHAS (de 1037 
185 ng/ml), et de cortisol (de 97 ~ ~0 ng/ml) 
alors que ceux de progest4rone restent 61ev6s 
(de 8,9 ~ 4,4 ng/ml). Lors du test de freination 
de l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique 
par un analogue du GnRH, on observe une 
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baisse significative des taux de progesterone 
(de 8,8 fi 2,2 ng/ml), d'OHP (de 10,4 h 0,5 
ng/ml), de A4-androst~nedione (de 0,7 fi 0,3 
ng/ml), de T (de 3,3 h 0,1 ng/ml) ainsi que de LH 
(de 34 h 1,8 MUI/ml) alors que les taux de 17a- 
hydroxypr~gn6nolone, de DHA, de DHAS et de 
cortisol ne sont pas sensiblement modifies. 
L'exploration de la lign6e des 17-d6soxycorti- 
coides montre que le d~ficit enzymatique est 
sans doute mixte (17a-hydroxylase/17,20-1yase) 
car les taux basaux de corticost~rone (81,3 
ng/ml) et de DOC (10,2 ng/ml) sont ~lev6s. 
L'~tude mol~culaire montre que le patient est 
homozygote pour une mutation (R35L) dans 
l'exon 1 du g~ne CYP17. Les parents consan- 
guins et les 4 fr~res et sceurs sont tous h6t~ro- 
zygotes pour la m~me mutation. L'~tude in 
vitro (expression dans cellules COS) montre 
que la prot~ine mut~e pr6sente une double acti- 
vit6 r~siduelle de 38_+1.5 % pour la 17a- 
hydroxylase et de 33+2,3 % pour la 17,20-1yase. 

En c o n c l u s i o n  : 

1). Nous rapportons pour la premiere fois 
l'existence d'un d6ficit (partiel) en 17,20-1yase 
chez un sujet g~n~tiquement masculin ne pr~- 
sentant  pas d'ambiguit6 sexuelle, mais un 
hypogonadisme et une st6rilit6 associ~es fi une 
gyn~comastie, soit une symptomatologie 6vo- 
quant une forme incomplete d'insensibilit6 aux 
androg~nes, dont c'est apparemment un dia- 
gnostic diff~rentiel h prendre en consideration. 

2). L'~tude hormonale d~taill6e sugg~re que le 
d~ficit porte en fait sur les deux activit6s enzy- 
matiques du P450c17 (17cr et 
17,20-1yase). 

3). La biologie mol~culaire, et l'6tude in vitro 
de la prot~ine mut~e confirment l 'atteinte par- 
tielle des deux activit~s enzymatiques 
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R E G U I ~ T I O N  DU R E C E P T E U R  A FSH 
ET DE L'ACTIVITE AROMATASE PAR LE 
TNFa  DANS LA CELLULE DE SERTOLI 

PORCINE.  

M KADEM, M BENAHMED, R GRATAROLI. 

INSERM U407, Facultg de Mgdecine 
Lyon-Sud-B.P. 12, F-69921 OuUins Cedex 

Dans la cellule de Sertoli, la FSH stimule l'ac- 
tivit~ P450-aromatase qui convertit la testoste- 
rone en 17 13-oestradiol. Cet effet est inhib~ par 
le TNFtz dont l'une des voies de transduction 
actuellement bien 6tudi~e est celle de l'hydro- 
lyse de la sphingomy~line membranaire par la 
sphingomy61inase neutre. 

Le but de cette ~tude est d'~valuer plus sp~cifi- 
quement le r61e de cette voie dans l'action 
antagoniste du TNFa sur cet effet physiolo- 
gique. 

Pour cela nous avons examin~ l'action de diff6- 
rentes molecules issues ou impliqu~es dans 
l'hydrolyse de la sphingomy61ine membranaire 
(sphingomy~linase neutre, ceramide, sphingo- 
s ine ,  N,Ndimethylsphingosine, sphingosine- 1 
-phosphate) sur la fixation de la FSH sur son 
r~cepteur (technique du -binding) ainsi que sur 
l'activit~ P450-aromatase dans la cellule de 
Sertoli (mesure du 1713-oestradiol par dosage 
radioimmunologique). 

RESULTATS 

1 -Effet du TNFa sur le turn over de la sphin- 
gomy61ine membranaire marquee avec de la 
14Cs~rine dans la cellule de Sertoli. 

En presence de TNFa, 25% du pool de sphin- 
gomy~line marquee sont d~grad~s apr~s 15 
minutes d'incubation, puis le pool revient pro- 
gressivement fi son 6tat basal ~ 60 minutes. 

2-Nos r~sultats concernant l'~tude de la r~gu- 
lation du r~cepteur de la FSH par le TNFa 
montrent que cette cytokine (10 ng/ml) induit 
une diminution maximum de 50% de la fixa- 
tion de 125 I-FSH ~ son r~cepteur ~ partir  de 
24h. 

Les c~ramides (C2 et C6, 0,5 fi 15RM), la 
sphingosine et la sphingosine-l--phosphate (1 

15gM) sont sans effet, dans nos conditions 
exp~rimentales, sur la fixation de la FSH sur 
son r~cepteur. 

Par  contre la sphingomy~linase neutre (0,3 
u/ml) et la N,N-dim6thylsphingosine (8gM) 
diminuent la fixation de la FSH sur son r~cep- 
teur de 30% et de 60% respectivement. 
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3-Apr6s 48h de trai tement par la FSH (0,1 ~ 2 
~tg) l'activit4 P450-aromatase augmente d'un 
facteur 2 fi 3. A demie dose efficace de FSH 
(0,25 ~tg/ml), le TNFa (10ng/inl) induit une 
inhibition de cette activit4 de 38%. 

Dans les m~mes conditions exp4rimentales, la 
sphingomy61inase (0,2 fi 0,5 u/ml) et la 
N,Ndim6thylsphingosine (8~tM) induisent une 
inhibition de cette activit4 de l'ordre de 30%. 

CONCLUSION 

Nos r4sultats montrent que la sphingomy61i- 
nase et la N,N-dim6thylsphingosine, comme le 
TNF~,exercent un effet antagoniste sur la fixa- 
tion de la FSH sur son r6cepteur et sur l'acti- 
vit4 P450-aromatase en pr4sence de FSH. 

Afin de mieux comprendre ce m6canisme, 
actuellement nos t ravaux s 'orientent vers 
l'6tude de l'expression des ARN messagers du 
r6cepteur de la FSH et de l 'aromatase dans les 
m~mes conditions exp4rimentales. 
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PSEUDO-HERMAPHRODISME MASCU- 
LIN AVEC ABSENCE DE RI~GRESSION 

MULLI~RIENNE ET MICROTESTIS. 

ANALYSE IMMUNOCYTOCHIMIQUE DE 
L'EXPRESSION DE L'ABP ET DE 

L'HSHBG 

G]~RARD A., GERARD H., LEHEUP B. 

EA 2401 Gdndtique et Interactions cellulaires en 
Reproduction, Facultd de Mddecine et service de 
mgdecine Infantile III et de Ggndtique Clinique, 

H6pital d'Enfants, Vandoeuvre les.Nancy 

Les pseudohermaphrodismes masculins sont le 
plus souvent secondaires h des anomalies hor- 

monales soit au niveau de la biosynth6se des 
androg~nes soit au niveau de la r6c6ptivit6 
p4riph6rique tissulaire.Les tableaux de dysg6- 
n6sie testiculaire commencent h ~tre mieux 
compris au plan mol4culaire. Cependant la 
plupart des descriptions morphologiques des 
dysg6n6sies test iculaires sont incompl6tes 
dans les publications ,~mol6culaires~ les plus 
r6centes. Nous rapportons l'observation d'une 
jeune fille n6e en 1982 et 4valu6e h la consul- 
tation de g6n4tique des anomalies g4nitales 
pour un d6veloppement pubertaire dysharmo- 
nieux en 1996. Elle pr6sente un d6veloppe- 
ment complet f6minin de la pilosit6 pubienne 
avec absence du d6veloppement mammaire et 
une am6norrh4e primaire. Le bilan endocrino- 
logique (octobre 1996) met en 6vidence une tes- 
tost6ron4mie plasmatique de 1,04 ng/ml, un 
taux de FSH 41ev6 h 62 UIA, un taux de LH 
moins 41ev6 h 17 UI/1. Le taux d'oestradiol est 
faible h 12 pg/ml. Le caryotype est 46 XY, la 
recherche de la s6quence SRY par technique 
FISH rejette l'hypoth6se d'une microd61etion 
chromosomique (Pr Jonveaux, Laboratoire de 
G6n6tique du CHU de Nancy). Le bilan mor- 
phologique coelioscopique d6montre la pr6sen- 
ce de structures salpyng6es et ut6rines nor- 
males impub6res. La cavit4 vaginale est de 
tail le normale pour l '6tat hormonal.  Les 
gonades mesurent 5 et 7 mm, elles sont locali- 
s4es en situation parasalpyng4e. Leur ex4r6se 
est pratiqu6e. L'analyse cytog4n6tique de ces 
616ments est identique ~ la constitution lym- 
phocytaire, 46, XY. L'aspect histologique est 
caract6ris4 par la pr4sence de cordons sperma- 
tiques fins sans lumi6re et constitu6s de cel- 
lules de Sertoli seulement, d'aspect peu diff6- 
renci4. 80% de ces cellules pr4sentent des aty- 
pies nucl4aires. Le cytoplasme des cellules de 
Leydig est de grande taille sans inclusion lipi- 
dique. Les coupes ont 6t6 analys6es apr6s mar- 
quage avec des anticorps anti mABP, anti 
hSHBG, anti t ransferr ine,  ant ivimentine et 

Anticorps Interstitium Tubes 

mABP +++Leydig et stroma 
hSHBG +++ 
Transf6rine O 

Vimentine + + 

absence de marquage ou faible 
absence de marquage 
O 
+++ (Sertoli) 
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anti tyrosine tubuline. Les r6sultats sont r6su- 
m6s sur le tableau joint. 

Le profil d'expression des cellules de Sertoli 
n'est pas le profil habituellement observ6 avec 
absence de marquage par les anticorps anti 
mABP et hSHBG. Le profil d'expression de la 
composante interstitielle est 4galement anor- 
mal, avec expression prot6ique de mABP et de 
hSHBG habituellement non observ6 dans ce 
compartiment. 

L'ensemble de ces donn6es sugg6re une dyspla- 
sie d'induction primaire ~ la fois de la compo- 
sante sertolienne et leydigienne. La dysg6n4sie 
sertolienne, marqu4e cliniquement par l'ab- 
sence d'AMH et l'absence de r4trocontr61e par 
l'inhibine B de la FSH, est d6montr6e par le 
profil d'expression anormal d'ABP. Les don- 
n6es mol6culaires sont en cours d'6valuation 
pour 6valuer le niveau d'origine de la dysg6n6- 
sie. 

0 0 0  

ROLE DES HORMONES 
THYROiDIENNES DANS LA RI~GULA- 

TION DE L'EXPRESSION GI~NIQUE DU 
FACTEUR DE CROISSANCE TGF-Ii ET 
DE SES R]~CEPTEURS AU NIVEAU DE 

LA GONADE ~ E .  

PALMERO S., BARDI G., FUGASSA E., 
MAUDUIT C*., BENAHMED M.* 

Istituto Fisiologia Gdndrale, Universit~t di Genova - 
* INSERM U.407, Lyon-Sud, Oullins 

Classiquement, les gonadotrophines LH et 
FSH contr61ent de fa~on pr4dominante les 
fonctions de la gonade mille. Cependant, au 
cours de ces derni~res ann6es, les r6sultats de 
nos exp4riences ont permis de montrer le r61e 
des hormones thyroidiennes dans la r6gulation 
des fonctions testiculaires au niveau des cel- 
lules de Sertoli. N6anmoins, si le syst6me 
endocrinien apparai t  d6terminant  dans le 
contr61e de la gonade, de nombreux arguments 

sugg~rent qu'il existe aussi un syst6me de 
contr61e local r4sultant des interactions entre 
les diff6rentes populations cellulaires de la 
gonade. Ainsi plusieurs familles de mol6cules 
(facteurs nutritionnels, facteurs de croissance 
et cytokines) produites localement et impli- 
qu6es dans la r4gulation intragonadique, ont 
6t6 mises en 6vidence. Afin de mieux connaitre 
les m4canismes cellulaires et mol4culaires par 
lesquels les hormones thyroidiennes r6gulent 
les fonctions testiculaires, nous avons 6tudi6 
les effets de l'hypothyroidisme sur l'expression 
g6nique du facteur de croissance TGF-8 et de 
ses r6cepteurs dans le testicule de rat, pendant 
le d6veloppement. 

Les r6sultats obtenus par la technique de 
RT-PCR indiquent une influence significative 
de l'6tat thyroidien sur l'ontog6nie du syst6me 
TGF-~ dans la gonade mille. Ainsi l'hypothy- 
roidisme transitoire pr6coce affecte l'expres- 
sion temporelle des diff6rentes isoformes du 
ligands (TGFgl, TGF-g2, TGF-g3) et de ses 
r4cepteurs (TGF-g RI, RII, RIII) au niveau des 
cellules somatiques testiculaires. De plus les 
r6sultats obtenus montrent une augmentation 
significative de l'expression du TGF-I] et de ses 
r6cepteurs en m6me temps que le r6tablisse- 
ment de la fonction thyroidienne. Ces observa- 
tions sugg6rent que l'induction de l'expression 
du facteur de croissance pourrait r6sulter de 
l 'action stimulatrice des hormones thyroi- 
diennes. Cependant, il faut noter que l'hypo- 
thyroidisme transitoire pr4coce prolonge la 
prolif6ration des cellules de Sertoli et donne 
lieu h un hypergonadisme significatif chez le 
rat  adulte, ainsi une population de cellules de 
Sertoli plus nombreuses pourrait expliquer 
une augmentation de la production de TGF-g. 
Nous avons ensuite essay6 de mettre en 6vi- 
dence l'existence d'une action directe de la 
triiodothyronine sur l'expression du TGF-g au 
niveau des cellules de Sertoli de rat  en culture 
primaire. Lorsque les cellules de Sertoli sont 
cultiv6es pendant 24 heures, en pr4sence de 
doses physiologiques de triiodothyronine, rex- 
pression du TGFB et de ses r6cepteurs aug- 
mente de fa~on significative. 

En conclusion, en analysant l'ensemble de ces 
observations in vitro et in vivo, nous proposons 
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l'hypoth6se de l'existence d'une action directe 
de la triiodothyronine sur l'expression g6nique 
du facteur de croissance TGF-B et de ses r4cep- 
teurs au niveau des cellules de Sertoli. Etant 
donn6e l'action inhibitrice du TGF-B, ce contr6- 
le local pourrait amplifier les effets antiprolif6- 
ratifs des hormones thyroidiennes au niveau 
des cellules de Sertoli. 
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L'INHIBINE B PLASMATIQUE CHEZ 
LES BLESSI~S RADICULO-MEDUL- 

LAIRES DE L'HOPITAL DE RI~I~DUCA- 
TION ET DE R]~ADAPTATION FONC- 
TIONNELLE D'HENRY GABRIELLE 

B.MATHIAN*, A.PALLANT*, G. PILONCHE- 
RY*, K. CHARVIER**, M.C. PATRICOT*. 

*Laboratoire d'Hormonologie, Service de 
Biochimie, Bat. 3B, Centre Hospitalier Lyon-Sud 

69495 Pierre-Bdnite 
** H6pital de rddducation et de rdadaptation fonc- 
tionnelle Henry Gabrielle, route de Vourles, 69230 

Saint Genis Laval. 

Les 16sions neurologiques constat6es sur les 
bless6s radiculo-m6dullaires entrainent une 
diminution du sperme et m~me une absence 
d'4jaculation. L'origine et le pronostic de ces 
troubles est encore peu connue. Les biopsies 
testiculaires ont permis de mettre en 6vidence 
que l 'atteinte m6dullaire est souvent associ6e 
l'alt6ration du tissu testiculaire et ~ une alt6- 
ration des cellules de la lign6e germinale. Les 
6tudes r4alis6es sur les dosages hormonaux 
plasmatiques classiques se sont montr4es par 
contre peu concluantes. Notre travail a pour 
but d'essayer de s61ectionner quelques para- 
m~tres nous permettant  d'orienter le clinicien. 

Des dosages plasmatiques d' inhibine B 
(Serotec), FSH, testost6rone totale et libre, 
SHBG ont 4t6 pratiqu6s chez 16 malades pr6- 
sentant une absence totale de sperme. Les 
r4sultats ont 6t4 compar6s h ceux de 7 t6moins 
du m6me age (test de Student p = 0.2623) 
s61ectionn6s parmi le personnel du laboratoire. 

Nos r6sultats montrent une diff6rence signifi- 
cative entre les deux populations pour l'inhibi- 
ne B (test de Student p = 0,0010), la testost4- 
rone totale (test de Student p = 0.0188) et la 
testost6rone libre (test de Student p = 0,0137). 
Les valeurs de FSH si elles sont plus hautes 
chez les malades que chez les t6moins, ne le 
sont pas de mani6re significative. 

Les diff6rences observ6es sur les valeurs de 
testost6rone nous semblent en relation avec la 
position et l'activit6 des sujets entrainant  une 
diminution de s6cr6tion de la testost6rone par 
rapport h des sujets sains et actifs. La diff6- 
rence d'fige entre les deux populations n'4tant 
pas significative ne peut expliquer la variation 
de la testost6rone... 

La forte diminution de l'inhibine B est vrai- 
semblablement en rapport avec une atteinte 
testiculaire chez ces patients, la FSH n'est pas 
modifi6e, l'inhibine B serait donc un bon indi- 
cateur de la fonction testiculaire et de la sper- 
matogen~se et dans cette pathologic particuli6- 
re, son dosage doit pouvoir donner rapidement 
une r6ponse sur l'6tat du patient. 
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UTILIT]~ DU TEST DE STIMULATION ~k 
LA LHRH DANS L'I~VALUATION DES 

VARICOCI~LES SUBCLINIQUES. 

A. MAILLETTE, M. THABET 

PaviUon St-Franfois d'Assise (CHUQ), Qudbec, 
Canada. 

La pr6sence de varicoc61e clinique est une 
cause fr6quente d'alt4rations de la spermato- 
gen6se. Le test de stimulation h la LHRH per- 
met d'6valuer indirectement la fonction testi- 
culaire en agissant sur l'axe hypotha- 
lamo-hypophyso-gonadique. Le but de l'4tude 
6tait d'abord d'6valuer la pertinence du test 
la LHRH chez des patients infertiles porteurs 
d'une varicoc~le subclinique puis de d6termi- 
ner si ce test pouvait pr6dire le succ6s d'une 
cure de varicoc~le. 
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Nous avons proc6d6 ~ une 4tude r6trospective 
de 52 patients porteurs d'une varicoc61e subcli- 
nique ayant consult4 ~ la clinique d'infertilit6 
entre juin 1989 et avril 1998. Un questionnai- 
re d6taill4, un examen physique, un spermo- 
gramme ainsi qu'un test de stimulation ~ la 
LHRH furent effectu6s pour tous les  patients. 
Le test ~ la LHRH consistait ~ injecter par voie 
i.v. 100 ~ug de LHRH synth6tique puis les 
niveaux s6riques de FSH et LH 6taient d6ter- 
min6s ~ 0, 15 et 30 minutes post-injection. Le 
test 6tait consid6r6 anormal si les niveaux de 
gonadotropines s4riques 4taient sup6rieurs ~ > 
2X le niveau de base (temps 0). Les perturba- 
tions du spermogramme furent  analys4es 
selon les r4sultats du test ~ la LHRH. Au total, 
18 patients furent trait6s; 10 par chirurgie et 8 
par embolisation. 

La moyenne d'~ge des patients 4tait de 31,8 
ans (23-42 ans). Le volume testiculaire 4tait 
normal chez 67% des patients et hypotro- 
phique chez 33% des patients. Au spermo- 
gramme, l'oligospermie, l 'asth4nospermie et la 
t6ratospermie furent diagnostiqu6es chez 60 
%, 75% et 65% des patients respectivement. 
Les trois anomalies combin6es 6taient pr6- 
sentes chez 38% des patients. Les niveaux de 
FSH et LH de base 6taient 41ev4s chez 25 et 7 
patients respectivement. Des r4ponses anor- 
males au test ~ la LHRH furent not6es chez 
75% des patients. Finalement, pour les 18 
patients ayant subi une cure de varicoc61e, 12 
d'entre eux ont 6t6 am61ior6s par le trai tement 
choisi et seulement 2 6checs sur 6 pouvaient 
~tre pr4dits par le test ~ la LHRH. 

Les r6sultats de l'6tude d6montrent l'impact 
significatif que peut jouer une varicoc61e sub- 
clinique sur la spermatogen6se et la produc- 
tion d'hormones gonadiques chez des patients 
infertiles. En effet, par le test ~ la LHRH, nous 
avons d6montr6 que pr6s de 75% des patients 
avec varicoc61e subclinique pouvaient b6n6fi- 
cier d'un trai tement et que le taux de succ6s 
6tait estim6 ~ environ 66%. 
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SPERMATOGENESE - 

SPERMIOLOGIE 

CONTROLE DE QUALITE DE L'ANALY- 
SE D U  S P E R M E  : RESULTATS D'UN 
ATELIER R E U N I S S A N T  10 LABORA- 
TOIRES FRANCAIS  ET E T R A N G E R S  

J. AUGER1, F. EUSTACHE1, B. DUCOT 2, 
T. BLANDIN*, M. DAUDIN*, I. DIAZ*, 

S. EL MATRIBI*, B. GONY*, L. KESKES*, 
M. KOLBELSEN*, A. LAMARTE*, 

J. LORNAGE*, N. NOMAL*, G. PITAVAL*, 
O. SIMON*, I. VIRANT-KLUN*, A. SPIRA 2, 

P. JOUANNET1 

1 Service de Biologie de la Reproduction, H6pital 
Cochin, Paris; 2 I N S E R M  U292, CHU de Bic~tre; 
*Participants ~ l'Atelier " Contr6le de Qualitd en 

Spermiologie - Paris 01/98 " 

I n t r o d u c t i o n .  Les 6tudes multicentriques en 
cours sur les diff6rences g4ographiques de la 
production et de la qualit6 spermatique impo- 
sent des contr61es de qualit6 initiaux et r6gu- 
liers afin de tenir compte des variations dans 
l 'est imation des caract6ristiques sperma- 
tiques. Un contr61e de qualit6 initial a r6uni 
Paris diff4rentes 6quipes impliqu6es, 7 fran- 
~aises (CECOS Bordeaux, Caen, Lyon, Paris, 
Rennes, Toulouse, CHU Pointe ~ Pitre) et 3 
6trang6res (Colombie, Slov6nie, Tunisie). Le 
but de l'6tude 6tait de tester la variabilit6 inter 
et intra-observateur des estimations de la 
concentration, de la mobilit6 et de la vitalit6. 

Mat4 r i e l  et  M4thodes .  13 observateurs, tech- 
niciens ou biologistes (CECOS, spermiologie de 
routine ou FIV) ont particip6. L'6valuation de 
la variabilit6 inter-observateur a 4t4 faite 
partir  de 17 6chantillons de spermes frais de 
qualit6s vari6es, pour la concentration de sper- 
matozoides et de cellules rondes, la mobilit6 et 
la vitalit6. L'6valuation de la variabilit6 intra- 
observateur a 6t6 faite ~ partir de pools conge- 
16s pour la concentration et de paillettes pour 
la mobilit6 (pour chaque caract6ristique, 3 lec- 
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tures pour 5 spermes) et de lames de collection 
pour la vitalit6 (3 spermes, 3 lectures). Toutes 
les 6valuations ont 6t6 faites ~ l'aveugle et cha- 
cun a utilis6 sa technique (proches des stan- 
dards OMS) et son petit mat6riel. La variabili- 
t6 inter et intra-observateur a 6t6 appr6ci6e 
partir des coefficients de variation (CV = 6cart- 
type/moyenne %) et des composantes de la 
variance (cpv: 6chantillon=s, observateur=o). 
L'analyse a aussi tenu compte de l'exp4rience 
de chacun. 

R4sul ta ts .  1) CV moyen inter-observateur 

Concentration spz Concentration cellules Mobilit6 Vitalit6 

CV (%) 22 60 21 17 

cpv, p s: <0,005, o: NS s:<0,01, o:<0,05 s:<0,01, o:<0,05 s:<0,01, o:<0,05 

2) Exactitude et prdcision. Par rapport h une 
tol6rance admissible (_+10% pour l'6cart h la 
moyenne du groupe et _+15% pour la variabili- 
t6), les r6sultats de l'6valuation de la concen- 
tration indiquaient que 4 observateurs 4taient 
h la fois exacts et pr6cis, 3 exacts mais impr4- 
cis, 3 pr4cis mais inexacts et 2 ni exacts ni pr4- 
cis. 

3) CV moyen intra-observateur 

Concentration spz Mobilit6 Vitalit6 

CVmoyen (%) �9 tous 18 

exp6riment6s (n=8) / peu exp6riment6s 11 / 31 
(n=4) 

29 

26 / 37 

15 

11/23 

C o n c l u s i o n .  Ces r6sultats indiquent  une 
variabilit6 des 6valuations des caract6ristiques 
du sperme relativement faible compte-tenu de 
la diversit4 des 4quipes, des pratiques et de 
l'exp6rience. Le r61e de cette derni~re a claire- 
ment  6t4 mis en 6vidence. Les r6sultats sugg6- 
rent d'optimiser la standardisation des tech- 
niques, de d6finir les mesures correctives 
n6cessaires pour ensuite juger de leur effet. 
Enfin, la moyenne du groupe n'est qu'indicative 
et ne constitue e n r i e n  une r6f4rence absolue: 
les efforts doivent donc porter sur la mise au 
point de m6thodes objectives pour l'6valuation 
des caract6ristiques du sperme. 

0 0 0  
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MESURE DE L'INTERACTION SPERMA- 
TOZOIDES-MUCUS CERVICAL PAR LE 

SQA (SPERM QUALITY ANALYSER): 
DONNEES PRELIMINAIRES 

P. DARABI ET J. AUGER 

Service de Biologie de la Reproduction, HSpital 
Cochin, 75014 Paris 

Introduct ion .  Des per turbat ions plus ou 
moins importantes de l 'interaction des sperma- 
tozoides avec le mucus cervical peuvent ~tre 
l'origine d'hypofertilit6s voire d'infertilit4s du 
couple. Le caract~re subjectif et peu standardi- 
s6 des tests de p6n6tration in vivo (TPC) et in 
vitro est probablement la raison essentielle de 
la forte controverse sur leur valeur pronos- 
tique. Le SQA est un appareil r6cent qui mesu- 
re les variations de densit6 optique au sein 
d'6chantillons de sperme. Le r6sultat de ces 
mesures est synth6tis6 sous la forme d'une 
valeur unique, le Sperm Motility Index ou SMI 
(intervalle:0-350), corr616e ~ la concentration 

de spermatozoides mobiles progressifs. 
Plusieurs publications ont d6montr4 la valeur 
pronostique du SMI, mesur6 simplement, rapi- 
dement et de mani6re tr~s reproductible. Nous 
avons 6valu6 l'int4r~t du SQA pour quantifier 
l 'interaction des spermatozoides avec le mucus 
cervical. 

Mat4 r i e l  e t  M4thodes .  Uinteraction a 4t4 
mesur6e avec le SQA ~ partir  de 129 spermes 
et mucus cervicaux de qualit6s vari4es. La 
qualit6 de la glaire a 6t4 6valu6e ~ l'aide du 
score OMS. Le SMI a 6t6 mesur4 dans le sper- 
me ~ 37~ apr6s l h  et 4h et dans des capil- 
laires plats ~ lcm et 9cm du bord inf6rieur 
apr~s lh  et 4h d'interaction. 

R4sultats.  

1) Donn6es de base, tous spermes et tous 
mucus cervicaux 6tudi4s (n=129). 

Les valeurs du SMI mucus  int6graient ~ la fois 
le pouvoir de colonisation, de migration et de 
survie des spermatozoides dans le mucus cer- 
vical. 

l h  4h 

SMI sperme 132-+8 117-+8 

lh  : lcm 9cm 4h : lcm 9cm 

SMI mucus  60+6 31+4 28+4 17+3 

2) Donn6es de base, spermes normaux* et mucus cervicaux ovulatoires* (n=79) (*crit~res OMS: 
concentration spermatozo[des mobiles >_lOxlO6 / ml, score de glaire >_ 12) 

l h  4h 

SMI sperme 154-+8 148-+9 

lh  : lcm 9cm 4h : lcm 9cm 

SMI mucus  91+11 46+8 43_+5 25+5 

Les valeurs du SMI mucus  6taient environ 50% plus 41ev6es. 

3) L'analyse en r6gression multiple a montr6 que le SMI mucus  ~ lh,  ~ lcm et 9cm, et ~ 4h ~ lcm 
6tait positivement reli6 au score de la glaire (p<0,003, p<0,01et p<0,001) et ~ la concentration de 
spermatozoides mobiles (p<0,0001, p<0,005 et p<0,008). Le SMI mucus  ~ 4h et ~ 9cm 4tait posi- 

111 



t ivement reli6 ~ la vitalit6 des spermatozoides 
(p<0,02) et ~ la valeur du SMI sperme apr6s 4h 
d'incubation ~ 37~ (p<0,05). 

C o n c l u s i o n s .  L'interaction des spermato- 
zoides avec le mucus cervical peut 6tre facile- 
ment  mesur6e de mani6re pr6cise ~ l'aide du 
syst6me SQA. Ces premiers r6sultats sugg6- 
rent l'int6r~t de cette approche pour le dia- 
gnostic et le pronostic des hypofertilit6s du 
couple ainsi que pour des applications de 
recherche (pharmacologie, toxicologie de la 
reproduction,...). 

o o o  

E V O L U T I O N  D E S  O L I G O S P E R M I E S  
SEVERES < 5 M I L L I O N S / m l  F A C T E U R S  

P R O N O S T I Q U E S  E T  E V O L U T I O N  

P. LANFREY1, F. ARNAL1, H. NAVRATIL1, 
C. HUMEAU2 

1. Service Urologie -Andrologie / HSpital LAPEY- 
RONLE (MONTPELLIER) 

2. Laboratoire Biologie de la Reproduction / 
HSpital ARNA UD DE VILENEUVE 

(MONTPELLIER) 

M a t 4 r i e l  e t  M 4 t h o d e :  De Mars 87 ~ Janvier 
98, 876 patients infertiles pr6sentant une oli- 
gospermie s6v~re (< 5 millions/ml) ont 6t6 sui- 
vis, pendant une dur6e moyenne de 3,2 ans, 
dans le cadre d'une consultation pr6-FIV. Au 
moins deux pr616vements par patient ont 6t6 
recueillis par masturbation ~ un intervalle 
minimum de 6 mois. Au total, 3133 spermo- 
grammes ont 6t6 analys6s. L'objectif de notre 
6tude est double: 6tudier l'4volution de la qua- 
lit4 de ces spermes ~ des intervalles de temps 
de 6 mois, 1 an, 2 ans et 4 ans et rechercher des 
crit6res pronostiques pr6dictifs de l'6volution. 
Les variables qualitatives ont 6t6 compar6es 
par des tests de CHI2 ou le test exact de 
Fischer lorsque les conditions n'6taient pas 
r6unies. Les variables quantitatives ont 6t6 
compar6es par des test de Student. Une analy- 
se de variance ~ une voie ~ 6t6 utilis6e lorsque 
la comparaison int6ressait  plus de deux 
moyennes. Les tendances 6volutives dans le 
temps ont 4t6 6valu6es par des tests de ten- 
dance. 

R 4 s u l t a t s  : Parmi les 876 patients suivis, 342 
pr4sentaient un nombre de spermatozoides <1 
millions/ml et 534 un nombre compris entre 1 
et 5 millions/ml. On note une alt6ration de la 
qualit6 des spermes dont le nombre initial de 
spermatozoides est inf4rieur ~ 1 million/ml d6s 
le 66me mois de suivi. A 2 ans, 2/3 des spermes 
< 1 millions/ml et la moiti6 des spermes 1-5 
millions/ml se sont alt6r6s. A 4 ans plus de 2/3 
des spermes se sont aggrav6s dans les deux 
groupes. 

I1 n'existe pas de diff4rence significative de 
moyenne d'~ge dans les diff6rents groupes 6vo- 
lutifs. On observe une aggravation significati- 
ve de la qualit6 des spermes dans les deux 
groupes de spermes 6tudi6es avec une alt6ra- 
tion plus pr6coce dans le groupe des oligosper- 
mies les plus s6v6res (<lmillions/ml). La rapi- 
dit6 d'aggravation semble inversement propor- 
tionnelle au % de formes mobiles. On retrouve 
une alt6ration significative d6s le 66me mois 
de suivi dans les groupes dont le % de formes 
mobiles est <20%. Le groupe de sperme dont le 
% de formes mobiles est > 30% est stable sur 
les 4 ans de suivi. 

C o n c l u s i o n  : On observe une tendance globa- 
le significative & l'aggravation de la qualit6 des 
spermes pr6sentant une oligospermie s6v6re < 
5 millions/ml. L'~ge des patients ne semble pas 
influer sur l'6volution. La num6ration initiale 
semble ~tre un crit6re pr6dictif d'alt6ration 
court terme. Le % de formes mobiles nous 
apparait 6tre un crit6re pr6dictif d'alt6ration 
du sperme avec un mauvais pronostic & court 
terme pour les spermes dont le % est < 20%. 
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L'ACIDE RETINOIQUE INHIBE LA GAME- 
TOGENESE DANS LE TESTICULE FOETAL 
DE RAT EN CULTURE ORGANOTYPIQUE 

G. LIVERA 1, V. ROUILER-FABRE 1, 
C. PAIRAULT 1, P. DURAND 2, H. R. HABERT1 

INSERM-INRA U418 1 Universitd Paris 7, 75251 
Paris cedex 05, et 2 H6pital Debrousse, Lyon. 

Introduct ion  : Au cours du d6veloppement chez le 
rat, l'6volution du nombre de gonocytes est bien 
connue. Les gonocytes prolif6rent activement de 
13,5 & 17,5 jours post coitum (jpc), puis entrent 
dans une phase de quiescence dont ils ne ressortent 
qu'apr6s la naissance [1]. 

112 



En revanche, le d~terminisme de cette ~volution 
est tr~s peu connu. En particulier, bien que l'acide 
r~tinoique soit de premiere importance dans le 
d~veloppement et la diff~renciation de nombreux 
tissus [2] et que la carence en vitamine A e t  rinva- 
lidation de r~cepteurs ~ l'acide r~tinoYque bloquent 
la spermatogen~se chez l'adulte [3][4], aucune 
~tude fonctionnelle n'a ~t~ r~alis~e pour rechercher 
le rSle de ce|ui-ci dans le d~veloppement de la 
gam~togen~se dans le testicule foctal. 

Mater ie l s  e t  M ~ t h o d e s  : Les techniques utilis~es 
ont ~t~ pr~c~demment d~crites [5]. Les foetus sont 
pr~levSs ~ 14,5 et 18,5 jpc. Pour chaque foetus, un 
testicule est cultiv~ en presence d'acide r~tinoYque 
et le contralat~ral sert de t~moin. Le nombre total 
de gonocytes presents dans le testicule est d~terni- 
n~ par numeration sur coupes histologiques puis 
corrig5 par la formule d'Abercombrie. L'activit~ 
mitotique des gonocytes est ~valu~e par d~tection 
immunocytochimique du BrdU incorpor~ pendant 
les 3 derni~res heures de culture. L'apoptose des 
gonocytes est quantifi~e par r~v~lation immunocy- 
tochimique de la fragmentation de I'ADN (m~tho- 
de TUNEL). 

R~sul tats :  L'acide r~tinoique diminue le nombre 
de gonocytes presents dans le testicule foetal 
explant~ ~ 14,5 jpc et cet effet d~pend de la concen- 
tration (Fig. 1A). 

Cette action r~sulte ~ la fois d'une augrnentation 
de l'index mitotique (Fig. 1B) et de l'apoptose des 
gonocytes (Fig. 1C) et l'effet apoptotique doit donc 
~tre pr6dominant dans notre module in vitro. 

L'acide r~tinoique n'a plus d'effet si les testicules 
sont explant~s ~ 18,5 jpc (Fig. 1A). 

C o n c l u s i o n s  : Ces r~sultats montrent  que l'acide 
r~tino~que est un facteur de r~gulation potentiel de 
la gam~togen~se foetale. L'importance physiolo- 
gique de cette action devra ~tre recherch~e. 
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Figure 1: Effet de  l 'aeide r6tino~que sur  la prolif6- 
rat ion des gonocytes  clans le test icule foetal  en cul- 
ture. Les test icules sont  prdlevds ~ 14,5 et  18 ,5 jpc  et 
cult ivds 24, 48 ou 72 heures en absence (Tdmoin) ou 
en prdsence d'acide rdtinofque (APr). Au:c temps 
indiquds, le nombre de gonocytes  (A), leur  index 
mi to t ique  (B) et apoptot ique (C) sont  mesurds. Les 
moyennes + SEM de n ddterminat ions  sont  reprdsen- 
tdes. * p<O,05; ** p<O, OI dans  le test  de S tudent  en 
valeurs  appar ides  entre les tdmoins et  les traitds. 
R ~ f ~ r e n c e s  : 
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C. [1996] Kidney Int. 49, 1478-1487. 
3. Thompson, J. N., Howell, J. and Pitt, G. [1964] Proc R 

Soc Med. 159, 510-535. 
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E X P R E S S I O N  E T  F O N C T I O N N A L I T E  
D E S  C O N N E X I N E S  43  E T  33  D A N S  

L ' E P I T H E L I U M  S E M I N I F E R E  D U  R A T  
C R Y P T O R C H I D E  

C. BATIAS (1,2), N. DEFAMIE 1, 
J .P  S IFFROI  2, S. POGGIOLI  1, 
P. F E N I C H E L  1, G. POINTIS  1, 

D. SEGRETAIN 2 

1: CJF INSERM 95/04, EA 1760, Facultg de 
Mddecine, Nice, 06107; 2 : GECC, Histologie- 
Embryologie, Universitd Paris V, 45 rue des St 

P~res, 75006 Paris. 

Au sein du  tube  s~minif'ere, les jonct ions  com- 
m u n i c a n t e s  et  leurs  protSines const i tut ives ,  les 
connexines  (Cx), pa r t i c ipen t  au  contr61e de la 
spermatogen~se .  Afin de mieux  app r~hende r  
l ' impor tance  de cet te  communica t ion ,  l 'expres- 
sion de deux Cx, les Cx43 et 33, a ~t~ analys~e 
pa r  RT-PCR, pa r  hybr ida t ion  in situ et pa r  
immunof luorescence  indirecte  dans  les tubes  
s6minif 'eres d 'une  souche  de ra t s  m u t a n t s  
(LE/ORL), caract~ris~e pa r  u ne  fr~quence 6le- 
vee de cryptorchidies  un i  ou bilat~rales.  La 
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fonctionnalit4 des jonctions communicantes a 
4t6 v6rifi4e par des exp6riences in situ de cou- 
plage diffusionnel entre les cellules. 

Des ARNm pour la Cx43 et Cx33 sont d6tect4s 
la lois dans le testicule scrotal et abdominal. 

La quantification de ces ARNm par rapport 
la 5-actine, g~ne de r6f4rence, r6v~le que le 
taux de transcription de la Cx43 est r6duit 
dans le testicule abdominal par rapport au tes- 
ticule scrotal, alors qu'aucune modification 
n'est observ6e pour la Cx33. Au niveau du tes- 
ticule scrotal, le messager de la Cx43 est pr6- 
sent de fa~on pr4pond4rante dans le cytoplas- 
me des cellules de Sertoli et dans certaines cel- 
lules germinales (spermatogonies et spermato- 
cytes). Les prot4ines sont retrouv4es majoritai- 
rement au niveau de la barri~re sertolienne, et 
une diffusion du Lucifer Yellow (LY) des cel- 
lules de Sertoli vers les cellules germinales 
adjacentes a 4t4 observ6e dans le comparti- 
ment basal. Dans les tubes s4minif'eres du tes- 
ticule abdominal, la Cx43 et son messager de 
m~me que la Cx33 sont ind6tectables, et aucu- 
ne diffusion du LY n'a 4t6 observ6e. 

Ces r4sultats montrent que les Cx43 et Cx33 
sont r4gul6es diff4remment dans l'6pith41ium 
s6minif'ere et que l'alt6ration de la communica- 
tion jonctionnelle dans le testicule cryptorchi- 
de est associ6e ~ des modifications d'expression 
de ces deux connexines. 

Ce travail a dtd financd en partie par I'ARC (n6708) et le 
FEGEFLUC. C.B est financde par Hoechst Marion 

Roussel 
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EXPRESSION DE LA CONNEXINE 43 
DANS LE TESTICULE HUMAIN 
NORMAL ET PATHOLOGIQUE 

I. BERTHAUT 1, N. DEFAMIE 2, 
S. REPOSO 1, JP  DADOUNE 1, 

P. FENICHEL 2, D. SEGRETAIN 1, 
G. POINTIS 2 

1. GECC, Histologie-Embryologie, Universitg Paris 
V, 45 rue des St  P~res, 75006 Paris 

2. CJF I N S E R M  95 / 04, EA 1760, Facultd 
de Mddecine, Nice, 06107 

Les jonctions communicantes et leurs pro- 
t6ines constitutives, les connexines (Cx) sont 
essentielles pour le maintien et la r6gulation 
de la spermatogen6se. R6cemment, nous avons 
montr6 que l'expression de ces prot4ines 6tait 
fortement perturb4e dans diverses atteintes de 
la spermatogen~se chez le rongeur (Batias et 
coll., 1997). Dans le testicule humain, la pr6- 
sence des prot4ines jonctionnelles, et notam- 
ment de la Cx43 (la plus ubiquitaire des Cx) 
est sujette ~ controverse. 

L'expression de la Cx43 a 6t6 examin6e par 
Western blot et immuno-marquage ~ l'aide 
d'un anticorps monoclonal sp6cifique de cette 
Cx, ~ la fois dans le testicule humain ~ sper- 
matogen6se normale, obtenu apr~s castration 
pour cancer de la prostate,  et dans des 
tumeurs s6minomateuses. L'expression de son 
messager a 6t6 examin6e et quantifi6e par 
reverse transcription-polymerase chain r4ac- 
tion (RT-PCR) par rapport ~ un ARNm de r6f4- 
rence (la GAPDH) dans des biopsies testicu- 
laires de deux groupes de patients atteints soit 
d'azoospermie non obstructive soit d'azoosper- 
mie obstructive. 

Dans le testicule normal, une bande de 43 Kda 
a 6t6 r6v616e par  Western blot. Par  
immuno-marquage, nous avons observ6 une 
expression diff4renci4e de la prot4ine dans la 
r6gion basale des tubes s4minif'eres, entre les 
membranes plasmiques des cellules de Sertoli 
adjacentes. Dans 3 s6minomes examin6s, 
aucune expression de la Cx43 n'a pu 8tre mise 
en 6vidence. Des ARNm pour la Cx43 ont 4t6 
d4tect4s dans les biopsies des patients atteints 
d'azoospermie obstructive et non obstructive. 
Nos observations, chez 9 sujets pour le premier 
groupe et 8 pour le second, semblent indiquer 
une alt4ration des taux d'ARNm pour la Cx.43 
compar4s h la GAPDH dans le cas ou la sper- 
matogen6se est alt6r6e. 

Ces r6sultats montrent pour la premiere fois 
l'expression de la connexine 43 et de son mes- 
sager dans les tubes s6minif'eres de testicule 
humain et une alt6ration ou une totale dispa- 
rition de ceux-ci dans les deux types de patho- 
logies testiculaires humaines examin4es. 

Ce travail a dtd financd en partie par L'ARC (n6708) et le 
FEGEFLUC. 
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M E S U R E  DE LA CONCENTRATION 
SPERMATIQUE PAR CYTOMETRIE EN 

FLUX : MISE AU P O I N T  ET 
VALIDATION 

F. EUSTACHE, J.AUGER, P. JOUANNET 

Service de Biologic de la Reproduction, Hdpital 
Cochin, 75014 Paris 

I n t r o d u c t i o n .  Si l'6valuation de la concentra- 
tion spermatique pr6sente une faible corr61a- 
tion avec la fertilit6, il est toutefois important 
de l'appr6cier pr6cis6ment lorsqu'il s'agit de 
d6cider des m6thodes d'AMP les plus ad6- 
quates ou encore de juger de l'effet de diff6- 
rents facteurs susceptibles de la modifier (cha- 
leur, radio et chimioth6rapie, environnement 
et mode de vie,...). Classiquement, elle est 6va- 
lu6e d'une manibre standardis6e (OMS), aprbs 
dilution h l'aide d'un h6mocytom~tre. Malgr6 
cela, il existe une assez grande variabilit6 dans 
son appr6ciation du fait de l'utilisation de 
chambres, de facteurs de dilution et de crit~res 
de comptage diff6rents. Les systbmes CASA 
propos6s comme une am61ioration pour son 
6valuation sont peu op6rants du fait de nom- 
breux facteurs li6s ~ leur calibration et leur 
technologic. La cytom6trie en flux (FCM) est 
couramment utilis6e pour des comptages cellu- 
laires. Notre travail a vis6 ~ mettre au point et 
valider une technique de mesure de la concen- 
tration spermatique par FCM. 

Mat6r ie l  et  M6thodcs .  Le principe de la tech- 
nique a consist6 h m61anger ~ volume 6gal une 
suspension de billes fluorescentes de concen- 
t ra t ion d6termin6e avec des spermes de 
concentrations vari6es, les spermes 6rant pr6a- 
lablement dilu6s au 1/10bme. Apr~s homog6- 
n6isation, le m61ange 6tait analys6 par le cyto- 
mbtre. Ainsi, pour un nombre d6fini de sper- 
matozoYdes compt6s (N s) par l'appareil, la 
quantit6 de billes (N b) correspondante 6tait 
compt6e. La concentration de spermatozoYdes 
(C s) 6tait calcul6e selon la formule: Cs= Ns /N b 
x C b x 10. Les effets du nombre de spermato- 
zoides ~ compter et la reproductibilit6 (tripli- 

cates, dilutions successives du m6me sperme, 
mesure h l'aveugle de 3 pr6parations du m6me 
6chantillon) ont 6t6 test6s. Les r6sultats four- 
nis par le cytombtre ont 6t6 compar6s aux 6va- 
luations faites par 12 observateurs ainsi que 
par deux syst~mes CASA (n=17 spermes frais). 

R6su l ta t s .  Les mesures sur 10000, 5000, 2000 
ou 1000 spermatozoYdes 6taient tr~s bien cor- 
r616es avec la mesure h l 'h6mocytombtre 
(r=0,99). Cependant, plus le nombre de sper- 
matozoides compt6s 6tait grand, plus le coeffi- 
cient de variation (CV) intra-mesure 6tait 
faible. Les CV" triplicate "6taient  en moyenne 
<3%. Les exp6riences de dilutions successives 
montraient une quasi-superposition de la cour- 
be FCM h la courbe th6orique. Pour la mesure 
des 3 pr6parations, les CV FCM vs techniciens 
6taient similaires (--10%) avec cependant une 
variation bien moindre pour la cytom6trie 
(36% vs 83%). De la pr6paration des 6chan- 
tillons h la sortie des r6sultats l 'analyse par 
FCM durait  moins de 2 minutes. La comparai- 
son entre les r6sultats FCM et ceux fournis par 
l'ensemble des 12 observateurs indiquait une 
tr~s forte corr61ation positive: r=0,99, p<0,001. 
En comparaison avec la cytom6trie en flux, les 
mesures de concentration par le premier systb- 
me CASA (ATS) 6taient surestim6es pour les 
valeurs basses (<50 millions/ml) alors que pour 
l 'autre systbme CASA (IVOS/Ident), il existait 
une sous estimation pour les valeurs hautes 
(>80 millions/ml). 

C o n c l u s i o n .  L'6valuation de la concentration 
spermatique par FCM est faisable, simple, 
rapide, pr6cise et plus reproductible que l'6va- 
luation faite par h6mocytombtrie si l'on consi- 
d~re les variations intra-observateur et inter- 
observateur habituellement rapport6es (CV le 
plus souvent >15%). Aussi, sous r6serve d'une 
validation sur un plus grand nombre d'6chan- 
tillons, son utilisation pour des protocoles de 
recherche aussi bien que pour le contr61e de 
qualit6 est d~s ~ pr6sent envisag~e. 

0 0 Q  
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MALONDIALDEHYDE 
SPERMATIQUE ET ANOMALIES 

CYTOLOGIQUES CONSTITUTIVES DU 
PROFIL MORPHOLOGIQUE DE STRESS 

TESTICULAIRE 

A. LAUDAT, A-M. PALLUEL 

Centre Hospitalier, Laboratoire de Biochimie - 
Biologie de la Reproduction, B.P. 407,28018 

CHARTRES 

Nous avons rdcemment ddmontrd qu'une aug- 
mentation de la peroxydation lipidique (PL), 
objectivde par  le dosage spermatique du 
malondialdehyde (MDA), s'accompagne d'une 
augmentation du pourcentage de spermato- 
zoides prdsentant un profil morphologique de 
" stress testiculaire,,, (PS: association d'une 
base de la t~te amincie et/ou une t~te amincie 
et d'un reste cytoplasmique et/ou une piece 
intermddiaire angulde). Le but de cette dtude a 
dtd de prdciser, en fonction des concentrations 
spermatiques en MDA, l'importance relative 
des diverses anomalies entrant  dans la ddfini- 
tion du PS. 

Trente deux patients (fige: 33 + 5 ans) ont effec- 
tual un recueil de sperme au laboratoire (absti- 
nence sexuelle: 5 + 2 jours, volume: 4,3 + 1,5 
ml, pH: 7,6 +0,2). La numdration des cellules 
rondes au sein de la totalitd des dchantillons 
s'est avdrde ~tre infdrieure h 106/M1. Le MDA 
spermatique a dtd dosd immddiatement apr~s 
djaculation par la technique h l'acide 2-thio- 
barbiturique. Les rdsultats ont dtd exprimds 
par la moyenne + ddviation standard et l'dtude 
statistique a dtd rdalisde h l'aide d'une rdgres- 
sion pas h pas. 

Les concentrations spermatiques en MDA, 
exprimdes en nanomoles/108 spermatozoides, 
ont dtd de 4,20 + 3,97. Les pourcentages des 
diverses anomalies cytologiques constitutives 
du PS ont dtd de 28 +10 pour les bases amin- 
cies, 26 + 11 pour les t~tes amincies, 12 + 7 

pour les restes cytoplasmiques, et 13 + 6 pour 
les pi~ces intermddiaires anguldes. Les rdsul- 
tats de l'dtude statistique ont dtd exprimds 
dans le tableau ci-dessous. 

L'analyse des rdsultats montre que l'associa- 
tion d'une piece intermddiaire angulde et d'une 
t~te spermatique amincie suffit h ddfinir un PS 
lid fi un phdnom~ne de PL. De plus, cette m~me 
analyse semble dgalement montrer que la prise 
en considdration d'une piece intermddiaire 
angulde pourrait, he l le  seule, suffire h ddfinir 
ce m~me PS. I1 ne semble donc pas licite, lors 
de l'exploration cytologique d'un stress testicu- 
laire lid h une PL, de prendre en compte des 
anomalies telles que les bases de la t~te amin- 
cies et/ou les restes cytoplasmiques. I1 reste 
cependant h ddfinir un seuil pour les pi~ces 
intermddiaires anguldes au-delh duquel on 
pourra suspecter une PL accrue. Par  ailleurs, 
tout comme la persistance d'un reste de cyto- 
plasme, notre dtude semble montrer que la 
base de la t~te et la piece intermddiaire du 
spermatozoide humain reprdsentent la rdgion 
de la cellule la plus exposde aux modifications 
morphologiques induites par une PL. 

0 0 0  

Anomalies cytologiques Pas de la rdgression 

Piece intermddiaire angulde 1 

Piece intermddiaire angulde et t~te amincie 2 

r p 

0,321 0,0315 

0,520 0,0104 
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DEFAUT DE DECONDENSATION 
NUCLEAIRE DU SPERME HUMAIN 

DI~TECTE PAR LA CYTOMETRIE 
EN FLUX 

SOFFER.Y #1, SAMOCHA-BONE D. 3, 
WEISSENBERG R. 2, MADGAR Y. 2, 

GOLAN R. #3, SHOCHAT L. 3, LEWIN LM. 3 

1 Centre d'infertilitd masculine Centre mddical 
AssafHarofd 2Institut d'endocrinologie, Centre 
mddical Sheba, Ddpt. de 3 Biochimie clinique, 
Facultd de Mddecine Sackler, Universitd de Tel 

Aviv, Tel Aviv, Israe'l. 

Introduction: Le processus de d6condensa- 
tion de la chromatine nucl6aire du sperme 
commence lorsque le spermatozoide p4n6tre 
dans l'ovocyte. Les liens disulfureux de la pro- 
tamine nucl6aire du spermatozoide sont 
r6duits lib6rant les radicaux SH. Les prota- 
mines ~ cations multiples se combinent aux 
nucl6oplasmines ~ anions multiples de l'ovocy- 
te, et se d6tachent des bandes d'ADN qui peu- 
vent alors se combiner aux histones. Les 
d6fauts de d6condensation de la chromatine 
peuvent emp~cher le d4veloppement ult6rieur 
du pronucl4us m~le. Le but de ce travail est de 
d6crire une m6thode simple de d6tection 
d'6chantillons anormaux de spermatozoides 
pr4sentant une chromatine d6fectueuse inca- 
pable de se d6condenser. 

Mat4riel & m4thodes: Sept 6chantillons de 
sperme normaux, selon les crit~res de I'OMS, 
ont 6t6 m61ang6s pour servir de ,,pool- de r6f6- 
rence normale face aux 6chantillons de vingt 
sujets inf6conds: 4 sujets examin6s auparavant  
et trouv4s porteurs d'anomalies chromati- 
niennes,  2 oligo-asth6no-t6rato-zoospermie 
(OAT) avec gros varicoc61e, des 61ectro-6jacu- 
lats de 6 parapl6giques, 3 sujets pr6sentant un 
test de hamster  d6fectueux t6moignant d'un 
d6faut de fusion membranaire et/ou de d6con- 
densation, ainsi que 5 cas d'inf6condit6 inex- 
pliqu4e avec sperme apparemment normal. 
Tous les 6chantillons ont 6t6 soumis ~ une 
6preuve de d4condensation. Apr6s une s6rie de 
cong61ation/d6cong61ation d6sint6grant  les 
membranes, le sperme a 6t6 incub6 dans un 
milieu d6condensant (Montag et al. Mol 

Reprod Dev, 92; 33.338-46) pour 30 m au maxi- 
mum. Tous les 4chantillons ont 4t6 examin6s 
en cytom6trie en flux h l 'acridine-orange 
(Golan et il. Mol Hum Reprod, 97; 3:47-54) 
avant et apr6s cette 6preuve. Les aires de dis- 
persion obtenues en fonction de la fluorescence 
6mise, rouge ou verte, ont 6t6 analys6es par 
ordinateur. La comparaison des aires de dis- 
persion, avant et apr~s l'4preuve d6condensa- 
tion, a permis d'6valuer le potentiel d4conden- 
sant de chaque 6chantillon de sperme. 

R4sultats: Avec le sperme de r4f6rence nor- 
male, apr~s une incubation de 5 ~ 30m, la cyto- 
m6trie en flux l'acridine-orange montre une 
augmentation graduelle des deux types de 
fluorescence, rouge et verte. De plus, le nombre 
des cellules projet6es dans la zone compacte 
(off la plupart  des spermatozoides 6talent 
concentr6s avant d4condensation diminue gra- 
duellement de 73% ~ 1.3% au bout de 30 min. 
Chez les sujets inf6conds, dans 16 cas sur 20, 
plus de 95% des cellules projet6es avant 
l'4preuve dans la zone compacte se sont d6con- 
dens4es au bout de 20 m. Chez trois parapl6- 
giques sur six, 31%, 60% et 81% des cellules, 
respectivement, ne se sont pas d6condens4es. 
Dans un cas sur trois avec 6preuve de hamster  
d4fectueuse, 48% des cellules front pas effectu6 
de d6condensation. 

Conclusion: La diminution du pouvoir d6con- 
densant des spermatozoides peut aider, sans 
pr6juger de son 6tiologie, expliquer, chez les 
parapl4giques, des taux bas de f6condation et 
de grossesse plus fr6quemment observ4s chez 
eux en f4condation assist6e. L'examen de la 
d6condensation nucl6aire peut aussi aider 
mieux comprendre la signification d'un 6chec 
du test du hamster. L'6valuation du potentiel 
de d6condensation de la chromatine sperma- 
tique pourrait donc avoir quelque int6r6t dans 
le bilan de certains cas graves d'inf6condit6 
masculine relevant de I'ICSI et la cytom6trie 
en flux prendre une place utile dans la pano- 
plie des investigations masculines de la st6rili- 
t6. 

# Cette gtude a dtd partiellement subventionnde par 
une bourse de recherche du Bureau Scientifique du 
Minist~re de Santd (Israe'l) ~ YS et RG. 
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RELATIONS ENTRE CERTAINS PARA- 
MI~TRES CLINIQUES,  BIOLOGIQUES 
ET H O R M O N A U X  ET L'OBSERVATION 

DE VAISSEAUX I N T R A T E S T I C ~ R E S  
~k PAROI ]~PAISSIE CHEZ LES HOMMES 

INFERTILES 

B. ZORN1, VIRANT-KLUN1, J.SINKOVEC2 

1 Centre d'andrologie 2 Institut de cytopathologie 
Clinique gyndcologique universitaire de Ljubljana 

SLOVENIE 

I n t r o d u c t i o n  : On ne connait pas bien la 
signification des vaisseaux intratesticulaires 
paroi 6paissie qui sont cependant fr6quem- 
ment d6crits, associ6s aux 16sions de hyalinisa- 
tion tubulaire et d'infiltration mononucl4aire. 
Nous nous sommes propos6 d'6tudier les liens 
entre ces trois 16sions histologiques et cer- 
taines caract6ristiques cliniques et biologiques 
d'hommes infertiles. 

M e t h o d e s  : Entre octobre 1996 et mars 1998, 
110 hommes infertiles ont subi une biopsie tes- 
ticulaire ~ double vis6e diagnostique et th4ra- 
peutique ~ la recherche de spermatozoides en 
vue d'ICSI. I1 y avait 92 azoospermes, 6 avec 
oligoasth4nozoospermie s6v6re et 12 autres 
avec troubles de l'6jaculation. Tous ont fait l'ob- 
jet  d'un examen clinique, certains une explora- 
tion cytog6n6tique et de g4n6tique mol6culaire 
incluant caryotype (n=54) et la recherche de 
d616tions du chromosome Y (n=67), enfin des 
dosages plasmatiques de FSH et d'inhibine-B. 
Les pr4parations testiculaires apr~s fixation 
au Bouin et inclusion en paraffine ont fait l'ob- 
jet  de colorations habituelles a l'h6matoxyline, 
au PAS et au Van Gieson. Outre l'6valuation de 
la spermatogen6se, nous notions la pr6sence de 
hyalinisation, d'infiltr6s mononucl6aires. 

Seuls les vaisseaux ~ paroi 6paissie mais 
cependant intacte ont 4t4 consid6r6s. 

R e s u l t a t s  : 20 patients 6taient indemnes des 
16sions pr6c6demment d6crites. La hyalinisa- 
tion 6tait observ6e chez 67% des patients. Elle 
6tait associ6e A des testicules de petite taille et 

un caryotype anormal (notons que 10 patients 
6taient porteurs d'un syndrome de Klinefelter). 
Surtout, la hyalinisation 6tait en rapport avec 
une spermatogen6se anormale avec moins de 
gam6tes lors de la biopsie. Les infiltrats mono- 
nucl6aires 6taient pr6sents chez 30% des 
patients. Ils 6taient corr616s avec des taux 61e- 
v6s de l'61astase du liquide s6minal. Ils 6taient 
volontiers associ6s ~ des vaisseaux h paroi 
6paissie. Les infiltrats ont un r61e d616t6re : 
lorsque les infiltrats sont associ6s ~ une hyali- 
nisation, les ponctions testiculaires ~ la 
recherche de gam6tes sont plus fr6quemment 
blanches. 

Les vaisseaux ~ paroi 6paissie sont fr4quem- 
ment observ4s. I1 s'agit d'une 14sion isol6e chez 
14% des patients alors qu'elle est associ4e 
une hyalinisation chez 34% d'entre eux. La 
pr4sence de tels vaisseaux am61iore le pronos- 
tic : les taux de FSH sont plus bas, ceux d'inhi- 
bine-B plus hauts, le volume testiculaire plus 
grand. Nous n'avons pas retrouv6 de corr61a- 
tion entre ces trois 16sions et les ant6c6dents 
d'infection, de cryptorchidie, de n6oplasie 
controlat6rale et les 16sions classiques de la 
spermatogen6se. 

C o n c l u s i o n s  : Les 14sions de hyalinisation, 
d'infiltrats mononucl4aires et de vaisseaux h 
paroi 6paissie jouent probablement un r61e 
important, isol6ment ou en association. Tandis 
que la hyalinisation signe une spermatogen6se 
anormale qu'aggrave encore la pr6sence d'infil- 
trats, les vaisseaux h paroi 6paissie semblent 
~tre un facteur de bon pronostic. 

R~sultats Hypospermie Groupe 1 Groupe 2 

Probl~me de recueil 31 27 4 

Touble de l'4jaculation 10 0 10 

OATS excr6toire 32 16 16 

OATS s4cr4toire 29 19 10 

Azoospermie excr4toire 40 6 34 

Azoospermie s4cr6toire 22 14 8 

Total 164 82 82 

P<0.0001 

P<0.01 

NS 

NS 

P<0.00001 

NS 
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VALEUR DIAGNOSTIQUE DES HYPO- 
SPERMIES CHEZ 609 PATIENTS 
INFERTILES SUIVIS DE FA(~ON 

PROSPECTIVE. 

GRAZIANA JP, RIGOT JM, GOULLET E, 
SORET R, MAZEMAN E. 

Clinique Urologique CHRU Lille 

INTRODUCTION: L'hypospermie est sou- 
vent pr6sent6e dans la litt4rature comme une 
simple valeur descriptive. Notre objectif 6tait 
de v6rifier sa valeur s6miologique dans le bilan 
6tiologique d'un homme consultant pour infer- 
tilit6. 

MATERIEL ET METHODES: Entre janvier 
1994 et d6cembre 1997, 609 patients  ont 
consult6 pour infertilit6. Le bilan identique 
pour tous comportait: un examen clinique 
effectu6 par le m6me praticien, au moins deux 
spermogrammes, une recherche syst6matique 
de spermatozo~des dans les urines, un dosage 
des marqueurs s6minaux, un bilan hormonal 
(FSH, testost6rone), une 6chographie de l'ap- 
pareil g6nito-urinaire. Selon les normes de 
I'OMS, un volume <~ 2ml d6finissait l'hypo- 
spermie, r6partie secondairement en deux 
groupes: groupe 1 (volume entre 1 et 2ml), 
groupe 2 (volume </t lml). L'analyse statis- 
tique de ces deux groupes a 6t6 bas6e sur 
l'6cart-r6duit. 

CONCLUSION: L'hypospermie est fr6quente 
(27%) et impose la r6p6tition du spermogram- 
me (19% d'anomalies de recueil). Sa valeur est 
al6atoire dans les OATS, par contre elle est 
informative pour les azoospermies excr6toires, 
les troubles 6jaculatoires et les probl6mes de 
recueil. 

0 0 0  

EVALUATION DE L'ANALYSE MORPHO- 
LOGIQUE PAR MI~THODE ASSISTI~E 
PAR ORDINATEUR : COMPARAISON 

AVEC LE SPERMOCYTOGRAMME 
CONVENTIONNEL.  

B. MARNET, G. VIEITEZ, P. MILHET, G. 
RICHOILLEY, F. LESOURD, J. PARINAUD 

Laboratoire de Fdcondation In Vitro, CHU La 
Grave, 31 052 Toulouse Cedex, France 

INTRODUCTION. La morphologie des sper- 
matozoides est apparue comme l'un des para- 
m6tres spermatiques les plus pr6dictifs en FIV 
et son influence sur le d6veloppement 
embryonnaire au stade pr6coce a 6t6 d6crite. 
Cependant le manque de reproductibilit6 et de 
s tandardisa t ion  du spermocytogramme 
conventionnel l imite son int6r6t clinique. 
L'utilisation d'un syst6me assist6 par ordina- 
teur pour l 'analyse morphologique pourrait 
diminuer la subjectivit6 de cet examen. Le but 
de cette 6tude est de comparer deux m6thodes 
diff6rentes (spermocytogramme conventionnel 
et syst6me automatis6) pour l'6valuation mor- 
phologique des spermatozoides et d'examiner 
la valeur pr6dictive de l 'analyse morpholo- 
gique estim6e par ces deux techniques sur les 
r6sultats obtenus en FIV. 

MATI~RIEL ET MI~THODES. 62 6chan- 
tillons de sperme ont 6t6 obtenus de 62 
patients inclus dans un protocole de FIV. La 
morphologie a 6t6 analys6e, dans le sperme 
brut  et dans la fraction pr6par6e par  
PureSperm ~ apr6s lavage et standardisation 
de la num6ration ~ 100 millions par ml. Deux 
m6thodes d'analyse morphologique ont 6t6 uti- 
lis6es : d'une part  la technique conventionnelle 
(avec la classification de Jouannet  et al.) et 
d'autre part la m6thode automatis6e, util isant 
les crit6res stricts de Kruger (analyseur de cel- 
lule de type Hamilton Thorn Version 1.0 HTM- 
IVOS). De plus sur chaque 6chantillon de sper- 
me, les examens suivants ont 6t6 r6alis6s : 
num6ration, vitalit6 et 6tude automatis6e de la 
mobilit6 des spermatozoYdes (syst6me 
Hamilton Thorn version 10.8), avant et apr6s 
PureSperm ~ 

RI~SULTATS. Les r6sultats des deux tech- 
niques d'6valuation de la morphologie sont for- 

tement corr616s (R2=0,542 ; p<0,0001) mais la 
technique automatis6e fournit un % de formes 
normales plus faible que le spermocytogramme 
conventionnel (17,2 _+ 1,2 % versus 22,7 _+ 
1,4% ; p<0,0001). L'6tude de la variation intra- 
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op6rateur est faible pour les deux m4thodes. 
En revanche, la variabilit6 inter-op6rateur est 
tr6s 61ev4e pour la technique conventionnelle 
par comparaison avec celle de l 'analyse auto- 
matis6e (coefficient de variation = 43 % versus 
8 % respectivement pour la m6thode conven- 
tionnelle et automatis6e). 

La corr41ation entre le % de formes normales 
et le taux de f6condation in vitro est faible avec 
les deux techniques. Cependant, il apparait  
que le pourcentage de formes normales d4ter- 
min6 par la m6thode automatis4e diff6rencie 
de faqon significative les sujets avec un taux de 
f6condation normal de ceux avec un taux de 
f6condation abaiss6. Dans cette 6tude, le para- 
m6tre spermatique le mieux corr416 au taux de 
f6condation est le % de spermatozoYdes 
mobiles dans le sperme brut  (R2=0,144 ; 
p<0,01). 

La meilleure discrimination des sujets avec un 
taux de f4condation normal de ceux avec un 
taux de f4condation abaiss4 est obtenue en 
associant la mobilit4 et l 'analyse morpholo- 
gique par m6thode automatis6e (taux de f6con- 
dation = 63,1 + 5,4% versus 30,5 +_ 5,4%; 
P<0,0001). 

CONCLUSION.  L'analyse morphologique par 
m6thode automatis6e apparai t  16g6rement 
plus pr6dictive sur les r4sultats de la FIV que 
le spermocytogramme conventionnel mais sur- 
tout, cette technique permet d'obtenir des 
r6sultats reproductibles h condition de stan- 
dardiser la pr6paration des frottis. 

0 0 0  

LA CAPACITATION DU 
SPERMATOZOIDE DE CHIEN IN VITRO 

P. GUERIN1-2, M. FERRER1, A. FONTBON- 
NE1, L. BENIGNI3, Y. MENEZO 2-4 

1-Ecole Vdtdrinaire Lyon, C.E.R.R.E.C. BP 83, 
69280 Marcy l'dtoile, e mail: p.gudrin@vet-lyon.fr. 

2-INSA, Biologie 406, 69621 ViUeurbanne. 
3-Universita di Pisa, Facolta di Medicina 

Veterinaria. Istituto di Patologia Speciale e Clinica 
Chirurgica. Viale deUe Piagge, 2- 56124 Pise Italie. 

4-Fondation Mdrieux, Institut RhSne-Alpin, 1 rue 
Laborde 69500 Bron. 

L'inf4condit6 du chien mille est un motif de 
consultation de plus en plus fr6quent. 
Cependant, on ne dispose d'aucun test simple 
pour 6valuer l 'aptitude f6condante d'un 6jacu- 
lat canin et la cin4tique de la capacitation n'est 
pas connue dans cette esp6ce. 

MATERIELS ET METHODES 

Nous avons utilis4 le milieu CCM (Canine 
Capacitation Medium, Mahi et Yanagimachi 
1978) modifi6 par adjonction de TRIS (66 mM). 
Les spermatozoides (spz) lav6s ont 4t6 incub4s 
(106/mL, 1 h 24 h h 37 ou 38~ 5% CO2 ). Le 
test h la chlort4tracycline (Ward et Storey, 
1984) a 6t6 utilis6 pour objectiver la capacita- 
tion. Les colorations Spermac~ [sp6cifique de 
l'acrosome de chien (Mund et Oettle, 1986] et 
6osine-nigrosine ont 6t6 utilis6es sur un ali- 
quot des cellules ~ chaque temps d'incubation. 
L'effet capacitant de l 'h6parine (20 ttg/mL) a 
6t4 test6. Deux concentrations d 'albumine 
s6rique bovine ont 6t4 compar6es (2 g/L vs 10 
g/L). L'ionophore calcique A23187 (10 /tM) a 
6t6 ajout6 au milieu de culture apr~s 6 h d'in- 
cubation dans le milieu mCCM. Des coupes de 
t6tes de spz effectu6es avant et 30 min apr6s 
action de l'ionophore ont 6t6 observ6es en 
microscopie 61ectronique. 

RESULTATS 

Des ,,images,~ de fluorescence identiques h 
celles d 'autres esp6ces ont 6t4 observ6es 
(F=spz non capacit6s; B=spz capacit4s; 
AR=r6action acrosomique). Le milieu mCCM a 
permis d'induire la capacitation apr~s 3-6 h 
d'incubation, sans induire la r6action acroso- 
mique (fig 1). La mobilit6 et la viabilit6 des cel- 
lules ont 4t6 maintenues (fig 2). L'ionophore 
calcique A23187 a induit la r6action acroso- 
mique apr~s 6 h d'incubation. La coloration 
Spermac~ et la microscopie 61ectronique ont 
permis d'objectiver la perte de l'acrosome. 

Aucune diff4rence n'a 6t4 observ6e (en termes 
de taux de cellules capacit6es et de cin6tique 
de capacitation) entre les deux temp6ratures 
test6es. L'h6parine ne semble pas 6tre un fac- 
teur capacitant chez le chien. 
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gure 1. Evolution des "images"de fluorescence 
chlortetracycline des spermatozoTdes (n = 6 
lens, 100 cellules Svalu~es, moyennes • SEM). 

CO-LOCALISATION DES TRANSCRITS 
CODANT POUR LES PROTEINES HP1 

ET TPI DANS LES SPERMATIDES 
HUMAINES PAR DOUBLE HYBRIDA- 

TION IN SITU EN MICROSCOPIE 
ELECTRONIQUE. 

J.P. SIFFROI, M.F. ALFONSI, 
J.P. DADOUNE. 

Groupe d'Etude de la Formation et de la 
Maturation du Gamete M(tle. Laboratoire 

d'Histologie, JE MENESR 349, UFR Biomgdicale, 
45 Rue des Saints-P~res, 75270, 
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igUre 2. Evolution de la mobtilite et de la I 
abilit~ des spermatozol'des (n = 6 chiens, I 0 cellules ~valu~es, moyennes :1: SEM). 

Le test h la chlort4tracycline permet d'appr6- 
cier le statut fonctionnel d'une population de 
spermatozoides de chien. Alors que la matura- 
tion ovocytaire chez la chienne est particuli6- 
rement prolong6e apr~s l'ovulation, la cin4- 
tique de la capacitation dans cette esp~ce est 
semblable ~ celle observ4e chez les autres 
mammif'eres. 

OQO 

Chez l'homme, la spermiogen6se s'accompagne 
de changements dans l'6quipement du noyau 
en nucl6oprot6ines basiques. Les histones de 
type somatique sont d4plac4es par des pro- 
t6ines de transition qui, elles m~mes, sont 
remplac6es par les protamines. Ces derni6res 
repr6sentent  les principales prot6ines 
nucl4aires pr6sentes dans le noyau des sper- 
matides matures et des spermatozoides. Des 
ribosondes sens et anti-sens, marqu6es au 35S, 
codant respectivement pour la prot6ine de 
transi t ion TPI et pour la protamine HPI 
humaines, ont 6t6 synth6tis4es grace ~ des oli- 
gonucl6otides sp6cifiques modifi6s et utilis4s 
pour l 'hybridation in situ en microscopie 
optique. Une double hybridation in situ en 
microscopie 61ectronique a 6t6 r6alis6e en utili- 
sant des sondes codant pour TP1 et marqu6es 

la Digoxig6nine, et des sondes codant pour 
HP1, marqu6es & la Biotine. Les hybrides for- 
m6s ont 6t6 r6v416s par des anticorps sp4ci- 
fiques coupl6s respectivement h des particules 
d'or colloidal de tailles diff6rentes (10nm et 
15nm). Pour les deux transcrits, l'6tude histo- 
logique a r6v616 une distribution des grains 
d'argent dans la r6gion adluminale des tubes 
s6minif'eres off sont localis6es les spermatides. 
L'analyse ul trastructurale quantitative des 
densit6s de marquage nucl6aire et cytoplas- 
mique, pour les ARNs messagers codant pour 
TPI et HP1, a montr6 que les transcrits sont 
retrouv6s h la fois dans le noyau et le cytoplas- 
me des spermatides rondes et qu'ils persistent 
jusqu'& la phase d'41ongation. Aucun comparti- 
mentage de ces transcrits n'a 6t6 mis en 6vi- 
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dence. A la fin de la phase d'61ongation des 
spermatides, la disparition des ARNs messa- 
gers codant pour TPI et HP1 peut ~tre mise en 
relation avec l'arr~t de l'activit6 transcription- 
nelle alors que la mise en place des prot4ines 
de transition et des protamines survient suc- 
cessivement dans le noyau des spermatides. 

O O 0  

INFLUENCE DU GRADE DE LA VARI. 
COC]~LE SUR LES CHANGEMENTS DU 

SPERMOGRAMME. 

ce statistiquement significative quant ~ la 
s6v4rit4 de l'oligospermie selon le grade de 
varicoc61e. Finalement, chez 24 patients por- 
teurs de varicoc61es bilat6rales (grade 3 ds 
63%), l'oligospermie et l'OAT furent d4mon- 
tr6es dans 71% et 50% des cas respectivement. 

De par cette 6tude, nous pouvons croire que les 
incidences d'oligospermie et d' OAT chez les 
patients infertiles augmentent en fonction du 
grade de varicoc~le sous-jacent et ce, sans qu'il 
y ait de diff6rence quant ~ la s6v4rit6 de l'oli- 
gospermie. 

0 0 0  

A. MAILLETTE, M. THABET 

Service D'Urologie, Pavillon St-Franqois D'Assise, 
CHUQ, Qugbec, Canada. 

La pr6sence de varicoc~le est une cause impor- 
tante d'infertilit4 mgde qui se manifeste par 
diverses perturbations de la spermatogen6se. 
Par cette 4tude, nous voulons 4valuer s'il exis- 
te un lien entre le degr6 de varicoc61e estim4, 
cl iniquement ou radiologiquement, et les 
niveaux d'asth6nospermie, de t6ratospermie et 
d'oligospermie retrouv6s aux spermogrammes. 

Nous avons proc6d6 ~ une 6tude r6trospective 
de 344 patients ayant consult6 pour infertilit4 
masculine h la Clinique d'Infertilit6 du CHSFA 
entre mai 1987 et janvier  1997. De ces 
patients, 437 spermogrammes furent analys6s 
et class4s selon le grade de varicoc61e retrouv6 

l'examen physique. Tous les patients furent 
questionn4s et examin6s par le m~me uro- 
logue. Dans 88% des cas un deuxi6me spermo- 
gramme fut demand6 ~ titre de contr61e. 

Parmi les patients ayant une varicoc61e subcli- 
nique (grade 1), 65% ont pr4sent6 de l'oligo- 
spermie telle que d6finie par I'OMS < 20 mil- 
lions) comparativement h 76% et 88% pour les 
grades 2 & 3 respectivement (p<0,05). Par 
ailleurs, l'oligoasth4not4ratospermie (OAT) fut 
retrouv4e chez 18% des varicoc6tes de grade 1 
comparativement a 49% pour les varicoc61es de 
grade 3. Cette diff6rence s'av6rait significative 
(p<0,05). Toutefois, il n'y avait pas de diff4ren- 

EFFETS DE LA P,P'-DDE (1,1-DICHLO- 
RO-2,2-BIS(P-CHLOROPHENYL) ETHY- 

LENE) ET DU BBP (BUTYL BENZYL 
PHTALATE) SUR LA FONCTION TESTI- 

C ~ R E  DE SOURIS EXPOSEES IN 
UTERO ET LORS DE LA PUBERTE 

F. EUSTACHE, J. AUGER, J. C. JUILLARD, 
R.ROSE, P.JOUANNET 

Service de Biologie de la Reproduction, H6pital 
Cochin, 75014 Paris 

INTRODUCTION. Des 6tudes exp4rimen- 
tales indiquent que des x4nobiotiques pertur- 
bateurs endocriniens pourraient agir sur le 
d6veloppement de l'appareil g6nital pendant la 
vie foetale par une diminution du nombre de 
cellules de Sertoli et donc du nombre de cel- 
lules germinales. Des modifications hormo- 
nales telles que l'inhibition de la testost4rone 
ou l ' immunoneutralisation de la FSH augmen- 
tent l'apoptose des cellules germinales. Les 
x6nohormones pourraient intervenir de mani6- 
re identique ~ diff6rentes p6riodes de la vie 
contribuant ainsi aux anomalies de la produc- 
tion spermatique. Le but de l'6tude a 4t4 de 
d6terminer dans le module souris si l'exposi- 
tion ~ deux x6nohormones induisait des alt6ra- 
tions testiculaires et des voies g6nitales m~les. 
Nous avons particuli6rement 6tudi6 si ces 
x6nohormones pouvaient provoquer une frag- 
mentation de I'ADN, 6tape caract6ristique de 
l'apoptose, des cellules germinales et/ou des 
spermatozoides 6pididymo-d6f6rentiels. 
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MATI~RIEL ET MI~THODES. 

La toxicit6 testiculaire et g6nitale de 2 x6no- 
biotiques, la p,p'-DDE et le BBP, a 6t4 6valu6e 
chez la souris ~ diff6rents moments de la vie : 
ces compos4s chimiques ont 6t6 additionn6s 
l'eau de boisson ~ des doses de 200 mg/kg/jour 
(p,p'-DDE) et de 200 ]~g/kg/jour (BBP) de souris 
pendant toute la gestation (21 jours) et les 7 
premiers jours de vie (pour p,p'-DDE , BBP et 
t6moin, n=5; exp6rience A), et au cours de la 
pubert4 (66me -86me semaine) (pour p,p'-DDE 
, BBP et t6moin, n=5; exp6rience B). Pour 
chaque exp4rience, les souris t6moins ont 6t6 
expos6es uniquement ~ l'eau de boisson. L'effet 
toxique a 4t6 appr6ci6 par une 6valuation des 
modifications globales de l 'appareil g6nital 
m~le (recherche de malformations, poids des 
testicules) par une num6ration des spermato- 
zoides 6pididymo-d6f6rentiels et, par l 'analyse 
de la fragmentation de I'ADN (r6v616e de 
mani~re sp4cifique par la technique TUNEL) 
des cellules germinales et/ou des spermato- 
zoides 4pididymo-d6f6rentiels. 

RI~SULTATS. 

E x p d r i e n c e  A : 

Une diminution significative du poids des tes- 
ticules a 6t6 observ6e apr6s exposition ~ la 
p,p'-DDE (p<0,05). L'6valuation de la fragmen- 
tation de I'ADN est en cours. 

E x p d r i e n c e  B : 

Les alt6rations testiculaires et g6nitales sui- 
vantes ont 4t6 observ4es : 

1) diminution significative du poids des testi- 
cules (p<0,05 pour le BBP), 2) tendance ~ l'aug- 
mentation du nombre de cellules germinales 
ayant un ADN fragment6 pour la p,p'-DDE 
(pa0,05) et augmentation significative pour le 
BBP (p<0,05) mais aussi 3) tendance surpre- 
nante ~ l'augmentation de la concentration des 
spermatozo'ides 6pididymod6f6rentiels (pa0,05 
pour les 2 toxiques) peut-~tre due ~ un d6faut de 
s6cr4tion ou de r6sorption du fluide testiculaire. 

CONCLUSIONS.  Ces r6sultats pr41iminaires 
indiquant une toxicit6 testiculaire et g6nitale 
de ces 2 x6nohormones doivent ~tre confirm6s 
sur une s4rie plus large. Nos donn6es sugg6- 
rent 6galement l 'augmentation du ph6nom6ne 
d'apoptose au niveau testiculaire et post-testi- 

culaire ~ des doses compatibles avec celles 
d'une exposition environnementale humaine. 
Les 6tudes en cours visent ~ pr6ciser les stades 
de la spermatogen6se concern6s et les modifi- 
cations morphom6triques des tubules ainsi que 
les m6canismes mol6culaires possiblement en 
cause. 

0 0 0  

EFFETS DE DEUX CYCLES DE B.E.P. 
SUR LA SPERMATOGENESE DE 

PATIENTS P O R T E U R S  D'UNE TUMEUR 
GERMINALE NON SEMINOMATEUSE 

DE STADE I DU TESTICULE. 

M DAUDIN1, C. CHEVREAU2, J.M. 
BACHAUD3, R. MIEUSSET1, M. SOULIE4, 

F. PONTONNIER1-4, L.BUJAN1. 

1 CECOS Midi-Pyrdndes - Centre de Stdrilitg 
Masculine, Centre Hospitalier Universitaire de La 
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INTRODUCTION : Le cancer du testicule est 
la pathologic tumorale la plus fr6quente dans 
la population d'hommes jeunes entre 20 et 34 
ans et son incidence semble augmenter. Les 
trai tements sont adapt6s aux sous types histo- 
logiques et au stade d'envahissement. Dans les 
stades I des tumeurs germinales non s6mino- 
mateuses du testicule (TGNST), le trai tement 
adjuvant par chimioth6rapie bas6 sur du cis- 
platine est actuellement largement utilis6. Un 
des protocoles classiques 6tant deux cycles de 
BEP (B16omycine, Etoposide, Cisplatine). Le 
pronostic 6tant relativement excellent, il est 
pertinent de s'int6resser aux effets ~ long 
terme de cette chimioth6rapie. Parmi ceux-ci 
les effets d616t6res sur la spermatogen~se doi- 
vent 6tre 6valu6s. Cette 6tude pr61iminaire a 
pour objectif l'4valuation de l 'atteinte de la 
spermatogen6se apr6s deux cycles de BEE 

MATERIEL ET METHODES : 16 patients 
pr6sentant une TGNST de stade I ont 6t4 trai- 
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t~s par deux cycles de BEP (Cisplatine 100 
mg/m2 IV de J1 ~ J5, Etoposide 120 mg/m2 de 
J1 ~ J3, Bl~omycine 30 mg ~ J1, J8, J15, la 
deuxi~me cure d~butant ~ J22). Les caract~ris- 
tiques spermatiques pr~th~rapeuthiques sont 
~tablies lors de l'autoconservation de sperme 
pr~alable. Les 16 patients ont fait un contr61e 
du spermogramme 653 jours en moyenne 
(extremes : J170 - J1418) en postchimioth~ra- 
pie ; pour 6 patients un deuxi~me contr61e a ~t~ 
r~alis~. 

RESULTATS : Avant la chimioth~rapie, 9 
(56,2 %) pat ients  ~taient oligospermes (3 
s~v~res : < 5 .106/ml et 6 mod~r~es : >= 5 
<20.106/ml), 7 ~taient normospermes (43,8%). 
13 patients sur 16 avaient subi au pr~alable 
l'orchidectomie. Dans l'ensemble de la popula- 
tion les caract~ristiques moyennes sperma- 
tiques ne different pas avant et apr~s chimio- 
th~rapie. 

3 patients oligospermes sur les 9, deviennent 
normospermes ~ distance de la chimioth~rapie. 
Sur les 7 patients normospermes avant chi- 
mioth~rapie, un seul patient pr~sente une oli- 
gospermie mod~r~e au premier contr61e (J456) 
et une normospermie au deuxi~me (J1387) ; 
parmi ces 7 patients sur les 5 ayant une num~- 
ration >= ~ 60.106/ml 4 ont une numeration 
plus faible apr~s la chimioth~rapie. L'analyse 
de r~gression multiple montre que le para- 
m~tre le plus li~ ~ la numeration post chimio- 
th~rapie est la numeration pr~alable. 

CONCLUSION : Ces r6sultats pr~liminaires 
semblent indiquer que les effets d~l~t~res de 
deux cycles de BEP sur la spermatogen~se sont 
moderns. La concentration post chimioth~rapie 
apparait  li~e h l'~tat de la spermatogen~se 
avant la chimioth~rapie. Ces r~sultats mdri- 
tent  d'etre confirm~s sur une plus grande s~rie. 
Des ~tudes ant~rieures ayant constat~ une 
incidence augment~e des anomalies chromoso- 
miques spermatiques, des ~tudes compl~men- 
taires seront n~cessaires pour ~tudier les 
m~canismes de r~cup~ration de la spermatoge- 
n~se et les possibles effets sur le materiel g~n~- 
tique spermatique. 
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CULE PROSTATIQUE. 

A P R O P O S  DE DEUX CAS. 

B SCHUBERT, MN GIRAUD, J 
HERMABESSI]~RE*, G GRIZARD, 

D BOUCHER 

Laboratoire de Biologic du Ddveloppement et de la 
Reproduction - H6tel-Dieu; *Centre Urologique F. 

Guyon- Centre Rdpublique -Clermont-Ferrand 

L'utricule prostatique est un petit diverticule, 
vestige des canaux miilleriens, situ~ ~ la partie 
post~rieure de rur~tre prostatique, qui lors- 
qu'il est anormalement dilate, peut comprimer 
les canaux ~jaculateurs. Nous rapportons les 
cas de deux patients venus consulter dans le 
service de biologie de la reproduction pour 
infertilit~ primaire. Au cours du bilan, ont ~t~ 
obtenus les r~sultats suivants : FSH normale, 
caryotype normal; les bilans cliniques ne mon- 
traient pas d'anomalies particuli~res. Sur le 
plan spermiologique, deux profils ont ~t~ mis 
en ~vidence: 

-un syndrome obstructif total avec une azoo- 
spermie, volume : 1 ml; pH 7,9; 4 mille cellules 
rondes (aucun polynucl~aire); biochimie du 
liquide s~minal : fructose lttmol/ml (N=5 
30ttmol/ml), marqueurs prostatiques normaux, 
alpha-glucosidase neutre par ~jaculat: 3 mUI 
(N>35 mU1). 

-un syndrome obstructif partiel avec une oligo- 
zoospermie s~v~re : 1 million de spermato- 
zo~des/ml immobiles, n~crospermie tr~s s~v~re, 
t~ratozoospermie : 92%,volume : 0,7 ml; pH 
8,1; 6. 106 de cellules rondes dont 4% de poly- 
nucl~aires; Biochimie du liquide s~minal: fruc- 
tose <lttmol/ml, marqueurs prostatiques nor- 
maux, alpha-glucosidase : 9 mUI. Une impor- 
tante h~mospermie a ~t~ retrouv~e sur chacun 
des pr~l~vements. 

Ces ~l~ments permettent d'exclure une origine 
s~cr~toire et ont suscit~ une exploration cli- 
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nique et radiologique. 

Dans les deux cas, l'6chographie endorectale a 
mis en 6vidence un utricule prostatique et la 
biopsie testiculaire a permis de retrouver des 
spermatozo~des qui ont 6t6 congel6s et utilis6s 
en microinjection. 

En conclusion, dans les cas d'utricule prosta- 
tique obstructif, on observe dans l'6jaculat, une 
absence ou un faible nombre de spermato- 
zo/des et une alpha-glucosidase basse (com- 
pression des ampoules d6f6rentielles), un taux 
tr~s bas de fructose (compression des collets 
des v4sicules s4minales), des marqueurs pros- 
tatiques normaux. Une 6chographie endorecta- 
le s'av6re tr6s pr6cieuse pour pr6ciser le dia- 
gnostic d'un syndrome obstructif 
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ECHOGRAPHIE ENDORECTALE ET 
OATS. 
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O B J E C T I F S .  D6crire les anomalies 6chogra- 
phiques endorectales chez les hommes avec 
OATS et les comparer a celles observ6es chez 
des sujets sans anomalies du spermogramme. 

MALADES ET MI~THODES La s4rie corn- 
porte 94 hommes avec OATS et 30 t6moins de 
m6me ~ge sans anomalies du spermogramme. 
Les hommes avec une OATS avaient une 
concentration moyenne de spermatozoides de 
7,7+6,9M/rnl avec ou sans asth6nospermie 
et/ou t6ratospermie . L'6chographie recher- 
chait des signes inflammatoires dans la zone 
p6riph6rique et Pun des trois signes sugg4rant 
une possible obstruction partielle des canaux 
6jaculateurs (Jarow 1993) : les calcifications 
l'int6rieur ou au contact des canaux 6jacula- 
t eurs ,  un kyste m6dian ou une distension des 
v6sicules s6minales (diam6tre ant6ro-post6- 
rieur > 15mm) 

RI~SULTATS L'6chographie 6tait anormale 
chez 64% (60/94) des hommes hypofertiles et 
chez 36,6% (11/30) des hommes t4moins 
(p<0.05). I1 existait des s6quelles inflamma- 
toires dans la zone p6riph4rique chez 49% 
(46/94) des hommes avec OATS et chez 30% 
(10/30) des t6moins . Des anomalies des 
canaux 4jaculateurs 6taient pr4sentes chez 
25,5% (24/94) des hommes avec OATS, et chez 
6,6% (2/30) des t6moins. Aucun des 124 
hommes n'avait de signe de distension des 
v6sicules s6minales . La spermoculture 4tait 
positive chez 21% (20/94) des hommes avec 
OATS et chez 13 % (4/30) des t6moins. 

CONCLUSION. Les anomalies observ4es sug- 
g6rent l'existence d'une inflammation de l'ap- 
pareil g6nital des hommes avec OATS mais 
sans que la responsabilit6 d'une obstruction 
partielle des canaux 4jaculateurs puisse 8tre 
4voqu6e par 6chographie. 

Jarow, J. (1993). 'Transrectal ultrasonography 
of infertile men. " Fertil. Steril. 60: 10351039. 
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Nous rapportons sept observations d'hommes 
hypofertiles, porteurs d'une polykystose r6na- 
le de l'adulte et pr4sentant une azoospermie ou 
une oligozoospermie s6v6re Cliniquement 
aucune anomalie n'6tait palp6e. Le volume du 
sperme 6tait r6duit dans 2 cas et normal dans 
5 cas. Le fructose s6minal 6tait indosable dans 
deux cas et subnormal dans les 5 autres cas.  
L'4chographie endorectale montrait dans les 7 
cas une dilatation franche des, v6sicules s6mi- 
nales qui prenaient un aspect kystique. I1 exis- 
tait 6galement une dilatation d'un canal 4jacu- 
lateur dans un cas, et une dilatation d'une 
ampoule d6f6rentielle dans un autre cas. Dans 
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les 5 autres cas les ampoules d4f6rentielles 
n'6taient pas visibles (3cas) ou avaient un 
aspect normal (2cas) La ponction des v6sicules, 
faite dans un cas, a montr6 une la pr4sence de 
spermatozoides immobiles (400.000/ml). 
Aucun patient n'a 6t6 trait6 par r6section des 
canaux 6jaculateurs Les aspects 6chogra- 
phiques, attribu6s autrefois ~ des kystes des 
v6sicules s6minales, traduisent une dilatation 
due ~ une atonie des v6sicules, observ6e chez 
les hommes atteints de polykystose r6nale et 
dont le m6canisme n'est pas connu (Hendry, 
Rickards et al. 1998). 

Hendry, W. F., D. Rickards, et al. (1998). 
"Seminal megavesicles with adult polycystie 
kidney disease ." Hum Repro 13(6): 1567-9. 
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INTRODUCTION : Au cours de la matura- 
tion 6pididymaire, certaines prot6ines impli- 
qu4es dans le processus de f6condation s'asso- 
cient ~ l'acrosome du spermatozoide. La P34H 
est une des prot4ines 6pidymaires impliqu6es 
dans la liaison du spermatozoide ~ la zone pel- 
lucide entourant l'ovocyte. Nous avons pr6ala- 
blement montr6 que la P34H est pr6sente chez 
tous les  hommes fertiles et qu'elle est absente 
dans 50% des cas d'infertilit6 idiopathique. 
L'absence de P34H est associ6e ~ une incapaci- 
t6 des spermatozoides d'interagir avec la zone 
pellucide. 

OBJECTIF : Bien que le succ~s chirurgical de 
la vasovasostomie (VV) soit 41ev6, la fertilit4 
n'est pas r4tablie dans plusieurs cas. La vasec- 

tomie pourrait causer des dommages 4pididy- 
maires. Nous avons voulu d6termin6 si cette 
prot6ine pouvait ~tre affect6e par la vasecto- 
mie. 

MI~THODES : Nous avons 6valu6 les niveaux 
de cette prot6ine sur des 6chantillons de 
spermes de 22 patients vasovasostomis6s. Des 
Western blots ont 4t6 effectu6s afin de d6ter- 
miner le niveau de P34H pr6sent sur les sper- 
matozoides. Les valeurs sont ensuite compar4s 
avec les r6sultats du spermogramme et l'acti- 
vit6 de l'alpha-glucosidase dans le liquide 
s6minal par la m6thode colorim6trique. 

RI~SULTATS : Diff6rents 4chantillons prove- 
nant  d'un m~me patient montrent un niveau 
comparable de P34H. Par ailleurs, nous avons 
not6 une variation importante entre les indivi- 
dus. Dix-huit des 25 VV avaient un taux de 
P34H plus bas que la valeur normale caract6- 
risant les hommes fertiles. Les variations 
n'6taient pas en relation avec le r6sultat du 
spermogramme ni avec l'activit4 de l'alpha- 
glucosidase. Par contre, la chute de la P34H 
6tait associ6e ~ l'intervalle entre la vasectomie 
et la VV. 

CONCLUSION : Nos r6sultats d6montrent 
que le taux de P34H varie d'un homme 
l'autre mais n'est pas reli4 au succ6s chirurgi- 
cal de la VV tel que d6montr6 par les valeurs 
du spermogramme et de l'alpha-glucosidase. 
Nous sugg6rons donc qu'un dysfonctionnement 
6pididymaire pourrait ~tre associ6 ~ diff6rents 
types d'infertilit4 incluant la VV. La P34H 
pourrait donc ~tre un marqueur biochimique 
indiquant le pronostic de fertilit6. 
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ROLE DE L'ALPHA-GLUCOSIDASE 
DANS LE PRONOSTIC DE FERTILIT]~ 
DES PATIENTS VASOVASOSTOMISI~S. 
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INTRODUCTION : La vasectomie(V) est une 
m6thode de st6rilisation populaire en 
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Am6rique du nord. Pour diff4rentes raisons, 
certains de ces hommes vasectomis6s veulent 
renouer avec la paternit4. Devant une deman- 
de accrue de vasovasostomies (VV), nous avons 
voulu en pr4ciser les crit~res de succ6s et les 
causes d'6chec, car la fertilit6 n'est pas assur6e 
dans tous les cas. 

MATI~RIELS ET MI~THODES : Une 6tude 
r6trospective de 747 cas de W faites entre 
1982 et 1996 nous a permis d'6tablir le taux de 
perm4abilit6 et de grossesse. Les facteurs sui- 
vants ont 6t4 analys6s par une 6tude statis- 
tique: l 'intervalle entre la V et la VV, les 
constatations per op6ratoires, dont la pr6sence 
de spermatozoides, les spermogrammes avec 
recherche d'anticorps et l 'analyse de l'alpha- 
glucosidase. Le suivi a 6t6 possible chez 559 
patients. La somme des donn6es fut analys6e 
par des tests du Chi-carr6 et valid6e par des 
analyses multivari6es. 

RI~SULTATS : La moyenne d'~ge des sujets 
4taient de 37,2 ans et 31,7% d'entre eux 
avaient encore la m~me partenaire. Le taux de 
perm6abilit6 4tait de 87,8% et le taux de gros- 
sesse apr6s 2 ans de 52,9%. Nous avons remar- 
qu6 que l'alpha-glucosidase pouvait signaler 
un dysfonctionnement 6pididymaire irr6ver- 
sible post-V par une oligoasth6nospermie per- 
sistante. L'azoospermie postop6ratoire d'origi- 
ne obstructive a 6t6 d6montr6e par des valeurs 
tr6s affaiss4es de ce marqueur. Ainsi 52 sujets 
ont subi une deuxi6me W(VV2) et, l'obstruc- 
tion a 6t6 d6montr6e lors de la chirurgie. Les 
patients pr6sum6s fertiles qui n'avaient pas 
d6montr6 leur paterni t6 apr6s deux ans 
avaient des valeurs abaiss6es d'alpha-glucosi- 
dase (p<0,01). 

CONCLUSION : A l'6re des nouvelles techno- 
logies de reproduction, cette 6tude d6montre 
que la VV demeure encore un choix th6rapeu- 
tique valable. L'alpha-glucosidase est un mar- 
queur efficace pour indiquer un dysfonctionne- 
ment 6pididymaire, une obstruction postop6ra- 
toire et pr6juger du pronostic de fertilit6 ~ long 
terme. 
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VARICOCI~LECTOMIE CHIRURGICALE 
ET L'EMBOLISATION RADIOLOGIQUE 
EN FONCTION DU GRADE DE VARICO- 

CELE : ETUDE RETROSPECTIVE DE 
142 CAS. 
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La pr4sente 6tude visait ~ comparer, selon le 
grade de varicoc61e pr6existant, l'efficacit4 de 
l'embolisation radiologique par rapport ~ la 
ligature chirurgicale chez des patients infer- 
tiles. 

Les dossiers de 142 patients infertiles ayant  
subit une varicoc41ectomie ont 4t4 r6vis6s (87 
par ligature et 55 par embolisation).Les sper- 
mogrammes post-varicoc61ectomie furent effec- 
tu6s en moyenne 6 mois apr6s la proc6dure. 
L'efficacit6 du trai tement fut d6termin4e selon 
le % d'am61ioration du d6compte, de la mobili- 
t6 et de la morphologie des spermatozoides 
pour atteindre les valeurs standards accept4es. 

Pour l'ensemble des varicoc61es de grade 1 & 2 
ayant  une oligospermie < 10 millions, les 
nombres de patients normospermiques post- 
t rai tement 6taient similaires pour l'embolisa- 
tion et la ligature (50% et 45,71/o respective- 
ment). Toutefois, pour les varicoc61es de grade 
3, il y avait une diff6rence significative, car 
aucun patient ayant subi l'embolisation n'est 
devenu normospermique post-traitement com- 
parativement ~ 56% des patients ayant  eu une 
ligature (p<0,01). L'embolisation semble sur- 
tout efficace pour les varicoc61es de bas grade 
(l&2) tant  au niveau du nombre, du % de mobi- 
lit6 et du % de forme normale. De plus, dans 
les varicoc61es de grades l&2, les patients 
t6ratospermiques ont pr6sent6 des % de mor- 
phologie normale post-varicoc61ectomie simi- 
laires pour les deux m6thodes. Par  ailleurs, les 
patients t6ratospermiques avec varicoc61e de 
grade 3 se sont am61ior6s dans 44% des cas par 
ligature versus 11% par embolisation (p<0,05). 
Pour les varicoc61es de grades l&.2, il ne 
semble pas y avoir de diff6rence significative 
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post-varicoc41ectomie entre l'embolisation et la 
ligature chirurgicale. Toutefois, pour les vari- 
coc61es de grade 3, la ligature s'est d6montr4e 
plus efficace pour tousles  param6tres du sper- 
mogramme. 
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s6 a 4t4 rempli par les diff4rents couples, lors 
des investigations cliniques pour les couples 
inf4conds ou bien lors du s4jour de la femme 
la maternit6 pour les couples f4conds. 

RI~SULTATS 

Nous avons obtenu des risques (odd ratios 
ajust6s sur l'~ge) de 7.4 [1.4-39.5] chez les 
hommes avec un ant6c6dent de chirurgie testi- 
culaire, de 13.0 [1.4-120.3] chez ceux pr4sen- 
tant  un varicoc~le. Par  ailleurs, nous avons 
aussi mis en 6vidence une multiplication du 
risque de 2.0 (1.0-3.7) chez les hommes ayant  
6t6 amen6 ~ travailler dans un sous-marin 
nucl6aire, et de 4.5 (1.9-10.6) chez ceux ayant  
6t6 expos4 ~ une source de chaleur 61ev4e. 

CONCLUSION 

Ces r6sultats confirment, d'une part  le r61e 
d616t~re de certains facteurs thermiques sur 
les capacit6s reproductrices de l'homme et, 
d'autre part, semblent faire ressortir un 6ven- 
tuel effet nocif chez rhomme de l'exposition 
des radiations ionisantes dans le cadre d'une 
activit6 professionnelle particuli6re (sous- 
marinier nucl4aire). 

INTRODUCTION 

Peu d'6tudes se sont int4ress6es aux effets des 
radiations ionisantes et de la chaleur sur la 
fonction reproductrice masculine. Sollicit6s par 
des coll6gues biologistes de la reproduction tra- 
vaillant dans la ville de Brest sur une appa- 
rente augmentation des cas d'infertilit6 chez 
des militaires, nous avons men6 une 4tude 6pi- 
d4miologique de type cas-t6moins afin d'4va- 
luer les facteurs de risque d'inf4condit4 dans 
cette population. 

MATI~RIELS ET MI~THODES 

Dans cette 6tude, men4e uniquement dans une 
population oh les hommes 4talent des mili- 
taires, nous avons compar6 60 couples consul- 
tant  pour une inf6condit4 de plus de 12 mois 
(cas) ~ 165 couples venant d'avoir un enfant - 
(t4moins). L'ensemble des couples, cas et 
t4moins, ont 6t6 interrog6s sur leurs ant6c6- 
dents m6dico-chirurgicaux et leur histoire 
reproductive ainsi que sur leurs occupations 
professionnelles. Un questionnaire standardi- 

A S S I S T A N C E  M E D I C A L E  A L A  
P R O C R E A T I O N  

IAC �9 REMISE EN CAUSE DES 
INDICATIONS 

T. ANAHORY*, E AMAL*, H. DECHAUD**, 
S. COSTE*, B. HEDON** C. HUMEAU* 

Laboratoire Biologic de la Reproduction- CHU de 
Montpellier ** Service de Gyndcologie obstdtrique- 

CHU de Montpellier 

BUT : 6valuation des r6sultats de I'IAC en 
fonction des indications 

METHODE : 4tude r4trospective de 245 
couples pris en charge pour un probl6me d'hy- 
pofertilit4. 153 ont b4n6fici4 en seconde inten- 
tion d'une ou de plusieurs FIV. 

INDICATIONS : hypofertilit6s d'origine cervi- 
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cale, masculine, inexpliqu6e, immunologique, 
endom6triose, dysovulation, PCO, tubaire. 
Certains couples ont une association d'indica- 
tions. 

R E S U L T A T S  : 

INDICATIONS IAC IAC FIV 
(grossesses/cycles) (16re intention) (2nde intention) 

cervicale 
(23 couples) 8% 13,63% 

masculine s6v6re 
(8 couples) 3,67% 16,21% 

dysovulation 
(26 couples) 1,94% 31,57% 

inexpliqu6e 
(53 couples) 4,34% 11,45% 

endom6triose 
(17 couples) 2,94% 26,9% 

C O N C L U S I O N  : 

L' hypofertilit6, d'origine cervicale semble 
6tre la seule indication d'IAC h retenir. 

- En cas de st6rilit6 inexpliqu6e, le moment du 
recours h la FIV ainsi que le nombre total 
maximal d'IAC reste h d6finir. 

-Les dysovulations et les indications masculines 
s6v6res ne devraient ~tre qu'exceptionnelles. 
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E X P L O R A T I O N  D E S  A Z O O S P E R M I E S  
SI~CRI~TOIRES A V A N T  

M I C R O I N J E C T I O N .  
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NE), 2-Service de Gyndcologie-Obstdtrique (Pr. 
S.UZAN), 3-Service d'UrologieAndrologie (Pr. G. 

ARVIS),- H6pital TENON, 4, rue de la Chine, 
75020 PARIS 

La micro-injection dans l'ovocyte ( ICS I )d e  
spermatozoides pr61ev4s dans le testicule est le 
trai tement sp6cifique des azoospermies s6cr6- 
toires. Cependant il n'existe pas de crit6res, 
hormonal ou clinique, pr4dictifs de la pr6sence 
ou de l'absence des spermatozoides darts les 
tubes s6minif~res. La biopsie test iculaire 
exploratrice para[t donc indispensable avant 
d'entreprendre la f6condation assist6e. 

L'exploration multifocale des deux testicules a 
6t6 pratiqu6e par biopsie chirurgicale h scro- 
tum ouvert chez 34 patients. Un fragment tis- 
sulaire a 6t6 pr61ev6 dans les quadrants sup6- 
ro-interne et inf6ro-externe de chaque testicu- 
le en raison de l'h6t6rog4n6it6 habituelle des 
16sions. Chaque pr616vement a 6t6 recoup6 en 
trois fragments qui ont 6t6 soumis aux tech- 
niques suivantes: 

�9 dilac6ration extemporan4e h la recherche de 
spermatozoides pouvant 6ventuellement ~tre 
cryoconserv6s en vue d'une tentative ult4rieu- 
re, 

�9 6tude de la m6iose 

�9 fixation et 6rude histologique 

La sensibilit6, la sp6cificit6, les valeurs pr4dic- 
tives positives (VPP) et n6gatives (VPN) de 
l 'analyse histologique et du dosage de FSH ont 
6t6 d6termin4es par rapport aux r6sultats 
positifs ou n6gatifs de la recherche de sperma- 
tozoides lors de la dilac6ration. 

La dilac6ration a montr6 la pr6sence de sper- 
matozoides dans 15 cas (44%) permettant  la 
cryoconservation dans 14 cas. L'anomalie his- 
tologique la plus fr6quemment observ4e 6tait 
l'absence totale de cellules germinales dans la 
majorit6 ou la totalit6 des sections tubulaires 
(r6gression sertolienne). Cependant, dans les 
tubes o15 persistent des cellules germinales, la 
spermatogen6se est habituellement compl6te. 
Plus rarement, chez certains patients, un blo- 
cage m6iotique aux stades leptot6ne ou pachy- 
t6ne de la prophase de premi6re division a 6t6 
observ6 dans la totalit6 des sections tubu- 
laires. L'analyse de la m4iose a r4v614 2 cas 
d'anomalies de s6gr4gation chromosomique 
(asynapsis partiel) pouvant expliquer l'azoo- 
spermie. 

129 



Les r6sultats obtenus par les trois types d'exa- 
men sont concordants dans 65% des cas. Dans 
35% des cas, des spermatozoides ont 4t4 
retrouv6s lors de l'6tude de la m6iose et de la 
dilac4ration alors que l'histologie 6tait n6gati- 
ve. L'histologie compar6e au dosage de FSH 
plasmatique pr4sente une sensibilit4 de 50% 
(vs 21%), une sp4cificit6 de 100% (vs 92%" une 
VPP de 100% (vs 75%) et une VPN de 61,5% 
(vs52%). Enfin six d6cong41ations ont 4t4 r4ali- 
s6es aboutissant h une grossesse 4volutive 
(naissance d'une fille de 3,750 kg). 

Ces r6sultats confirment le faible caract6re 
pr6dictif du dosage de FSH et de l 'examen his- 
tologique, qui restent  cependant indispen- 
sables pour le diagnostic 4tiologique de l'azoo- 
spermie s6cr6toire. La dilac4ration des frag- 
ments biopsiques permet de localiser les foyers 
actifs de spermatogen6se, d'augmenter la pro- 
babilit4 de recueillir des spermatozoides et de 
les utiliser en th6rapeutique imm6diate ou 
d'en pratiquer la cryoc onservation. 
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INTRODUCTION 

L'ICSI avec des spermatozoides totalement 
immobiles peut avoir des effets n6gatifs sur la 
f4condation et le taux de grossesse (Nagy et al., 
1995). Cet effet n6gatif se manifeste plus en 
uti l isant des spermatozoides immobiles 6jacu- 

14s et moins en util isant des spermatozo~des 
immobiles testiculaires. La mobilit4 est un 
signe stir de viabilit6, puisqu'un spermatozoide 
immobile peut ~tre mort. 

Pour examiner la viabilit4 d'un spermatozoide 
immobile un test hypoosmotique fut utilis4 o~ 
le spermatozoide viable montre le gonflement 
de la queue. N4anmoins, cela n'est pas pr6cis 
et peut ~tre toxique (Nagy et al., 1998). Une 
autre m4thode logique est celle d'induire une 
mobilit6 dans les cellules en augmentant  le 
niveau de L'AMP cyclique en t ra i tant  les sper- 
matozoides par des inhibiteurs de la phospho- 
diesterase comme la caf4ine et la pentoxifylli- 
ne. Cette m4thode fut longuement utilis6e 
pour les spermatozoides 4jacul4s en pro- 
grammes de procr6ation m6dicalement assis- 
t6e mais aucune 4tude ne fut publi4e sur les 
spermatozoides testiculaires. 

BUT DE L'ETUDE 

C'est d'4tudier les effets de la caf4ine et de la 
pentoxifylline (comme stimulateurs de la mobi- 
lit6) sur les spermatozoides test iculaires  
immobiles et peu mobiles, ainsi facilitant le 
choix de spermatozoides viables pour ICSI des 
patients ayant  des spermatozoides totalement 
immobiles. 

PATIENTS ET METHODES 

50 6chantillons de spermatozoides testicu- 
laires pr61ev6s chirurgicalement  avec une 
mobilit6 initiale nulle ou tr6s faible de (0-10%) 
et un hombre de plus que 0.1 x 106/ml furent 
s41ectionn6s. 45 6chantillons furent obtenus de 
pat ients  azoospermiques et 5 de pat ients  
n6crospermiques. 

Chaque 4chantillon fut divis6 en trois parties. 
La premiere fut gard4e comme contr61e, la 
seconde fut trait6e avec de la caf6ine (5mM/ml) 
volume/volume, et la troisi6me fut trait6e avec 
de la pentoxifylline (3.6mM/ml volume/volu- 
me). 

La mobilit6 initiale et la viabilit6 furent esti- 
m6es avant le t rai tement pharmacologique et 
la mobilit6 fut d4termin4e 1/2, 1, 2, 3 et 4 
heures apr6s le traitement. 

Une microscopie 61ectronique fut effectu6e 
pour l'6jaculat des 5 patients ayant  une n6cro- 
spermie compl6te 
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RESULTATS 

45 6chantillons furent obtenus des patients 
azoospermiques, s6cr6toires (30) et obstructifs 
(15). 

5 6chantillons furent obtenus des patients 
n6crospermiques dont 3 avaient des bras de 
dyn6ine absents et 2 avaient un d6faut de 
queue non structural. 

Aucune diff6rence statistiquement importante 
ne fut trouv6e entre les cas s6cr6toires et obs- 
tructifs concernant le nombre, la motilit6 ini- 
tiale et la vitalit6 (Tableau 1). 

Les 6chantillons contr61es montr6rent une 
am61ioration 16g6re en motilit6 qui fut maxi- 
male apr6s une heure puis d6croissait graduel- 
lement (Tableau 2). Les 6chantillons trait6s 
la caf6ine montr6rent une am61ioration mod6- 
r6e qui fut maximale apr6s une heure (Tableau 
3). Les 6chantillons trait6s par la 
Pentoxifylline montr6rent la meilleure am61io- 
ration qui fut maximale apr6s deux et heures 
fut plus persistante (Tableau 4). 

Aucune diff6rence d'importance statistique ne 
fut trouv6e entre les cas s6cr6toires et obs- 
tructifs concernant leur r6action envers la sti- 
mulation pharmacologique ou l'am61ioration 
spontan6e de mobilit6 (Tableau 5). 

Les patients n6crospermiques avec d6fauts de 
structure de queue ne r6ussirent pas h montrer 
signe de mobilit6 dans tous l e s  6chantillons, 
alors que ceux d6pourvus d'anomalies structu- 
rales montr6rent des degr6s variables de mobi- 
lit6 surtout avec la pentoxifylline. 

N6anmoins, chez les patients ayant des sper- 
matozoides compl6tement immobiles la viabili- 
t6 des spermatozoides testiculaires 6tait tou- 
jours meilleure que celle des spermatozoides 
6jacul6s. 

DISCUSSION 

Le biologiste effectuant une proc6dure d'ICSI 
fait face h u n  grand probl~me lorsqu'il confron- 
te un cas d'immobilit6 compl6te de spermato- 
zoides. Liu et al. (1997) rapporte que la cultu- 
re in-vitro de spermatozoides testiculaires 
pour 72 heures am61iore la mobilit6 et la mor- 
phologie pour les patients ayant une azoosper- 
mie obstructive, alors que la r6action est plus 
faible et impr6vue pour les cas s6cr6toires. 
Rives et al. (1998) rapporte que le traitement 
de spermatozoides testiculaires cryo-d6gel6s 
avec la pentoxifylline am61iore remarquable- 
ment la mobilit6 pour les cas s6cr6toires et obs- 
tructifs. 

Nos r6sultats montrent que les effets de la 
caf6ine et de la pentoxifylline sur les sperma- 
tozoides testiculaires sont similaires aux sper- 
matozoides 4jacul6s, ou la pentoxifylline pro- 
duisait un effet retard6 mais plus persistant. 
De m6me, la pentoxifylline produisait la 
meilleure am61ioration de mobilit6. A noter, 
une am61ioration spontan6e de la motilit6 
pourra se manifester pour permettre la s61ec- 
tion de spermatozoides viables pour ICSI sp6- 
cifiquement si un grand nombre de spermato- 
zoides est trouv6 (> 0.1x106/ml). 

RECOMMANDATIONS 

La pentoxifylline devra 6tre utilis6e routini6re- 
ment durant I'ICSI avec pr616vement testicu- 
laire pour les cas rares de spermatozoides 
immobiles. 

Trouvant un nombre suffisant de spermato- 
zoides (>0.1xl06/ml), il n'y a pas besoin d'une 
stimulation pharmacologique puisqu'une am6- 
lioration spontan6e et suffisante pour I'ICSI 
pourra se produire. 
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Tableau I : Compara i son  entre la  numdra t ion ,  la mobil i td  et la vi tal i td des spermatozo fdes  
dans  les cas sdcrdtoires et obstructi fs .  

V a r i a b l e  M o y e n n e  e n  cas  M o y e n n e  e n  cas  P. Value  
o b s t r u c t i v e  s~c r~ to i r e s  

Numerat ion 0.761 _+ 0.474 0.668 + 1 0.259 

Mobilit~ 6.38 _+ 4.13 4.21 _+ 4.03 0.753 

Vitalit~ 58.88 +_18.59 47.96 _+ 21.95 0.348 

Tableau 2 : C h a n g e m e n t  de la  mobil i td  spermat ique  des dchant i l lons  contr61e p e n d a n t  une 
pdriode d 'observat ion de 4 heures  

T e m p s  P o u r c e n t a g e  de  P o u r c e n t a g e  de  mob i l i t~  
( h e u r e )  mob i l i t~  m i n i m a l e  mob i l i t~  m a x i m a l e  Mobi l i t~  m o y e n n e  

1/2 0% 40 % 12.3 _+ 10.9 

1 0% 50 % 14.54 + 13.06 

2 0% 40 % 12.1 _+ 12.86 

3 0% 40 % 8.1 +- 9.57 

4 0% 25 % 5.24 + 6.89 

Tableau 3 : C h a n g e m e n t  de la  mobil i td  spermat ique  des dchant i l lons  trai tds p a r  la  caf~ine 
p e n d a n t  une pdriode d 'observat ion de 4 heures  

T e m p s  P o u r c e n t a g e  de  P o u r c e n t a g e  de  mob i l i t~  
( h e u r e )  mob i l i t~  m i n i m a l e  m o b i l i t d  m a x i m a l e  Mobi l i td  m o y e n n e  

1/2 0% 80% 21.92 + 20.53 

1 0% 80% 26.74 + 22.57 

2 0% 70% 25.26 _+ 20.94 

3 0% 50% 17 _+ 15.4 

4 heures  0% 40 % 11.5 _+ 11.66 

Tableau 4 : C h a n g e m e n t  de la  mobil i td  spermat ique  des dehant i l lons  trai tds p a r  la  pen tox i .  
fy l l ine  p e n d a n t  une pdr iode  d 'observat ion de 4 heures  

T e m p s  P o u r c e n t a g e  de  P o u r c e n t a g e  de  mob i l i t~  
( h e u r e )  mob i l i t~  m i n i m a l e  mob i l i t d  m a x i m a l e  Mobi l i t~  m o y e n n e  

1/2 0% 60% 22.7 _+ 18.19 

1 0% 80% 34.2 + 23.33 

2 0% 80% 36.1 + 23.3 

3 0% 70% 28.8 +- 21 

4 0% 80 % 23.1 + 17.89 

Tableau 5 : Dif fdrence de mobil i td entre cas fonct ionnels  et obstruct i fs .  

Groupe O b s t r u c t i f  F o n e t i o n n e l  v a l e u r  P. 

Contr61e 19.16 +- 12.27 11.93 +_ 12.94 0.701 

Caf~ine ( lheure)  34.16 + 26.63 22.56 _+ 19.14 0.044 

Pentoxifylline (2 heures) 45 _+ 25.2 31.09 _+ 20.93 0.443 
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INTRODUCTION 

L'ICSI avec pr616vement testiculaire de sper- 
matozoides (TESE) est devenue le protocole 
habituel pour le t rai tement des patients souf- 
frant d'azoospermie s4cr6toire et excr6toire 
irr4parable. Ces patients ne poss6dent pas de 
sources de spermatozoides, except6 les testi- 
cules. De 1~, ils doivent r6p6ter la proc6dure 
de TESE pour chaque cycle d'ICSI. Cependant, 
l'6chec de pr61~vement des spermatozoides 
peut se pr4senter surtout pour les patients 
souffrants d'azoospermie s6cr6toire, m~me 

apr6s des succ6s pr6c6dents. Cela est dfi aux 
effets secondaires du traumatisme chirurgical 
sur le fonctionnement testiculaire. En effet 
Schlegel et Su (1997) rapportent l'6chec du pr4- 
16vement des spermatozoides dans 75% des cas 
quand le second TESE fut effectu4 avant six 
mois et de 20% quand un second TESE fut 
effectu6 apr6s six mois. Ils ont rapport6 de 
m~me une atrophie et une d6vascularisation 
apr~s de multiples incisions en albugin4e. 

BUT DE L'ETUDE 

C'est d'4valuer la possibilit6 du succ4s ou de 
l'4chec d'une seconde proc4dure TESE en rela- 
tion avec l'Histopathologie testiculaire et l'in- 
tervalle de temps apr~s la premi6re proc6dure, 
pouvant ainsi d6terminer le temps appropri6 
pour r6p4ter la proc4dure TESE, si n4cessaire. 

PATIENTS ET METHODES 

34 patients  azoospermiques ~ la Clinique 
Internationale Adam, furent sujets ~ des TESE 
multiples apr6s 1-24 mois de la premi6re pro- 
c4dure. 27 patients souffraient d'une azoosper- 
mie s6cr6toire et 7 patients d'une azoospermie 
obstructive 

Ils furent class6s en trois groupes selon l'inter- 
valle de temps apr~s la premiere proc4dure 
TESE qui est ordinairement diagnostique : 

Groupe I : subirent TESE r6p6t4 -< 3 mois (9 
patients) 

Groupe II : subirent TESE r6p6t4 apr~s 3-8 
mois (6 patients) 

Groupe I I I :  subirent TESE r4p6t6 apr6s 8-24 
mois (19 patients) 

Lorsque 1 ou 2 biopsies 4taient suffisantes 
pour pr61ever des spermatozoide nous l'avons 
nomm6 un pr616vement facile. Avec plus que 
deux biopsies nous l'avons nomm6 un pr416ve- 
ment difficile. 

RESULTATS 

Tous ces sujets (34), avaient un pr616vement 
facile durant  la premiere proc6dure : apr6s une 
biopsie chez 27 d'entre eux et deux biopsies 
chez les 7 restants. 

Durant  un TESE r4p6t6, dans le groupe I, six 
patients eurent un pr41~vement facile, un 
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patient eut un pr616vement difficile et aucun 
spermatozoide ne put ~tre retir6 de deux 
patients malgr6 10 biopsies pr41ev6es des deux 
testicules. Dans le groupe II, 5 patients eurent 
un pr616vement de spermatozoides facile, un 
patient avec un pr616vement difficile (apr6s 6 
biopsies). Dans le groupe III, 10 patients 
eurent un pr616vement de spermatozoides 
facile, 8 patients eurent un pr41~vement diffi- 
cile et aucun spermatozoide ne put ~tre pr61e- 
v6 chez un patient apr~s 14 biopsies (Tableau 
1). 

Des spermatozoides furent pr41ev6s avec suc- 
c6s chez 77,77% des patients qui subirent des 
TESE r6p6t6s avant 3 mois et chez 96% chez 
ceux qui les subirent apr~s 3 mois (Tableau 2). 

Aucune difficult6 n'a 4t6 rencontr6e chez les 7 
patients obstructifs. Tous les  patients souf- 
frant de pr41~vements difficiles ou 4chou6s en 
second TESE, souffraient d'une azoospermie 
s6cr4toire. 

D I S C U S S I O N  

La biopsie testiculaire, pourtant une proc6dure 
facile, n'est pas d4pourvue de complications. 
L'h6matome r6siduel, les changements inflam- 
matoires ou la possibilit4 de 16sion vasculaire, 
peuvent nuire au niveau marginal de produc- 
tion de spermatozoides chez les patients souf- 

f rant  d'azoospermie s6cr4toire. Ainsi un 
second TESE pourrait ~tre difficile ou m6me 
impossible (Schlegel et Su, 1997). Cette pr6vi- 
sion triste doit 6tre anticip6e chez les patients 
d'azoospermie s6cr6toire qui subiront un TESE 
th6rapeutique pour I'ICSI. 

Nos r4sultats montrent qu'un intervalle de 3 
mois est suffisant pour consid6rer la r6p6tition 
de TESE avec succ4s de pr41~vement dans 96% 
des cas, malgr6 la possibilit6 de rencontrer une 
difficult4 ~ pr61ever des spermatozoides pour 
les patients d'azoospermie s6cr6toire. D'apr~s 
Schlegel et Shihua (1998), l 'usage de magnifi- 
cation optique pour 6viter les vaisseaux impor- 
tants  et pour choisir des tubules apparemment 
sains pour minimiser la perte de tissus, facili- 
teront le pr616vement de spermatozoides et 
porteront au minimum les complications chi- 
rurgicales. 

RECOMMANDATIONS 

Pour les patients d'azoospermie s6cr6toire qui 
subiront ICSI nous recommandons : 

1. Ne jamais effectuer un essai diagnostique de 
TESE. 

2. Tentative d'ICSI avec biopsie en premier lieu 
(c.a.d. avant la ponction ovocytaire). 

Tableau  1 : R d s u l t a t s  d'une seconde  p r o c d d u r e  de  TESE 

GROUPE FACILE DIFFICILE TESE TOTAL 
+ v e  + v e  - v e  

I (_<3 mois) 6 (66.66%) 1 (11.11%) 2 (22.22%) 9 (100%) 

II (3-8 mois) 5 (83.33%) 1 (16.66%) 6 (100%) 

III (> 8 mois) 10 (52.63%) 8 (42.1%) 1 (5.26%) 19 (100%) 

Tableau 2 : Donndes  d u  P r e m i e r  et  second  TESE avec  Hi s topa tho log i e  

G R O U P E  N O M B R E  
D E  
PATIENTS 
S 

I (<3 mois) 

II(3-8 mois) 

III(>8 mois) 

9 

6 

19 

TOTAL 34 

l e t  

T E S E  
+ v e  - v e  

9 

6 

19 

34 

% 2 e m e  
+ v e  T E S E  

+ v e  

100% 7 

100% 6 

100% 18 

100% 31 

ove  

2 

1 

TESE 
+ v e  % 

77.77% 

100% 

94,7% 

91.2% 

H i s t o p a t h o l o g i e  
F o n c t .  O b s t  

8 1 

4 2 

15 4 

27 7 
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3. Usage du microscope op6ratoire durant la 
proc6dure TESE. 

4. Cryo-pr6servation de tous spermatozoides 
testiculaires restants. 

5. Une dur6e de 3 mois semble 6tre bien suffi- 
sante pour consid6rer la r6p6tition d'un 
TESE. 
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INTRODUCTION 

L'ICSI apr6s pr616vement testiculaire de sper- 
matozoides (TESE) est devenu le protocole 
habituel pour le t rai tement des patients souf- 
frant d'une azoospermie s6cr~toire (Devroey et 
al., 1995). N6anmoins, le TESE peut ne pas 
r6ussir toujours chez ces patients comme ils ne 

poss6dent que des petits foyers de spermatoge- 
n6se desquels un nombre minuscule de sper- 
matozoides pourra ~tre pr41ev6 (Silber et al., 
1995). 

Comme les r6sultats de l'injection de sperma- 
tides rondes sont plut6t d6cevants (Amer et al, 
1997 ; Vanderzwalmen et al., 1997), tout effort 
doit ~tre men6 afin de pouvoir pr4dire, d6tecter 
et extraire un spermatozoide test iculaire 
viable. 

Ace jour, aucun consensus n'a 6t6 6tabli sur le 
nombre de biopsies n4cessaire pour un TESE 
r6ussi. Silber et al., (1997) proposent une biop- 
sie simple, tandis que Hauser et al. (1998) pro- 
posent 3 biopsies de chaque testicule pour 
accroitre le rendement du TESE. 

Par  ai]leurs, plusieurs 6tudes furent 6tablies 
pour d6terminer la valeur pr4vue des diff4- 
rents param~tres cliniques pr4dictifs de la 
r6ussite du TESE. Aucun param~tre pr6cis 
absolu ne fut d6termin6, cela comprend le volu- 
me testiculaire, le niveau de la F.S.H., et 
l'Histopathologie (Kahraman et al, 1996 et 
Tournaye et al, 1997). 

R6cemment Silber et Johnson (1989) ont 
d6montr6 que des spermatozoides peuvent 
~tre trouv4s chez tous les patients ayant  des 
spermatides rondes d6tectables en biopsie de 
testicules. I1 ne sera donc pas 6tonnant que la 
d6tection de spermatides rondes dans l'6jacula- 
tion puisse 6tre un param~tre de pr6diction 
pr4cis pour un TESE r6ussi. 

BUT DU TRAVAIL 

C'est de trouver le pourcentage d'incidence de 
TESE r6ussi pour les patients ayant une azoo- 
spermie s6cr6toire en relation avec diverses 
pathologies testiculaires. 

C'est aussi de comparer les r6sultats de TESE 
entre biopsies singuli6res ou multiples. 

C'est finalement d'6tablir la valeur de la colo- 
ration cytologique du liquide s6minal par la 
coloration de May-Grtinwald Giemsa (MGG) et 
d'6valuer les param6tres cliniques diff6rents, 
pour la pr6diction du succ6s de TESE. 

PATIENTS ET METttODES 

216 patients souffrant d'azoospermie s6cr6toi- 
re subissent une biopsie testiculaire bilat6rale 
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avec une simple pi6ce de chaque testicule, pour 
l'extraction de spermatozoides et l '6valuation 
histopathologique. 

100 patients subirent la mSme proc6dure mais 
avec biopsies testiculaires multiples de chaque 
testicule. Aucune biopsie suppl6mentaire ne 
fut effectu6e apr6s identification des spermato- 
zoides avec un maximum de 4 biopsies par tes- 
ticule. 2 pi~ces de chaque biopsie de testicules 
(p61e sup4rieur et inf6rieur) ont 4t6 examin6es 
en Histopathologie. La coloration MGG du 
liquide s6minal fut effectu6e pour 99 patients. 

Pour tousles  patients, la taille testiculaire fut 
mesur6e h l'aide de l'orchidom6tre de Seager et 
le niveau de la F.S.H. sanguine fut estim6. 

RESULTATS 

Selon les r6sultats  histopathologiques, tes 
patients furent class4s en 5 groupes : arrSt au 
stade de spermatide pr6coce, arr6t au stade de 
spermatocyte primaire, syndrome de cellules 
de Sertoli (S.C.O.), pathologie mixte et scl6rose 
tubulaire. 

Les spermatozoides furent pr61ev6s avec suc- 
c6s de 37.5% des patients subissant une biop- 
sie simple, et de 49% de ceux qui subirent des 
biopsies multiples. 

Pour chaque groupe histopathologique les 
biopsies multiples montr6rent un assez haut  
pourcentage de pr416vement de spermato- 
zoides h l'exception des cas avec syndrome 
S.C.O. complet ainsi que les cas de scl6rose 
tubulaire (Tableau 1). 

Par  coloration MGG, des spermatocytes pri- 
maires furent d6tect6s dans l'4jaculation de 
tousles  patients avec pr616vement de sperma- 
tozoides r6ussi (100%) et dans (50%) de TESE 
n6gatifs (Tableau 2). Des spermatides rondes 
furent d6tect6es dans l'4jaculation de 83.7% 
des patients avec pr616vement de spermato- 
zoides r4ussi et dans 22% de TESE n6gatifs 
(Tableau 3). 

Histopathologie testiculaire, volume testiculai- 
re et concentration s6rum F.S.H. 4taient des 
param6tres non pr4cis pour la pr6diction du 
succ6s du TESE pour les patients avec azoo- 
spermie s6cr4toire. 

DISCUSSION 

I1 a 6t6 r6cemment d6montr6 qu'un nombre 
minimal de spermatozoides en tubules s6mi- 
nif'eres doivent exister pour atteindre l'6jacu- 
lat. Ce seuil a 6t6 d6termin6 ~ 4-6 spermatides 
par tubules (Silber et al., 1997). Ainsi, en azoo- 
spermie s6cr4toire une spermatogen6se r6dui- 
te peut exister dans les testicules. MSme 
quand l 'Histopathologie test iculaire  ne 
d6couvre aucune spermatogen6se, il pourra se 
trouver quelque part un foyer dans le testicule 
o~ quelques spermatozoides sont produits et 
pourront 8tre utilis4s avec succ6s en ICSI 
(Tournaye et al., 1996). Ainsi, I'ICSI par TESE 
offre aux hommes azoospermiques la possibili- 
t6 d'engendrer mSme s'ils ne montrent pas de 
spermatogen6se normale. Tous les patients 
souffrant d'azoospermie sont pr6ts ~ explorer 
la possibilit4 de ce nouveau trai tement  avec 
leurs propres conditions (Tournaye et al., 
1997). 

Nos r4sultats montrent que les biopsies mul- 
tiples dans tous les  cas fonctionnels ~ l'excep- 
tion des cas avec syndrome S.C.O. complet 
ainsi que les cas de scl6rose tubulaire offrent 
les meilleurs moyens d'obtenir assez de sper- 
matozoides en azoospermie s6cr6toire. Quatre 
quadrants de biopsies sont le nombre maximal 
et suffisant pour d6celer une production focale 
de spermatozoides. A noter que cette att i tude 
risque la perte de tissus testiculaires et entrai- 
ne des 16sions vasculaires (Schlegel et 
Su, 1997). L'usage de microscope op6ratoire 
durant  le TESE pour s61ectionner les tubules 
sains r6duira le nombre de biopsies multiples 
(Schlegel et Shihua, 1998). 

Nos r4sultats montrent  aussi l 'absence de 
param6tres pr6dictifs absolument pr6cis pour 
les TESE r4ussis avec les patients souffrant 
d'azoospermie s6cr6toire alors que la d6tection 
de spermatides dans l'6jaculation avec colora- 
tion MGG recouvre la meilleure sensibilit6 et 
pr4cision. 

RECOMMANDATIONS 

a. En cas de manque de facilit6s op4ratoire, un 
maximum de 4 quadrants de biopsies testicu- 
laires est recommand6 si les pr61~vements suc- 
cessifs s'av6rent n6gatifs. 
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Tableau 1 : Pourcentage  de TESE posi t i fs  avec biopsies singuli~res et  mul t ip les  

Histopathologie 

Arr~t en spermatide 

Arr~t en spermatocyte primaire, 

Pathologie mixte 

Syndrome de S.C.O. 

Scl6rose tubulaire 

Total 

% TESE +ve 
(biopsies singuli~res) 

% 58.7 (17/29) 

% 27.8 (5/18) 

56.7 (34/60) % 

23.2 (19/82)% 

22.2 (6/27) % 

37.5 (81/216) % 

% TESE +ve 
(biopsies multiples) 

%85 (17/20) 

44.4 (4/9)% 

65.4 (17/26)% 

24.2 (7/29)% 

25 (4/16)% 

49 (49/100) % 

Tableau 2 : sensibi l i td  et spdeificitd des spermatocytes primaires ddceldes par  

coloration MGG 

TESE +ve -ve 

MGG. C1 

+ve 49 (100%) 25 (50%) 

-ve 25 (50%) 

Tableau 3 : sensibi l i td  et spdcificitd des spermat ides  rondes ddceldes p a r  

coloration MGG 

TESE +ve -ve 

MGG spermatides 

+ve 41 (83.7%) 11 (22%) 

-ve 8 (16.3%) 39 (78%) 

b. En  cas de synd rome  S.C.O. comple t  a insi  
que dans  les cas de scl6rose tubu la i r e  une  
seule biopsie est  suffisante.  

c. Si cet te  4 tude  est  confirm~e par  d ' au t res  
6quipes,  la d4tect ion de spe rma t ides  dans  l'6ja- 
cula t  offre u n  moyen  s imple et efficace qui 
devra  6tre effectu6 pour  tous  les pa t i en t s  azoo- 
spe rmiques  pour  pr6dire  l 'His topathologie  et  la 
pr4sence des spermatozoides  tes t icula i res  dans  
les cas s6cr6toires sans  avoir  recours  ~ une  
biopsie d iagnos t ique  pr6alable avec tous  ses 
dangers .  
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LA FI~CONDATION ASSISTEE AVEC 
SPERME, FRAIS OU CONGELE DANS 

LES AZOOSPERMIES EXCRI~TOIRES ST 
SI~CRI~TOIRES. 

FRIEDLER S ,  SOFFER Y1, RAZIEL A2, 
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KAUFMAN S1, KOMAROWSKI D2, 
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2. Unitd de FIV & 1Centre d'Infertilitd Masculine, 
Centre Mddical Assaf HarofG Zerifin, Facultd de 

Mddecine Sackler, Universitd de Tel Aviv. 

INTRODUCTION: Dans les azoospermies 
obstructives et s6cr4toires, la cryopr4servation 
des spermatozo/des pr41ev6s du testicule ou de 
l'6pididyme permet de r6p4ter les cycles de 
f4condation assist6e et d 'augmenter le taux 
cumul6 des grossesses sans pour autant  r4p6- 
ter le geste chirurgical. L'fige de la femme et la 
qualit4 de la r6ponse ovarienne sont impor- 
tants  sans aucun doute, mais les chances de 
grossesses ne d4pendent-elles pas aussi de 
l'6tiologie des azoospermies qui, dans une large 
mesure, d4termine l'origine testiculaire ou 4pi- 
didymaire des spermatozoides ? L'6tat du sper- 
me utilis4, frais ou cryo-pr4serv4, a-t-il lui- 
aussi quelque impact sur les r4sultats? Le but 
de ce travail est, dans une s4rie de cycles 
d'ICSI pratiqu4s pour azoospermie, d'analyser 
l'impact de tous ces facteurs sur le d6veloppe- 
ment des grossesses 4volutives. 

MATI~RIEL ET MI~THODES: Dans 124 
cycles de f4condation assist6e sous protocole 
long de suppression / stimulation, des pr616ve- 
ments chirurgicaux de spermatozoides ont 6t4 
pratiqu6s: aspiration percutan4e de l'6pididy- 
me dans les azoospermies obstructives et biop- 
sie testiculaire dans les azoospermies s6cr4- 
toires. Les spermatozoides surnum6raires ont 
6t6 cryo-pr6serv4s pour des cycles ult4rieurs. 
Les techniques des pr61gvements et de cong6- 
lat ion des spermatozoides sont d6taill6es 
ailleurs (Friedler Se t  al, Hum Reprod 12:1488- 
93, Friedler S e t  al, Fertil Steril 68:892-7). Les 
r6sultats des cycles d'ICSI ont 4t4 6tudi6s 
selon l'6tiologie obstructive ou s6cr41oire de 
l'azoospermie ainsi que selon r6tat  frais ou 
d6congel4 du sperme utilis6. 

RI~SULTATS: Les r4sultats de I'ICSI d4pen- 
dent en premier lieu de la r4ponse ovarienne 
(/~>9ovocytes) surtout dans les azoospermies 
s6cr4toires, et de l'fige la femme (<37 ans). Les 
r6sultats de la f6condation assist6e selon l'6tio- 
logie de razoospermie et l '6tat frais ou d6con- 
gel4 du sperme utilis6 sont r6sum6s dans le 
tableau ci-apr~s. 

CONCLUSION: La qualit6 de la r4ponse ova- 
rienne et par cons6quent l'fige de la femme 
sont bien entendu d6terminants pour l'6tablis- 
sement de grossesses 6volutives, surtout dans 
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Azoospermie Obstructive S4cr4toire 

Spermatozoides Frais D4congel4s p Frais D4congel4s p 

Nombre de cycles 29 37 34 24 

# d'ovocytes inject6s 266 363 314 227 

Taux de f6condations 51.5% 57.5% ns 51.5% 36.8% ns 

Taux de clivage 98% 83% ns 96% 85% ns 

Taux d'implantation 

Grossesses/Transferts 

Avortements pr6coces 

16/90 18% 14/107 T3 ns 9/106 8.5% 6/64 97 ns 

11/27 41% 14/30 47% ns 8/32 25% 6/21 28% ns 

3/11 2770- 1/14 7% <05 0/8 070 2/6 33% <05 

Grossesses 6volutives 8/27 30% 
Et accouch/Transferts 

13/30 43% ns 8/32 25% 4/21 19% ns 

les azoospermies s6cr6toires dans lesquels le 
nombre limit6 de spermatozoides de qualit6 
peut 6tre critique lorsqu'il y a 6galement peu 
d'ovocytes. N6anmoins, pris dans leur 
ensemble, les r6sultats de la f6condation assi 
st4e ne semblent pas diff6rents dans les deux 
types d'azoospermies. Dans les deux groupes, 
l'usage des spermatozoides d6congel6s accroit 
sensiblement le taux cumul6 des grossesses, 
sans modifier le taux d'implantation. 
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LA FECONDATION ASSISTEE AVEC 
SPERME IMMOBILE FRAIS OU 
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RON-EL R2-, 

1Centre d'infertilitd masculine, & 2Unitd de FIV, 
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Sackler, Universitd de Tel-Aviv, Israel 

INTRODUCTION: Les cas d'infertilit4 mas- 
culine avec immobilit6 "totale" du sperme, 
constituent m~me en f6condation assist6e, un 
enjeu difficile. Nous avons eu trois cas de ce 

genre avec anomalies du squelette flagellaire 
(absence des bras de dyn6ine en microscopie 
61ectronique). Apr6s 6jaculations r6p6t6es, on 
peut souvent d6couvrir dans ces cas, quelques 
spermatozoides mobiles. Un autre groupe de 
sperme immobile en f6condation assist4e est 
iatrog6ne, cons6cutif h la cryo-pr6servation de 
spermatozoides surnum6raires en toute quan- 
tit6 et de toute origine (fragments testicu- 
laires, aspirats 4pididymaires) pour 6viter des 
pr616vements chirurgicaux r6p6t6s de sperme. 
Apr6s d6cong61ation, on ne retrouve parfois 
que de rares spermatozoides mobiles et l'on est 
alors forc6 d'injecter des ovocytes avec du sper- 
me immobile. L'objet de ce travail est de juger 
de l'int6r6t de la micro-injection avec du sper- 
me immobile frais ou d6congel6. 

MATERIEL ET M]~THODES: Deux groupes 
ont 6t6 6tudi6s r6trospectivement. Le Groupe 1 
avec sperme frais immobile ~ 100%: dans ces 
trois cas, 3 cycles avec 6jaculat unique (1 par 
cas) sont compar6s aux 6 cycles ult6rieurs avec 
6jaculations r6p6t6es (2 ~ 4). Le Groupe 2 avec 
sperme d6congel6 immobile. Ces 9 cas incluent 
deux azoospermies obstructives (2 cycles sur 
35 avec sperme 6pididymaire et 7 azoosper- 
mies s6cr6toires (7 cycles sur 19 avec sperme 
testiculaire). Les ovocytes de la m~me cohorte, 
inject6s avec du sperme mobile, servent de 
contr61e. 

RESULTATS: Groupe 1: Dans les trois cycles 
d'ICSI utilisant l'6jaculation unique, un seul 
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ovocyte, sur les 39 inject6s, 6tait f6cond6 avec 
un clivage normal (3%). Par comparaison, dans 
les 6 cycles usant  le dernier des 6jaculats r6p6- 
t6s avec quelques spermatozo~des mobiles, 41 
ovocytes (48%) sur 85 6taient f6cond6s avec cli- 
vage dans 35 ceufs (41%, p < 0.001). Un trans- 
fert d'embryons a 6t6 fait dans tous ces cycles. 
Une grossesse g6mellaire en est r6sult6e 
menant  ~ la naissance de deux enfants bien 
portants, Groupe 2. Dans deux cycles, 18 ovo- 
cytes 6taient inject6s avec du sperme d6conge- 
16 6pididymaire. Sur 8 ovocytes recevant du 
sperme immobile un embryon a 6t6 observ6 
tandis que dans les autres ovocytes inject6s 
avec du sperme mobile, 4 embryons 6taient 
obtenus (diff6rence non significative). Des 
embryons ont 6t6 transf6r6s dans ces deux 
cycles sans donner de grossesse. Dans sept 
cycles, 114 ovocytes 6taient inject6s avec du 
sperme testiculaire d6congel6. Dans les 51 ovo- 
cytes recevant du sperme immobile, le taux de 
f6condation 6tait de 3 1 %  et celui du clivage, 
75% . Quant aux 63 ovocytes ayant re~u du 
sperme mobile, les taux respectifs de f6conda- 
tion et de clivage, 37% et 87%, n'6taient pas 
sensiblement diff6rents, Des transferts d'em- 
bryons ont 6t6 faits dans tous ces cycles, indis- 
t inctement de la mobilit6 du sperme inject6. 
Quatre grossesses furent enregistr6es, dont 
une seule avec un sperme totalement immobi- 
le, termin6e par un avortement. 

CONCLUSION: Dans les cas d'immobilit6 
totale du sperme, des 6jaculations r6p6t6es 
permettent souvent d'obtenir quelques sper- 
matozo~des de meilleurs viabilit6 et pouvoir 
f6condant et de pratiquer des micro-injec- 
tions,r6ussies. Quant  aux spermatozo~des 
d6congel6s immobiles, il semblerait que leur 
pouvoir f6condant en ICSI ne soit pas tr~s dif- 
f6rent de celui des spermes d6congel6s mobiles. 
La mise en 6vidence chez un couple d'un sper- 
me totalement immobile, frais ou d6congel6, ne 
devrait donc pas nous amener ~ renoncer ~ la 
micro-injection avec le sperme du mari. Dans 
un nombre non n6gligeable de cas, des gros- 
sesses sont 6t6 ainsi obtenues. 

QOO 

I~TUDE DE LA FSH PLASMATIQUE ET 
DU VOLUME TESTICU[J~RE COMME 

FACTEURS PRI~DICTIFS 
D'ALTI~RATION DE LA SPERMA- 

TOGI~NESE ET DE LA PRI~SENCE DE 
SPERMATOZOIDES DANS LE PAREN- 

CHYME T E S T I C ~ R E .  

A. BOUCHER, N. BERGER-DUTRIEUX M.C. 
PINATEL, A. CHARRII~, B. CLAUSTRAT, 

M. PUGEAT, H. LEJEUNE. 

Clinique Endocrinologique (MP, HL), Laboratoire 
d'Anatomie Pathologique (NBD), Laboratoire de 

M~decine Nucl~aire (AC), H6pital de l'Antiquaille ; 
Laboratoire de Biologie de la Reproduction (MCP), 
H6pital E. Herriot ; Centre de Mddecine Nucldaire 

(BC), H6pital Louis Pradel, Hospices Civils de 
Lyon ; Universitd Claude Bernard Lyon I (AB, 

NBD, MCP, AC, BC, MP) et INSERM-INRA U418 
(HL), H6pital Debrousse, Lyon. 

Le but de ce travail a 6t6 d'6tudier les relations 
entre les marqueurs cliniques et biologiques de 
la spermatogen~se et les donn6es anatomopa- 
thologiques dans une population de 37 
hommes infertiles ayant  eu une mesure du 
volume testiculaire, la d6termination de la 
concentration de FSH par deux m6thodes, un 
dosage radioimmunologique par comp6tition 
(RIA) et un dosage immunom6tr ique par  
couple d'anticorps monoclonaux et marqueur 
ch6moluminescent (ICMA) et une biopsie testi- 
culaire bilat6rale. 

Les r6sultats des dosages de FSH par les 2 
m6thodes corr~lent entre eux (r=0,96 p<0,001) 
mais donnent des valeurs absolues diff6rentes. 
Pour juger les possibilit6s d'interpr6tation des 
dosages de FSH ind6pendamment de la m6tho- 
de de dosage, nous avons constitu6 une popu- 
lation t6moin de 23 hommes ayant  un spermo- 
gramme normal et des spermatozoa'des f6con- 
dants. Les r6sultats des dosages de FSH des 
patients ont 6t6 exprim6s en nombre de lois 
l'6cart type (Z score) des r6sultats obtenus chez 
les t6moins. Dans ces conditions, les r6sultats 
ne sont pas diff6rents pour les 2 m6thodes de 
dosage (p>0,99). 

I1 existe une corr61ation significative entre le 
volume testiculaire, les dosages de FSH et les 
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crit~res anatomopathologiques suivants : 

1) % de tubes s4minif'eres pr6sentant  les 
aspects : normal, hypospermatog6n6se mod4- 
r6e, hypospermatog6n~se s6v6re, blocage de la 
spermatog6n6se, aplasie germinale, fibrohyali- 
nose, 

2) nombre moyen de spermatozoides par tube 
s6minif'ere et 

3) nombre moyen de spermatozoides par tubes 
contenant les spermatozoides. Volume testicu- 
laire et concentration plasmatique de FSH 
repr6sentent donc des marqueurs de la sper- 
matogen6se ~ l'6chelon de la population. 

Nous avons cherch6 ~ savoir s'ils repr6sen- 
taient aussi des crit6res pr6dictifs de la pr6- 
sence de spermatozoides dans le parenchyme 
testiculaire. Nous avons d6termin6 la sensibili- 
t6, la sp6cificit6, les valeurs pr4dictives posi- 
tives et n6gatives pour les diverses valeurs 
seuil possibles de FSH (RIA, ICMA ; UI/1 et Z 
score) et de volume testiculaire. Les courbes 
ROC (Receiver Operator Characteristic) ainsi 
6tablies montrent que FSH et volume testicu- 
laire ne permettent de pr6dire qu'imparfaite- 
ment la pr6sence ou l'absence de spermato- 
zoides dans les biopsies testiculaires. Cette dis- 
cordance entre les marqueurs de la spermato- 
gen6se et le nombre de spermatozoides visibles 
sur les biopsies testiculaires semble s'expli- 
quer par l'existence de troubles de la sperma- 
togen~se de m6canismes physiopathologiques 
diff6rents donnant lieu ~ des r6partitions cel- 
lulaires variables d'un sujet ~ l'autre. 

Ainsi le dosage de FSH et la mesure du volume 
testiculaire apparaissent  indicateurs d'une 
alt6ration de la spermatogen6se mais insuffi- 
sant pour pr6dire individuellement la pr6sence 
de spermatozoides dans le testicule. I1 est donc 
n6cessaire de r6aliser une biopsie testiculaire 
si l'on souhaite connaitre la pr6sence de sper- 
matozoides dans le testicule avant la mise en 
oeuvre d'une proc6dure de micro-injection de 
spermatozoides extraits du parenchyme testi- 
culaire. 

0 0 0  

OBTENTION D'UNE NAISSANCE PAR 
ICSI AVEC SPERMATOZOIDES CONGE- 
L]~S APRILS ELECTRO-I~JACULATION 

CHEZ UN PARAPLI~GIQUE 

M. AMER t, E.M. SOLIMAN t, G. ABDEL- 
MALAKo, B. ELHELWo, M. ELSADEK. t 

* Clinique Internationale Adam, 20 Rue Aden, 
Mohandessin, Le Caire, Egypte. 

~ Ddpartements d'Andrologie et Gyndcologie, 
Facultg de Mgdecine, Universitd du Caire, Le 

Caire, Egypte. 

o Ddpartement d'Insdmination Artificielle, et de 
Transfert d'Embryon, Institut de Recherches de 

Reproduction Animale, Guiza, Egypte. 

INTRODUCTION 

L'incidence de la 14sion de la moelle @pini6re 
fut rapport6e 6tant approximativement 10,000 
patients/an aux Etats Unis, et plusieurs mul- 
tiples ~ travers le monde (Stover et Fine, 
1986). La majorit6 des patients de 16sion de 
moelle 6pini6re appartiennent au groupe d'~ge 
de procr6ation. 

La subfertilit4 due ~ l'an6jaculation est un pro- 
bl6me chez 90% de ces patients (Bennett et al., 
1988). L'am61ioration de la m6decine de r4ha- 
bilitation a men6 ~ l'ind6peridance et l'int4gra- 
tion de ces patients dans la soci6t6, avec des 
mariages 4tablis et le d6sir d'avoir des enfants. 
Depuis l'introduction de l'416ctro-6jaculation 
humaine en 1980, il y a eu un grand taux de 
succ6s de pr61~vement de sperme chez des 
hommes dont l'an6jaculation est due ~ une 
moelle 6pini6re 16s6e, ~ des maladies telles que 
le diab6te, ~ la dissection retrop4riton6ale du 
r6seau lymphatique ou ~ des conditions psy- 
chologiques. Les taux du succ6s rapport6s du 
pr616vement de sperme par sondage 616ctro- 
6jaculation rectale sont de 70-90% (Buch et 
Zorn, 1993 ; Chung et al., 1996). 

Ce cas pr6sente un couple avec une infertilit6 
primaire due ~ une an6jaculation apr6s une 
16sion de la moelle 6pini6re qui fut trait6e avec 
succ6s dans notre Centre avec 616ctro-4jacula- 
tion en combinaison avec une injection intracy- 
to-plasmique de spermatozoides (ICSI) d6con- 
gel6s. 
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RAPPORT DU CAS 

Un homme de trente trois ans consulta notre 
Centre en novembre 1995. Ace temps il souf- 
frait d'an6jaculation apr~s une 16sion ~ la 
moelle 6pini~re au T9. Le patient s'inqui6tait 
de sa fertilit6 virtuelle, il comptait se marier. 

Un sondage rectal d'616ctro-6jaculation fut 
effectu6 en m6thode habituelle uti l isant l'ap- 
pareil Seager Model 14, 616ctro-6jaculation 
(Halstead et al. ,1987) sous anesth6sie g6n6ra- 
le. L'urine fut alcalinis6e par 48 heures de r6gi- 
me pr6op6ratoire de 650 mg de bicarbonate de 
sodium avant l'616ctro-6jaculation. La vessie 
fut d'abord vid6e par cathet6risation et lav6e 
avec Earle tampon6 au HEPES. Le sp6cimen 
antegrade d'6jaculation fut obtenu avec l'assis- 
tance d'une traite manuelle intermittente de l' 
ur~tre. L'6jaculation r6trograde fut pr61ev6e 
par cathet6risation de la vessie ~ la fin de la 
stimulation. L'6jaculation dans ses portions 
antegrade et r6trograde fut analys6e selon les 
crit~res de l 'Organisation Mondiale de la Sant6 
(1992). Le sp6cimen antegrade 6tait de 1 ml en 
volume avec une concentration de 3.3 x 106 
spermatozo~de /ml, 15% mobilit6 totale dont 
5% de grade A et 70% de formes anormales. Le 
sp6cimen r6trograde contenait des spermato- 
zo~des immobiles. Comme les param~tres 
spermatiques 6talent faibles, le patient fut 
consult6 vis ~ vis I'ICSI avec 61ectro-6jacula- 
tion fraiche ou cryo-d6gel6e apr~s le mariage. 
Ainsi le sp6cimen antegrade fut cryo-pr6serv6 
avec glyc6rol, jaune d'ceuf, un milieu citrate 
tampon6 de citrate et de glycine (Behrman et 
Ackerman, 1996) ut i l isant  une cong61ation 
informatis6e (Nicool LM 10, Air liquide, 
France). 

En 1997, le patient se maria et se pr6senta 
avec son 6pouse pour une ICSI. Son 6pouse 
avait 30 ans avec un cycle menstruel normal. 
Son examen clinique et son profil hormonal 
6taient normaux. L'induction d'ovulation fut 
effectu6e ~ l'aide du protocole court, uti l isant 
buserelin (Superfact) atomiseur nasal et hMG 
(Humegon), la ponction ovarienne fut effectu6e 
36 heures apr~s l 'administration de 10,000 IU 
d'hCG (Pregnyl). En novembre, 1997 apr~s 
avoir effectu6 la ponction ovarienne l'616ctro- 
6jaculation fut r6alis6e. Mais, comme on ne 
trouva que des spermatozoi'des immobiles dans 

l'6jaculation ant6grade et r6trograde, onze 
oocytes pr61ev6s furent inject6s avec des sper- 
matozoi'des d6gel6s 616ctro-6jacul6s. Seuls 
trois des onze oocytes furent f6cond6s (27%). 
Trois embryons de 4 cellules furent transf6r6s. 
Le s6rum B-HCG 6tait positif 12 jours apr~s le 
transfert  de l'embryon. Une ultrasonographie 
pr6matur6e ~ 6 semaines d'~ge gestationel 
d6voila deux sacs intra-ut6rins gestationels, 
dont un seul pr6senta une activit6 fcetale de 
cceur ~ une gestation de 9 semaines. 

Une fille en bonne sant6 naquit  en juillet 1998, 
pesant 2850 gm. 

DISCUSSION 

Bien que l'616ctro-6jaculation soit une m6thode 
r6ussie pour le pr61~vement de spermatozo~de 
des hommes an6jaculateurs, et allege le risque 
possible de l'obstruction iatrog6nique avec la 
r6p6tition d'invasion microchirurgicale d'aspi- 
ration de canaux d6f6rents (Vanderschueren et 
al. , 1989). Le spermatozoide 616cro-6jacul6 
montre ordinairement des degr6s importants 
d'asth6nozoospermie, t6ratozoospermie et de 
baisse du pouvoir f6condant (Denil et al. 
1992). Ces anomalies sont d6montr6es claire- 
ment par un taux bas de grossesse, uti l isant 
l ' insemination intraut6rine ou dans la f6conda- 
tion in vitro (Chung et a l . ,  1995). 

La combinaison de rusage d'61ectro-6jaculation 
et ICSI afin de r6soudre les probl~mes de pr6- 
l~vement de spermatozo~des et de baisse du 
pouvoir f6condant r6sult~rent en un succ~s de 
grossesse pour les patients avec une moelle 
6pini~re 16s6e ou une an6jaculation idiopa- 
thique (Hultling et al. , 1997 ; Kiekens et al. , 
1996 ; Chung et al. ,  1998 et Vanderschueren et 
al., 1998). Cependant, selon notre exp6rience, 
plusieurs pat ients  61ectro-6jaculateurs 
n'6taient pas appropri6s m~me pour I'ICSI 
cause des spermatozoi'des immobiles ou d'une 
azoospermie (Amer et al., 1996). Dans une 
telle si tuation r ICSI  avec spermatozoides 
d6f6rentiels (Chen et al., 1998) sera pr6f6rable 

une ICSI avec pr61~vements 6pididymaires 
ou testiculaires, dfi ~ leur nature invasive. 
Une grossesse achev6e par ICSI uti l isant la 
cryo-pr6servation de spermatozo~des d6f6ren- 
tiels et 6pididymaires d'un homme ayant  une 
moelle 6pinibre les6e apr~s l'6chec d'une 61ec- 
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tro-6jaculation dfi ~ des spermatozoides non 
mobiles est r6cemment rapport6e par Chen et 
al (1989). 

Dans ce rapport de cas, un sondage 616ctif rec- 
tal 414ctro-6jaculatoire fut effectu6 pour 
consulter un patient non marl6 concernant sa 
fertilit4 virtuelle et le taux du succ6s avec les 
techniques de procr6ation m6dicalement assis- 
t6e, selon les param6tres des spermatozo~des 
pr61ev6s. Comme le patient refusait toute pro- 
c4dure chirurgicale pour le pr416vement de 
spermatozoides, le sperme 616ctro-4jacul6 fut 
cryo-pr6serv6 apr6s l'accord du patient pour 
examiner son usage en ICSI apr6s le mariage 
en cas d'4chec d'414ctro-6jaculation. 

Seuls trois des onze oocytes furent f6cond4s 
(27%). La raison de ce taux bas de f4condation 
est que seuls 5 spermatozo~des mobiles furent 
trouv4s apr~s des recherches extensives. 

La grossesse r6ussie achev6e par Chen et al. 
(1998), et notre rapport de la premi6re nais- 
sance r4sultant de ICSI ~ l'aide de spermato- 
zoides d4gel6s apr~s deux ans de cryo-pr6ser- 
vation d'un patient souffrant d'une moelle 6pi- 
ni6re les4e m6ritent u.ne attention particuli6re, 
parce que l'usage d'616ctro-6jaculation cryo- 
pr6serv6e avec ICSI, quelle que soit la qualit6 
des spermatozoides, pourra r6duire la n6cessi- 
t6 et le risque de participation physique des 
hommes an6jaculateurs dans des futures 
cycles d'ICSI. 
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ABSENCE DE GROSSESSE APRES 
INJECTION INTRACYTOPLASMIQUE 
DE SPERMATOZO~DES DECAPITES 

J. SAIAS, C. GUILLEMAIN, G. MERCIER, 
M.R. GUICHAOUA 

H6pital de la Conception, Marseille 

Le syndrome des spermatozo~des d~capit~s est 
rare dans l'esp~ce humaine, 9 cas seulement 
ont ~t~ d~crits jusqu'~ present. Ce syndrome 
d'origine g~n~tique se manifeste par une infer- 
tilit~ li~e ~ une fragilit~ extreme du collet des 
spermatozo'ides. L'analyse directe du sperme 
en microscopie optique montre la presence de 
tr~s nombreux flagelles isol~s, normalement 
mobiles et un nombre beaucoup moins impor- 
tant  de t~tes isol~es ou de spermatozoides com- 
plets, 12 ~ 19 millions dans notre observation. 
Chez ce patient, le spermocytogramme montre 
un taux ~lev~ de t~ratospermie (84 ~ 99%) avec 
une nette predominance de t~tes isol~es et 
d'angulations. L'analyse ultrastructurale des 
spermatozo~des confirme ces observations: pre- 
sence de tr~s nombreuses coupes de flagelles 
tandis que les coupes de la t~te sont peu nom- 
breuses. Les rares spermatozoa'des complets 
observes en microscopie ~lectronique pr~sen- 
tent  une angulation. Mais ranomalie ultra- 
structurale la plus ~vidente est l'absence de 
fossette d'implantation et de plaque basale ; le 
centriole, apparemment normal, est toujours 
situ~ ~ distance de la t~te dans les spermato- 
zo'ides complets ; il se d~tache avec le flagelle 
quand il y a cassure du collet. 

Lorsque ce couple est venu consulter dans 
notre laboratoire, il avait d~j~ subi une FIV, 3 
SUZI et une ISCI mais aucune grossesse 
n'~tait survenue. Dans notre laboratoire, 3 
ICSI ont ~t~ r~alis~es. La stimulation a ~t~ 
faite par ENANTONE (3,75mg) et METRODI- 
NE (48 ampoules) ; apr~s 12 jours de stimula- 
tion, le d~clenchement de l'ovulation 6tait r~a- 
lis~ par HCG (ORGANON) et le recueil des 
ovocytes ~tait fait 36 heures apr~s l'injection 
d'HCG. Les spermatozo~des ~taient s~par~s du 
liquide s~minal par minipercoll dans du B2. En 
raison de la grande fragilit~ des spermato- 
zo~des, 5 ovocytes sur 20 ont ~t~ injectSs avec 
des spermatozoa'des dont la t~te et le flagelle 

~taient s~par~s par cassure spontan~e dans la 
pipette de microinjection. Un total de 16 
embryons ont ~t~ obtenus pour les 3 ICSI, 10 
ont ~t~ transforms et 6 congel~s au stade de 7-8 
cellules ~ 72 heures. Ils ont ensuite ~t~ d~con- 
gelds et transforms apr~s 2 cycles de stimula- 
tion ovarienne. Malgr~ un taux de clivage nor- 
mal (75%), le taux d'HCG plasmatique a ~t~ 
n~gatif apr~s chacun des transferts embryon- 
naires. 

La pathog~nie de ce syndrome n'est pas encore 
tr~s claire mais il est probable que la derni~re 
~tape de la migration centriolaire soit d~fec- 
tueuse et que le centriole proximal ne soit pas 
capable d'induire le d6veloppement de la fos- 
sette d'implantation et de la plaque basale, soit 
par anomalie fonctionnelle, soit par intercala- 
tion de v~sicules golgiennes entre la r~gion 
centriolaire et le p61e caudal de noyau. Lors de 
la f~condation, le centrosome paternel forme le 
spermaster et des relations ~troites entre cette 
structure et le pronucl~us mille sont indispen- 
sables. Dans le syndrome des spermatozo~des 
d~capit~s, rabsence de relation directe entre le 
spermaster et le pronucl~us m~le serait res- 
ponsable de la formation d'un fuseau d6fec- 
tueux et de la sSgr~gation anormale des chro- 
mosomes lors des premieres divisions de seg- 
mentat ion ; l 'embryon n 'a t te indrai t  pas le 
stade blastocyste. Cependant une cause mater- 
nelle de l 'absence d ' implantat ion chez ce 
couple ne peut ~tre ~cart~e. 

Ce couple ne d~sirant pas renoncer ~ son d~sir 
d'enfant, nous leur avons propos~ une nouvelle 
ICSI suivie d'une culture d'embryon. Seules 
des observations identiques, permettrons de 
mieux appr~cier le retentissement embryon- 
naire de cette anomalie. 

S E X O L O G I E  ] 1 

LES TESTS DE FERTILITE CHEZ 
L'HOMME BLESSE MEDULLAIRE 

K.CHARVIER*, A.LERICHE A, 
F.COURTOIS** 
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D Y S F O N C T I O N  E R E C T I L E  : EVALUA-  
T I O N  D E  LA P R I S E  E N  C H A R G E  D'INS-  
P I R A T I O N  S E X O L O G I Q U E  E N  C O N S U L -  

TATION.  

Les tests de fertilit6 r6alis6s chez l'homme 
bless6 m4dullaire peuvent lui permettre de 
vivre une r4ponse sexuelle compl6te. Ces tests 
peuvent ~tre int6gr6s h u n  programme de 
r~6ducation sexologique globale afin de per- 
mettre au patient de vivre une r6ponse sexuel- 
le compl6te. 

La capacit6 4jaculatoire de 62 sujets (16sion 
situ4e entre C4 et $3) a 4t6 test4e en laboratoi- 
re, en r4ponse (1) h une stimulation naturelle, 
stimulation g6nitale et/ou psychog~ne et en cas 
d'6chec (2) h une stimulation par vibromassa- 
ge, parfois pr6c6d6e d'une prise orale de 
MIDODRINE (GUTRON 8) a doses progres- 
sives et en dernier recours, (3) une 61ectrosti- 
mulation endo-rectale, parfois pr6c6d6e d'une 
prise orale de MIDODRINE. 

Sur 254 tests r6alis6s, toutes 16sions confon- 
dues, un taux de r4ussite de 81% a 4t6 obtenu 
avec, selon le mode de stimulation, 30 % de 
r6ussite par stimulation naturelle, 67 % par 
vibromassage et 3 % par 61ectrostimulation 
endo-rectale. 

Selon le niveau de la 16sion, 92 % des tests 
positifs sont obtenus chez les sujets dont la 
16sion est situ6e au-dessus de l 'innervation 
dorso-lombaire par vibromassage, alors que 83 
% de tests positifs sont obtenus chez les sujets 
dont les 16sions sont situ6es au-dessous de Fin- 
nervation dorso-lombaire par st imulat ion 
naturelle, principalement psychog6ne. 

Ces r6sultats sont conformes h nos 6tudes pr6- 
cddentes (Courtois et al. , 1993), et r6pondent 
au mod61e neurophysiologique. 

Ils sont par ailleurs similaires h ceux obtenus 
par d'autres auteurs (Dhalbert et a1.1995) qui 
ont par contre utilis6 une plus forte proportion 
de tests d'61ectrostimulation endorectale. Ces 
r6sultats sont discut6s en terme de prise en 
charge sexologique du patient bless6 m6dullai- 
re, dans un programme de r66ducation globale. 

COURTOIS F. et al. , 1996, Paraplegia 31, 771-784 

DHALBERG et al., Human reproduction, 1995, 19, 2305- 
2307 

J.B COLOMB, J.M.RIGOT, P.VALTILLE, 
E.TIBERGHIEN, E.MAZEMAN 

Service D'Urologie, C.H.R.U. L ILLE .  

I N T R O D U C T I O N  : A l'heure du Sild6nafil se 
pose la question d'une prise en charge globale 
de la dysfonction 6rectile. Les auteurs ont 
voulu 6valuer l'effet d'une prise en charge 
d'inspiration sexologique chez des patients 
n'ayant eu aucun traitement. 

M A T E R I E L  E T  M E T H O D E  : 163 patients 
ont 6t6 pris en charge par le m~me urologue 
entre 1989 et 1992. L'fige moyen 6tait de 48 
ans (21-73). Le d41ai entre la survenue des 
troubles et la premi6re consultation 6tait de 29 
mois (3-135). 33% d'entre eux n'avaient pas 
d'ant6c4dents contre 67% un facteur organique 
reconnu. 82% des.patients n 'avaient  plus 
aucun rapport sexuel. Un programme asso- 
ciant une consultation tousles trois mois et un 
trai tement non sp6cifique de la dysfonction 
6rectile (alphabloquant, androg6noth4rapie) a 
6t6 suivi pendant un an. L'efficacit6 de ce pro- 
gramme a 6t6 jug6 sur la reprise des rapports 
sexuels avec p6n6tration, l'4chec sur la deman- 
de d'un autre type de pris en charge (vacuum, 
injection intracaverneuse, proth~se). 

R E S U L T A T S  : 40 patients (24,5%) sont per- 
dus de vue h 3 mois, et 6 (3,6%) entre le troi- 
si6me et le douzi6me mois. 

42 patients (25,8%) reprennent une activit6 
sexuelle satisfaisante h 3 mois, et 69 (42,3%) 
6 mois. Ces r4sultats sont stables h 12 mois. 

48 patients (30%) souhaitent une autre prise 
en charge. 

C O N C L U S I O N  : Une prise en charge d'inspi- 
ration sexologique en consultation permet une 
am61ioration de 56% des patients qui ont suivi 
ce programme. Ces r6sultats incitent h la 
r6flexion sur la place des traitements sp4ci- 
fiques comme le Sildenafil. Ne faut-il pas 
r6server ce traitement aux patients s61ection- 
ner pour un v6ritable b6n6fice h long terme. 
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EXPRESSION GENIQUE DES ISO- 
FORMES DE RECEPTEURS al-  

ADRENERGIQUES DANS LES CORPS 
CAVERNEUX HUMAINS 
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*H6pital Henri Gabrielle Saint-Genis Laval, ** 
Laboratoires Ddbat Groupe Fournier, Garches. 

Les r~cepteurs al-adr~nergiques jouent un 
r61e primordial dans la physiologie de l'~rec- 
tion. R~cemment, ces r~cepteurs ont ~t~ clas- 
ses en sous-types ayant  des caract6ristiques 
pharmacologiques distinctes ( a l a ,  a - lb  et 
a-ld) et les g~nes ont 6t~ identifi~s chez l'hom- 
me. Une meilleure connaissance des isoformes 
impliqu~es dans la r~ponse ~rectile devrait 
permettre une gestion pharmacologique plus 
appropri~e du trai tement  de l'impuissance. 

Toutefois, les techniques classiques de radio- 
liaison permettant  de quantifier ces diff~rentes 
isoformes n~cessitent une quantit~ importante 
de materiel biologique et sont donc difficile- 
ment transposables h rhomme. Dans cette 
~tude, notre but a ~t~ d'~valuer la distribution 
en isoformes de r~cepteurs al-adr~nergiques 
par une approche indirecte en analysant  l'ex- 
pression des diff~rents g~nes codant pour ces 
r~cepteurs dans les corps caverneux humains 
l'aide de la technique de RT-PCR. Cette ~tude 
a ~t~ conduite sur des preparations distinctes 
d'ARN r~alis~es ~ part ir  de biopsies de corps 
caverneux issues de 14 patients neurologique- 
ment normaux, non ob~ses et non diab~tiques. 
Nos r~sultats montrent que les trois isoformes 
a la ,  Cr et a-ld sont exprim~es dans ce tissu 
avec une pr6dominance tr~s nette de l'isoforme 
ala .  L'analyse densitom~trique des produits 
d'amplification indique que les signaux c~-lb et 
a-ld repr~sentent respectivement 58.3_+8.0% et 
51.8_+5.8% (moyenne_+SD, P<0.0001) de la 
valeur obtenue pour le signal ala .  

En conclusion, nos r~sultats montrent que 
l'isoforme r est exprim~e 
majori ta i rement  dans les corps caverneux 
humains, et que mieux connaltre les caract~- 

ristiques biochimiques et fonctionnelles de 
cette isoforme devrait conduire au d~veloppe- 
ment d'antagonistes plus sp~cifiques pour le 
t rai tement  de l'impuissance. 

0 0 t l  
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INTRODUCTION 

Un homme sur deux de plus de 50 ans pr~sen- 
te des l~sions histologiques de l'ad~nome pros- 
tatique. Dans le service, la pathologie prosta- 
tique repr~sente de notre activit~ op~ratoire. 
Deux techniques sont utilis~es : la r~section 
transur~trale (RTU) et l'ad~nom~ctomie par 
voie haute (AVH). Notre travail consiste ~ ~va- 
luer le retentissement de cette chirurgie sur la 
vie sexuelle de nos patients. 

MATERIEL ET METHODES 

De 1992 ~ 1996 , 530 patients ont 6t~ operas 
pour ad6nome de la prostate avec une moyen- 
ne d'fige de 69 ans. Le r~sultat de l'activit~ 
sexuelle ~ ~t~ d~termin~ au moyens de trois 
crit~res : Questionnaire lors de la consultation, 
patients sexuellement actifs avant  l'acte op~- 
ratoire et les patients non tar~s. 

RESULTATS 

La d~t~rioration de la fonction sexuelle chez 
nos patients repr~sente en moyenne 65% ( 63% 
dans .la RTUP et 67% dans I'AVH). Les 
plaintes invoqu~es par les patients sont. : 
Dys~rection (79%), Baisse de la libido (33%) , 
Troubles de l'orgasme (28%). 

CONCLUSION 

Si 85% des patients ont un confort mictionnel 
apr~s l'acte chirurgical, 65% se plaignent de 
leur vie sexuelle. D'apr~s notre 6tude on op~re 
de plus en plus des hommes jeunes d~sireux de 
poursuivre leur activit~ sexuelle et qui posent 
probl~mes de choix th~rapeutiques. 
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H I S T O I R E  D E  L ' A N D R O L O G I E  

LES METHODES CONTRACEPTIVES 
DES GRECS ANCIENS 

G. ANDROUTSOS 

1, rue Ipirou, 10433 Ath~nes, Grace 

Ceux qui t rouvaient  1' abst inence difficile 
pratiquer, mais  qui t ena ien t  n6anmoins ~ res- 
t re indre  leur  f6condit6, devaient  avoir recours 

d' autres m6thodes. Le coit in ter rompu 4tait 
, et demeure,  parmi les formes les plus simples 
de contraception, mais il n'y est fait que rare- 
men t  allusion. Platon l '6voquait quand il d6cla- 
rait  "qu'on ne je t te  pas la semence parmi les 
rocs et les cailloux off elle ne prendra  jamais  
racine". Selon H6rodote ,  " Pissistrate ne vou- 
lait pas qu' il lui naqui t  des enfants  de sa nou- 
velle 6pouse et n 'avait  avec elle qu' un com- 
merce contre nature". Archiloque de Paros ( 
VIIe s. av.J.C.) se refert au coit in ter rompu 
quand il d6crit sa relation avec la soeur cadet- 
te de sa fianc6e : "... Je  laissai aller ma force, 
effieurant tout jus te  son duvet  fauve". Si le coit 
i n t e r rompu  6tait  dans  le monde  ant ique,  
comme il devait  l' 6tre dans l' Europe du XIXe 
s. , la principale forme de contraception, il est 
possible qu'on n'y ait fait que ra rement  allu- 
sion parce que n i l e  besoin ni l'occasion ne se 
faisaient sentir  de le d6crire ou s implement  de 
l' 6voquer. 

I1 se peut  aussi que le coit in ter rompu - parce 
qu' il exigeait de sacrifier un  plaisir auquel  peu 
d' hommes  4taient  pr~ts h renoncer  - n' 6tait 
pas couramment  pratiqu6. Mais 6tant  donn6e 
l' 4tendue des connaissances des grecs 6rudits 
sur le processus de procr6ation, il est difficile 
de croire qu' ils ignoraient  l' efficacit6 de cette 
m6thode. On trouve aussi dans les anciens 
textes m6dicaux la description des mouve- 
ments  corporels pr6cis, pendan t  et jus te  apr6s 
le coit susceptibles d' inhiber  la f6condation. La 

p6n6tration non vaginale ne donnerai t  4vide- 
men t  pas lieu h la procr6ation. Les rapports 
anaux  dans les re la t ions  h6t4rosexuelles 
6taient monnaie  courante et l 'art grec d6pei- 
gnait  souvent des sodomies h6t6rosexuelles. 
On se demande  6galement  si les h6taires et les 
prostitu4es n' employaient  pas les rapports 
anaux comme m6thode de contraception. A 
signaler que n i l e  Coran ni le Talmud n'inter- 
disent  les rapports anaux avec son 6pouse. Si 
le re t ra i t  est class6 comme forme "masculine" 
de contraception, on peut  consid6rer comme 
des formes " f6minines" 1' emploi des pessaires 
obst ructeurs ,  de t ampons  et de potions. 
Puisque l' a l la i tement  arr6te l 'ovulation, la 
faqon la plus "naturelle" pour 6viter une gros- 
sesse 6tait de prolonger 1' a l la i tement  du pre- 
mier  enfant.  Les Grecs croyaient qu'un certain 
nombre de potions ~ base d'herbes avaient  un 
effet contraceptif. Dioscoride ( le  s. av. J.C.) 
6num6re de nombreuses  recettes de breuvages 
contenant  des 616ments st6rilisants comme 1' 
6corce d' aub6pine, les feuilles de lierre, de 
saule et de peuplier. Les baies de geni6vre pla- 
c6es sur le p6nis ou dans la vulve produisaient,  
affirmait-on , une st6rilit6 temporaire.  Des 
potions vena ien t  renforcer  les diverses  
m6thodes de contracept ion m6canique 
Dioscoride conseil lai t  d 'oindre les organes 
g6nitaux avec de la gomme de c6dre et d' appli- 
quer de l' a lun sur l'ut6rus. I1 ment ionnai t  6ga- 
lement  un  suppositoire h la men the  poivr6e et 
au miel avant  le coit et un  pessaire poivr6 
uti l iser apr6s le coit. 

Ces suppositoires 6taient  efficaces dans la 
mesure  off ils dess6chaient  l' ut6rus. I1 y a 
aussi r6f6rences ~ des tampons de miel, de 
gomme, d'acacia et de crottin de crocodile. Si 
t o u s l e s  moyens 6chouaient, on pouvait  avoir 
recours h la magie sympathique sous fo rmed '  
amulet tes  et de ta l i smans protecteurs. Une 
amule t te  h base de racines d' asperge provo- 
quait  la st4rilit6. Les d6coctions ~ base de 
rognons de mulets  et d 'urine d 'eunuques ren- 
daient  l 'homme impuissant .  

0 0 0  
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LE STATUT SOCIAL DES HERMAPHRO- 
DITES AU COURS DES SIECLES 

G. ANDROUTSOS 

1, rue Ip irou,  10433 Ath~nes  , Grace 

Les androgynes connurent diverses fortunes 
au cours des si6cles. La plupart des peuples 
anciens supprimaient les enfants dont le sexe 
6tait incertain. 

Les Grecs voulaient sauvegarder les canons 
physiques de leur race, les Romains y voyaient 
de mauvais augures et les Egyptiens des nais- 
sances contre nature. Bien que Tire-Live rap- 
porte le cas d'androgynes pr6cipit6s dans le 
Tibre, les Romains, vers le d4but de l'6re chr4- 
tienne, cess6rent de pers6cuter les herma- 
phrodites. Arriva le temps o~ tout le monde 
antique se mit h les regarder comme des jeux 
amusants de la nature. Pline 6crivit : " I1 nait 
des enfants ayant 1' un et 1' autre sexe, appel6s 
hermaphrodites et tenus pour des prodiges. Ils 
sont aujourd'hui consid4r6s comme des curiosi- 
t6s" Pline, comme St Augustin plus tard, en 
fera m~me un peuple particulier habitant une 
contr6e africaine. Pour certains, cependant, 
l 'hermaphrodite 6tait consid6r4 comme l'~tre 
parfait par excellence. Partant  du principe que 
la volupt6 supreme exige l'accord parfait des 
deux sexes, les tenants de cette philosophie 
estimaient que le surhomme 6tait celui, qui 
r6unissait sur la personne unique les deux 
sexes. On peut remarquer d' ailleurs le grand 
nombre d'hermaphrodites figurant dans l'art 
antique. Conception scabreuse qui servit 
excuser toutes les aberrations des amours 
contre la nature. C'est en vertu de cette th6orie 
que 1' empereur H61iogabale s'adonna ~ la 
p6d6rastie, pr6tendant r6aliser la perfection 
corporelle de l'6tre double. Par la suite on se 
servit des hermarphrodites pour depeindre des 
moeurs en t ra inant  des amours dissolues. 
Ainsi, sous le r6gne d'Henri III, circula un 
pamphlet intitul6 : "I1 est des hermaphrodites 
nouvellement d~couverts avec les moeurs, les 
coutumes et ordonnances des habitants d'ici". 
R6cit qu in '  6tait que la satire de la cour de ce 
souverain qui fut appel6 " un roi femme ou 

l 'homme reine". Pendant  tout le Moyen Age, 
les hermaphrodites furent livr4s ~ l'Inquisition 
et execut4s. Un cas exemplaire est celui d' 
Antide Collas. Accus6e en 1559 d' ~tre herma- 
phrodite et emprisonn4e, elle fut livr6e aux 
m6decins qui d6clar6rent que cette conforma- 
tion anormale 4tait le r6sultat d' un commerce 
avec le Diable. La malheureuse avoua et ffit 
brul6e vive sur la place publique. Au XVIIe 
si6cle on d4couvrit h Rome un "nid d'herma- 
phrodites" qui se livraient h la prostitution. Ils 
furent d4f4r6s au tribunal d'Inquisition qui les 
condamna 6galement au bficher. Pour 6viter 
pareille m4saventure h leurs enfants herma- 
phrodites, ou pseudo-hermaphrodites, on vit 
beaucoup de parents les faire entrer au cou- 
vent. La capacit6 qu'on attribuait aux herma- 
phrodites de se reproduire seuls apparait dans 
maints r4cits tout au long du Moyen Age. 
Encore en 1676, Poigne racontait que"  tousles  
Australiens ont les deux sexes et s'il arrive 
qu'un enfant naisse avec un seul, ils 1' 6touf- 
fent comme monstre". 

C'est seulement au XVIIe si4cle que l'on com- 
menqa ~ 6tudier ce genre de malformation. 
Mais pour les m4decins l'origine en restait 
inconnue. Si on brfila plus syst6matiquement 
les androgynes, on 6tablit tout de m~me une 
16gislation complexe leur imposant,  entre  
autres, de choisir un sexe une fois pour toutes 
et qu'une fois celui-ci 6tabli, tout 6cart auquel 
la nature pouvait les pousser serait s6v6re- 
ment puni et serait susceptible d'entrainer la 
peine de mort en cas de r6cidive. A partir du 
XVIIIe si6cle on vera les androgynes connaitre 
des fortunes diverses suivant qu'ils 6taient 
nobles ou de modeste extraction. Un si6cle 
auparavant, Montaigne nous avait entretenus 
d'un hermaphrodite qui mari6 comme femme 
fut pendu "parce que il avait fait mauvais 
usage de ses organes". Pourtant h cette 6poque 
certains hermaphrodites ne seront pas inqui6- 
t6s le moins du monde et on les verra pendant 
toute leur existence se rapprocher des moeurs 
de leur sexe dominant. Le XIXe si6cle verra 
naitre les premi6res constatations scienti- 
fiques valables. 

0 Q 0  
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ANTOINE VAN LEEUWENHOEK 
(1632-1723) 

ET LA DECOUVERTE DU 
SPERMATOZOIDE 
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Leeuwenhoek naquit et mourut h Delft, en 
Hollande. A 16 ans il fut envoy4 h Amsterdam 
comme apprenti dans un magasin de tissus. A 
21 ans, il ouvrit h Delft, un magasin de tissus 
dans lequel il exer~a sa profession de mar- 
chand pendant soixante-dix ans. En 1660, il 
accepta un poste de concierge du si6ge des 
honorables magistrats de Delft. I1 garda ce 
poste pendant 39 ann6es. On ne sait ni com- 
ment ni pourquoi Leeuwenhoek 4prouva une si 
grande curiosit6 pour les lentilles; il commen~a 
non seulementt h les collectionner et/~ s'en ser- 
vir mais encore/t en fabriquer. I1 fut probable- 
ment guid6 dans son passe temps par un arti- 
san opticien d'une boutique voisine. Les pre- 
mi6res experiences de Leeuwenhoek datent de 
1668, puisque dans une lettre qu'il adressa 
Henry Oldenburg (1615 - 1677), premier secr6- 
taire de la Royal Society de Londres, le 7 sep- 
tembre 1674, il informait qu'il avait commen- 
c6 celles-ci six ans auparavant. Leeuwenhoek 
ne construisit n i n e  se servit d'un vrai micro- 
scope; il se limitait h fabriquer des loupes, tra- 
vaill4es h froid et qu'il pla~ait entre deux sup- 
ports m6talliques h la hauteur d'un petit trou 
travers lequel il observait l' objet a l'6tude.Les 
lentilles de Leeuwenhoek furent 16gu6es ~ la 
Royal Society de Londres. I1 semble impos- 
sible qu'avec un instrument aussi simple et 
rudimentaire, Leeuwenhoek ait pu faire des 
observations si remarquables; mais c' 6tait un 
homme curieux, patient, dou6 d'un esprit d'ob- 
servation exceptionnel et tr6s subtil qui le 
poussait h faire des recherches au microscope, 
sur tout ce qui lui tombait sous la main. En 
1674, il vit pour la premi6re fois h l'aide de son 
"microscope", des animalcules tr6s petits 
dans l'eau pr41ev6e dans un lac. L' oeuvre mai- 
tresse de Leeuwenhoek sur les micro-orga- 
nismes est repr6sent4e par la lettre que celui- 
ci adressa au secr6taire de la Royal Society , 
Oldenburg, le 9 octobre 1676. Dans cette lettre 

il d4crivit plusieurs micro-organismes vivants 
et mobiles. Le premier organisme, aper~u dans 
l'eau de la pluie, 6tait une Vorticella . Puis, 
Leeuwenhoek 4tudia les infusions de poivre et 
il observa diverses sortes d'animalcules. La 
description qu'il donnait de ces animalcules 
6tait toujours du m~me genre: quelques mots 
sur la forme, la dimension et le mouvement. 
En r4alit4 tout ce que Leewenhoek proposait 
n' 4tait pas un nouveaut4, 4tant donn6 que les 
animalcules microscopiques avaient d4jh 4t4 
vus h Rome par Kircher. Leeuwenhoek ne s' 
6tait jamais int4ress6 au travail de Kircher et 
I1 n'avait pas assez de culture pour tirer de ses 
propres recherches des conclusions: il a 4t4 
simplement un observateur. Lorsqu' il entre- 
prit de chercher des animalcules dans les 
mati~res humaines il ne pensa pas que les 
~tres qu'il d6couvrait pouvaient avoir une 
importance dans l' 4tiologie des maladies. En 
ce qui concerne les spermatozo/des tout a com- 
menc6 en 1677 quand Louis de Ham, 6tudiant 

Leyde, d6couvrit dans le sperme qu'il soumit 
1' examen microscopique, une innombrable 

quantit6 de petits poissons. Le sperme a 4t6 
montr6 h Leeuwenhoek, qui, la m~me ann4e, 
6crivit un m6moire pour la Royal Society de 
Londres. I1 les d6crivit comme de miniscules 
t4tards en les appelant "spermatici vermiculi" 
( vermicules spermatiques). Plus tard, il trou- 
va des inimalcules identiques dans le sperme 
d' autres mammif'eres. Peut ~tre les spermato- 
zoides avaient ils 6t6 aper~us quelques ann4es 
auparavant  par Nicolas Harso~ker (1656- 
1725) mais leur d4couverte n' avait pas 4t4 ren- 
due publique. Et c'est Johan Hann qui , 
quelques mois plus tard, observa les premiers 
spermatozo/des humains dans le sperme d'un 
malade atteint de gonorrh6e. 
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Duplay naquit ~ Paris le 10 septembre 1836. 
Son p~re fut un grand m6decin des h6pitaux de 
Paris. Les 6tapes de sa carri6re sont les sui- 
vantes : -1865 : docteur laur6at de la facult6, 
prix Barbier -1866:agr6g6 de chirurgie -1867: 
chirurgien des h6pitaux - 1872:charg6 du 
cours de clinique chirurgicale-1872-80: il fait 
des conf6rences dans les services chirurgicaux 
que dirige (Lourcine, St Antoine, St Louis , 
Lariboisi6re, Beaujon, la Charit6) -1880:pro- 
fesseur de pathologie externe -1883-84: il se 
fait suppl4er par Tillaux -1884-90: professeur 
d'op6rations et d'appareils - 1890: professeur 
de clinique chirurgicale ~t Necker et puis h la 
Charit6 - 1893: professeur de clinique chirurgi- 
ca leh  l'H6tel - Dieu - 1904: professeur et chi- 
rurgien honoraire. Duplay fut, entre autres, 
membre de 1' Acad6mie de m6decine (1879) , 
officier de la L6gion d'honneur (1887), laur6at 
de l 'Institut (prix Montyon, 1889). Ses princi- 
paux ouvrages sont: -Th6se de doctorat: " les 
collections s4reuses et hydatiques du pli de l'ai- 
ne"(1865) - Th6se d' agr6gation: " De la hernie 
ombilicale" (1866) - "Trait6 616mentaire de 
pathologie externe" (1889) - "Technique des 
principaux moyens de diagnostic et de traite- 
ment des maladies des oreilles et des fosses 
nasales"(1889) - "Les Tumeurs" (1903) 
"Manuel de diagnostic chirurgical" (1903) - " 
Trait6 de chirurgie" (1890-92). De tous temps 
la cure de l' hypospadias fut l'objet de tenta- 
tives de la part des th6rapeutes. Jusqu'en 1861 
ces essais demeur6rent bien incomplets. A 
cette 6poque parut le m6moire de Bouisson 
(1813-1884). Le professeur de Montpellier eut 
le grand m6rite de mettre la question h l'ordre 
du jour. Le m6moire de Bouisson, qui reste un 
des meilleurs ouvrages 4crits sur la question, 
eut pour r6sultat d' attirer l 'attention sur ce 
vice de constitution. A partir de cette 6poque 
tousles  trait6s classiques consacraient ~ l'hy- 
pospadias un chapitre. En 1874, Duplay r6gla 
d4finitivement le probl6me op6ratoire de la 
reconstitution de l'ur6tre par autoplastie. Le 
proc6d6 h lambeaux adoss6s fut d6crit en 1874 
par Duplay pour le trai tement des hypospa- 
dias. Ce proc6d6 est applicable h toutes les 
pertes de substances de l'ur~tre ant~rieur, quel 
que soient leur si6ge, leur nature et leurs 
dimensions. On peut r6parer grglce h lui, aussi 
bien la petite fistule de l'ur6tre p4nien qu'un 

hypospadias p6rin6al. Le principe de la m6tho- 
de consiste : a) A r6server sur la ligne m6diane 
une certaine largeur de peau destin6e h se 
modeler sur une sonde et h former par granu- 
lation le n6o-ur6tre.- b) A relever lat4ralement 
deux lambeaux tr6s longs, tr6s larges, tr6s 
6pais, donc bien vascularis6s.- c) A r6aliser cet 
adossement avec un mat6riel de suture consti- 
tu6 par des cylindres de plomb. Ce mode de 
suture a l 'avantage de prot6ger le segment ur6- 
tral reconstitu6 contre les ph6nom6nes conges- 
tifs et les tiraillements dfis aux 6rections. Le 
seul accident possible est que la suture l~che 
en totalit6 ou en partie, et laisse une fistule. 
Tardivement on peut avoir une poche de pseu- 
do-ur6troc61e o~ stagne 1' urine apr6s miction 
et la formation de calculs autour d'un poil. 
Depuis 1874 1' op6ration de Duplay ouvrit des 
nouvelles perspectives dans le trai tement chi- 
rurgicale de l'hypospadias. Cependant, comme 
Duplay semblait le pr6voir, sa m6thode n' 6tait 
pas absolument parfaite : "L'op6ration que 
nous proposons n'est pas une op6ration, mais 
bien une v6ritable m6thode th4rapeutique 
dont le succ6s est pour ainsi dire assur6, pour- 
vu qu'on y mette du temps et de la patience". 
En 1880 Duplay modifia son proc6d6 qui apr6s 
avoir 6t6 utilis6 pendant pr6s de 75 ans sans 
modification, fut perfectionn6 en 1949 par 
Denis - Brown et Leveuf. 
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