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SYMPOSIUM SERONO 

St6ri l i t6 M a s c u l i n e  et  t roubles  de la Mobi l i t4  : 
F a c t e u r s  6 t io log iques  et  t ra i t ements .  

30-31 Janvier 1998 - Paris. 

(Revue par R.MIEUSSET) 

Les objectifs de ce symposium 6taient de faire 
l '6tat des r6cents progr6s r6alis6s lors de 
troubles majeurs de la mobilit6 des spermato- 
zoides, y compris l'akin6tospermie, dans les 
domaines physiopathologique et th6rapeu- 
tique. 

La premi6re session trai tai t  de 
I'ETIOLOGIE DU SPERMATOZOI'DE 

IMMOBILE. 

J.L. Gatti (France) a fait le point sur les 
m6canismes  et la r4gulat ion de la mobili- 
t4 des spermatozo ides ,  pr6cisant entre 
autre la pr6sence d'une Heat shock protein 
(HSP70) au niveau de l'axon6me, l'existence 
d'un complexe r4gulateur de la dyn6ine. La 
kin6sine joue un r61e important dans la rota- 
tion des deux microtubules centraux. Plus de 
200 prot6ines sont impliqu6es dans la mobilit6 
flagellaire, mais une mutation portant sur une 
seule prot6ine peut affecter la mobilitY. 

J.G. Alvarez (USA) a trait6 ensuite la strat4- 
gie m6tabo l ique  du s p e r m a t o z o i d e  
humain  et son impact  sur la mobilit4. Le 
cycle de Krebs est utilis6 par le spermatozoide 
6pididymaire, il y a passage d'un m6tabolisme 
oxydatif  ~ glycolytique apr6s 6jaculation. 
D'autres sources d'ATP sont utilis6es par le 
spermatozo/de. Les mitochondries sont locali- 
s6es ~ la pi6ce interm6diaire avec n6cessit6 
d'une diffusion de I'ATP ~ l'axon6me. La stra- 
t6gie d6velopp6e par le spermatozoide pour 
maintenir  sa mobilit6 est de maximiser la pro- 
duction d'ATP par diff6rents processus. 

C. Gagnon (Canada) a ensuite abord6 les fac- 

teurs  extr ins~ques  affectant la mobilit4 
des spermatozoides ,  incluant les facteurs 
immunologiques, avec les anticorps anti-sper- 
matozoides et les cytokines, puis les facteurs 
cellulaires: les bact6ries, dont celles capables 
de se lier aux spermatozo/des; les leucocytes et 
leur produit de s6cr6tion, les d4riv6s libres 
oxydatifs (DLO). En conclusion, si les cyto- 
kines ont un effet marginal, les bact6ries peu- 
vent alt6rer la mobilit6; le principal DLO est le 
peroxyde d'hydrog6ne (H202); l'effet des leuco- 
cytes sur la mobilit6 se fait par l 'interm6diaire 
des DLO contre lesquels le plasma s6minal 
pourrait agir. L'effet direct des leucocytes sur 
la mobilit6 reste d6battu. 

Les relations entre calc ium intracel lulaire  
et mobilit4 des spermatozoides  ont 6t6 
abord6es par H. Breitbart (Israel). Prenant  en 
compte le r61e de la membrane (avec ses 
canaux calcium), la production d'ATP par gly- 
colyse ou respiration mitochondriale, diff6- 
rents mod61es exp6rimentaux semblent indi- 
quer que le calcium intracellulaire est diminu6 
par la calcium-ATPase de la membrane, par 
les mitochondries, par  les 6changes 
sodium/calcium. L'hypoth6se de l'acrosome 
comme lieu de stockage du calcium est 6vo- 
qu6e. 

J. Cummins (Australie) a fait ensuite une 
approche originale des aspects  g4n4tiques 
de ral t6rat ion de la mobilit4 des sperma- 
tozoides,  partant  d'une amphimixie vieille de 
trois millions d'ann6es, passant par les strat6- 
gies reproductives des m~les de diff4rentes 
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esp6ces, 6voquant la comp6tition entre les 
spermes, rappelant que les humains se signa- 
lent par une faible comp4tition spermatique et 
une st6rilit6 programm6e (m4nopause), ques- 
t ionnant les raisons qui contribuent au succ6s 
reproducteur des hommes (agression, domi- 
nance, ...) pour terminer en disant que les 
humains ne sont pas une esp6ce f6conde, et 
que l 'asth4nozoospermie pourrait  ~tre une 
maladie, avoir des causes g6n6tiques ou n'6tre 
que l'un des aspects d'un organisme subfertile. 

L'4tiologie de la n4crozoospermie  a 6t6 
trait6e par P. Lecomte (France). Sa fr6quence 
est estim6e entre 0,2 et 0,5% des patients, bien 
qu'elle ne soit pas syst6matiquement 6valu6e. 
Deux m6canismes sont envisag6s, la n6crose et 
l'apoptose. Les causes possibles rel6vent des 
anomalies de l'6pididyme entre autres. 

La deuxi6me session 6tait d6volue aux 
POSSIBILITES THERAPEUTIQUES. 

P.Jouannet (France) a d6velopp6 l '4valuation 
c l inique de la dyskin4sie  flagellaire, prin- 
cipalement r6v616e par un mouvement flagel- 
laire anormal. Le diagnostic repose sur le TPC 
n6gatif, l 'absence de p6n6tration dans le 
mucus, une faible v61ocit6 des spermatozoides, 
des mouvements anormaux dans le mucus. La 
num6ration de spermatozoides est normale, 
quelques spermatozoides pouvant avoir une 
mobilit6 normale. Le diagnostic est confirm6 
par microscopie 61ectronique. I1 existe plu- 
sieurs types possibles de dyskin6sies flagellai- 
re. Les r6sultats montrent un plus fort taux de 
succ6s par ICSI que par SUZI. 

R. Mieusset (France) a r6sum6 les diffgrentes 
a p p r o c h e s  t h 4 r a p e u t i q u e s  in-vivo des  
troubles  de la mobilit4. Les traitements uti- 
lis6s sont 6voqu6s : les th6rapies comporte- 
mentales incluant soit une augmentation de la 
fr6quence 6jaculatoire, soit une 6jaculation 
r6p6t4e ~ de courts intervalles, semblent avoir 
un effet b6n6fique. Les antibiotiques sont inef- 
ficaces sur la mobilit6; mais associ6s g une th6- 
rapie comportementale en cas de leucospermie 
sans bact6riospermie, ils sembleraient r6duire 
la r6currence de la leucospermie. Un traite- 
ment par FSH semble sans effet positif. Enfin, 
en ce qui concerne les anti-oxydants, les r6sul- 

tats sont variables selon les 6tudes, mais un 
effet positif ne peut ~tre actuellement exclu. 

S. Hamamah (France) a revu les m4thodes  
sp4cif iques et non  sp6cif iques de traite- 
ment  in-vitro. Partant  du fait qu' -un sper- 
matozoide propre avec une bonne motilit6 est 
n6cessaire au succ6s de I'ICSI,, les causes de 
fausses asth6nozoospermies sont rappel6es, 
ainsi que les diff6rentes techniques de s6para- 
tion du sperme. L'importance d'une d4finition 
pr6cise des milieux utilis4s, ainsi que des effets 
des additifs est soulign6e, sachant que quel 
que soit le trai tement utilis6, il ne doit induire 
aucune perte suppl6mentaire de mobilit6. La 
conclusion est que ,d'ICSI n'a pas toutes les 
r6ponses, la mobilit6 des spermatozoides doit 
aussi ~tre am61ior6e,~. 

La troisi6me session a abord6 I 'ICSI P O U R  
INDICATION D'IMMOBILITE D E S  

S P E R M A T O Z O I D E S  . 

J. Cohen (USA) charg6 d'aborder l'identifica- 
t ion des spermatozoides  vivants  a essen- 
tiellement trait6 les probl6mes de perte de 
spermatozoides vivants lors des diff6rentes 
6tapes menant du pr616vement h la cong61a- 
tion/d6cong61ation pour utilisation ult6rieure. 
D6monstration anim6e d'une technique de 
cryoconservation d'un seul spermatozoide dans 
une zone pellucide vide, avec un taux de r6cu- 
p6ration expdrimentale de 50 h 93%. Un pro- 
bl6me pos6 est l'adh6rence des spermatozoYdes 
humains g la zone pellucide vide humaine. Le 
recours h une zone pellucide d'une esp6ce ani- 
male, si elle ne pose plus de probl6me d'adh6- 
rence des spermatozoides, soul6ve des ques- 
tions qui rentrent  dans le champ de la s6curit6 
biologique. 

St. Green (RU) a ensuite rapport6 les diff4- 
rentes  proc4dures  uti l is4es pour injecter 
des spermatozoides  immobiles  : s41ection, 
mil ieu de culture,  casse du flagelle. Apr6s 
avoir envisag6 les diff6rentes sources des sper- 
matozoides et les diff6rents stades de mobilit6, 
un consensus apparait  sur le fait que l'immobi- 
lisation du spermatozoide est un b6n6fice pour 
r6aliser I'ICSI. Les techniques de transfert  du 
spermatozoide immobile au moyen de sys- 
t6mes soit a6rien (air) soit hydraulique (huile) 

434 



sont 6voqu6s, en insistant sur l'importance de 
la viscosit6 et la toxicit6 potentielle de ces 
milieux. 

R. Ron-E1 (Israel) a trait6 le probl6me de la 
capacit4 f4condante  de spermatozoides  
d4congel4s immobiles.  Consid6rant unique- 
ment les spermatozoides obtenus ~ partir  de 
pr616vements testiculaires pour azoospermie, 
et dans le cas off aucun spermatozoide mobile 
n'a 6t6 retrouv6 apr6s exploration intensive du 
sperme, un taux de f6condance de 37% versus 
31% a 6t6 obtenu pour les spermatozo'des 
d6congel6s mobiles versus immobiles. Mais 
aucune grossesse viable n'a 6t6 obtenue avec 
les spermatozoides d6congel6s immobiles. Le 
diagnostic diff6rentiel entre spermatozoides 
vivants et morts, semble avoir 6t6 fait sur des 
crit6res morphologiques. 

H. Tournaye (Belgique) a rapport6 les aspects  
c l iniques  de rICSI avec spermatozoides  
immobiles.  Les cas d'ICSI r6alis6s avec 100% 
de spermatozo~des immobiles sont rares, moins 
de 1% de tous les  ICSI. Ils sont associ6s ~ un 
6chec de f6condation. Des tests diagnostiques 
plus pr6cis sont n6cessaires. Si les spermato- 
zoides sont morts ou ~Meux-, des alt6rations 
du g6nome sont ~ prendre en compte. 
L'utilisation du test hyperosmotique pourrait 
avoir un int6r~t pour le diagnostic de vitalit6. 
Si les spermatozoides sont morts, il faudrait 
r6aliser un pr616vement testiculaire. 

La quatri6me session 6tait consacr6e aux 
SPERMATOZOIDES TESTICULAIRES : 

ASPECTS  PHYSIOLOGIQUES E T  
PATHOLOGIQ UES. 

C. Mauduit (France) a revu les facteurs  de 
croissance dans le d4veloppement  et la 
fonct ion du testicule.  Apr6s avoir mis en 
place le testicule foetal et adulte, les facteurs 
endocrines et locaux de la spermatogen6se, le 
r61e des diff6rents facteurs de croissance (TGF 
b6ta, IGFS, NGF, SCF) dans ces processus est 
d6taill6. En conclusion, le syst6me endocrine 
est le syst6me r6gulateur principal de la sper- 
matogen6se mais il n'est pas le seul: les fac- 
teurs de croissance ont un r61e important, en 
ajustant  l'action du syst6me endocrine. 

A. Ogura (Japon) a rapport6 les m4canismes  
mol4culaires  de la f4condat ion dans le cas 
de ce l lu les  s p e r m a t i q u e s  immatures .  
Utilisant diff6rents mod61es animaux, et apr6s 
avoir 6voqu6 les probl6mes de recueil et d'iden- 
tification (morphologique ou chromosomique), 
les techniques de micro injections (61ectrofu- 
sion, ICSI), d'activation ovocytaire et de cong6- 
lation des cellules, il est rapport4 que les cel- 
lules spermatog6niques immatures peuvent 
~tre facilement congel6es et que l 'utilisation de 
ces cellules a permis l'obtention de petits nor- 
maux. 

L.D. Russel (USA) a d6velopp6 la notion 
d'apoptose test iculaire.  L'apoptose est pro- 
bablement un des m6canismes principaux de 
r6gulation de la spermatogen6se. De nom- 
breuses 6tudes de l'apoptose testiculaire ont 
6t6 r6alis6es chez l 'animal; le diagnostic 
d'apoptose pose toutefois probl6me selon que la 
d4finition utilis6e est morphologique, biochi- 
mique ou physiologique. Une des hypoth6ses 
envisag4e est que l'apoptose surviendrait pour 
r6guler le nombre de cellules que la cellule de 
Sertoli peut assumer. Une question suppl6- 
mentaire est soulev6e par le fair que l'apoptose 
est le propre d'une cellule alors que les cellules 
germinales existent sous forme de clones. 

D. de Rooij (Pays Bas) a trait6 de l 'expression 
des g~nes impliqu4s dans la r4gulat ion de 
l 'apoptose dans le testicule.  Le mod61e uti- 
lis6 est l'induction d'une apoptose apr6s irra- 
diation (4Gy). Le facteur de transcription p53 a 
un r61e important, ~ la fois apr6s l'infection ou 
l'alt6ration de I'ADN, mais aussi dans l'initia- 
tion de l'apoptose, l'arr~t du cycle cellulaire et 
la r6paration de I'ADN. Mais d'autres facteurs 
sont impliqu6s comme TGF b6ta l  et les 
familles bC1-2 et Fas. 

La session cinq 6tait d4volue au RECUEIL 
D E  SPERMATOZOI'DES POUR ICSI. 

G. Tritto (France) a d6velopp6 l'int4rC~t des 
micro capteurs  pour  le recuei l  de sperma- 
tozoides  test iculaires  en vue d'ICSI. Apr6s 
avoir pr6sent4 un mod61e multifractal du testi- 
cule humain, et rappel6 l'apport de l'explora- 
tion testiculaire par 6chographie et Doppler, 
l'int6r~t de l 'utilisation de micro capteurs ther- 
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miques, vasculaires, de pression, d'oxyg6na- 
tion a 6t6 montr6 dans le cas de chirurgie par 
varicoc61e. Cette approche permettrai t  une 
meilleure s61ection du lieu de pr616vement tes- 
ticulaire en cas d'azoospermie. Ces micro cap- 
teurs vont ~tre complexifi6s et miniaturis6s 
dans les prochaines ann6es. Leur utilisation 
permettra un acc6s unique h la micro physiolo- 
gie testiculaire. 

S. Silber (USA) a r6sum6 les m~thodes, 
modalit4s et sites id4aux pour le recueil 
de spermatozoides testiculaires, en trai- 
tant  essentiellement le probl6me des azoosper- 
mies non obstructives. Reprenant ces travaux 
ant6rieurs, il a rappel6 qu'un nombre minimal 
(6) de spermatides par coupe de tubule s6mini- 
f'ere, 6tait n6cessaire pour obtenir une ,~oligo- 
spermie~,. En cas d'azoospermie non obstructi- 
ve, quelques endroits du testicule sont suscep- 
tibles d'avoir des spermatozoides. Les anoma- 
lies du chromosome Y (microd616tions) sont 
envisag6es. 

P.N. Schlegel (USA) a ensuite abord6 les 
risques potentiels des ponctions testicu- 
laires multiples. L'ex6r6se de tissu testiculai- 
re entraine une inflammation et une perte de 
t issu testiculaire. Ceci se t radui t  par des 
16sions hypo6chog6niques (6chographie) dans 
29% des cas de biopsies (7% pour les percuta- 
n6es); ces effets sont transitoires (6 mois envi- 
ron). En ce qui concerne la production d'andro- 
g6nes, chez une courte s6rie de patients (20), il 
n'y a pas de modification significative du taux 
de testost6rone s6rique, mais une tendance 
notable ~ la diminution. Enfin, une d6vascula- 
risation du tissu peut survenir et les plages 
biopsi6es sont le lieu de cicatrices ult6rieures. 
I1 propose une approche se l imitant h biopsier 
des tubules s6minif'eres dans des r6gions avas- 
culaires du tissu testiculaire. 

V. lizard (France) a rapport6 la place de la 
cytologie per op4ratoire de la population 
germinale dans la strat4gie du recueil de 
spermatozoides testiculaires. Diff-Quick 
fournit une pr6paration permanente qui per- 
met une coloration rapide en per-op6ratoire 
des 616ments cellulaires testiculaires recueillis 
par une empreinte. Cette coloration rend pos- 
sible une identification simple et fiable des dif- 
f6rents 616ments cellulaires (histopathologie) 

et permet de pr6ciser le lieu de pr616vement du 
tissu testiculaire. 

La sixi6me session 6tait consacr6e fi la 
QUALITE DU CONCEPTUS OBTENU 

PAR ICSI A PARTIR DE 
SPERMATOZOiDES TESTICULAIRES. 

F. Shenfield (RU) a trait6 des probl~mes 
4thiques de la conception assist4e. Rappel 
de l'article 21 : prohibition de tout gain finan- 
cier : ,~aucune partie du corps humain ne peut 
faire l'objet d'une vente (incluant les ovocytes 
et les spermatozoides)~. Probl6mes soulev6s 
par la r6duction embryonnaire, le fantasme de 
l 'enfant parfait, la r6ification de l 'enfant 
venir. Dans le domaine de l'eug6nisme sont 
6voqu6s la destruction des embryons humains 
~,mal faits,~, la s61ection du sexe pour des rai- 
sons non m6dicales. Enfin, un suivi non intru- 
sif des enfants n6s par ICSI serait souhaitable. 
~,On se perd sur l a m e r  des probl6mes 
6thiques~. 

P.H.Vogt (Allemagne) a pr6sent6 les aspects 
g4n4tiques de la st4rilit4 masculine. Le 
syndrome de Kartagener (1/80 000 individus) 
comprend situ inversus, bronchectasies, sinu- 
site chronique et spermatozoides immobiles 
(absence de bras de dyn6ine dans les structure 
ciliaires) et peut ~tre induit par des mutations 
dans de multiples g6nes. En ce qui concerne le 
chromosome Y, un facteur azoospermique 
(AZF) a 6t6 retrouv6 sur 3 r6gions diff6rentes. 

A. Hazout (France) a revu la qualit4 du 
conceptus obtenu par ICSI fi partir de 
spermatozoides testiculaires. I1 rapporte 
entre autres une absence de diff6rence de qua- 
lit6 du conceptus entre sperme frais et congel6. 
I1 montre dans une s6rie propre portant sur 15 
grossesses obtenues par ICSI avec sperme tes- 
ticulaire (azoospermie s6cr6toire) 4 naissances 
avec malformations. 

M. Bonduelle (Belgique) aborde les probl~me 
g4n4tiques et I 'ICSI. 1987 enfants n6s par 
ICSI (6tude belge) selon un protocole 6tabli, de 
1991 ~ 1997 (sources du spermatozo~de utilis6 
variables). Les principaux r6sultats sont les 
suivants : 21 mort-n6s (1%) ce qui repr6sente 
deux fois le taux attendu; anomalies des chro- 
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mosomes  sexuels observ6es chez 4,8% des gar- 
9ons et  1,5% des filles. Les anomal ies  autoso- 
miques  sont  li6es h l'fige mate rne l .  Le t aux  de 
ma l fo rma t ion  est  de 2 ,3%.  Les ma l fo rma t ions  
les p lus  f r6quentes  sont  celles du  syst~me ner-  
veux cent ra l  et  des syst~mes urog6ni taux .  

Enfin,  R. E d w a r d s  (RU) a t e rmin6  ce sympo- 
s ium par  une  synth~se  br i l lan te  des tech- 
niques de reproduction assist6e 20 ans 
apr~s, en p a r t a n t  du  dogme de la capaci ta t ion  
en  1956, en p a r l a n t  ensu i t e  de Louise Brown,  
pour  reveni r  ~ l ' inferti l i t6 mascu l ine  (~41 fau t  
m a i n t e n a n t  se t ou rne r  vers  l 'andrologie,)  avec 
les microd616tions et  puis  le centriole,  l 'oeuf  
qui tourne ,  le spermatozo~de qui devien t  ror-  
g a n i s a t e u r  de roeuf.. . .  

ENDROCRINOLOGIE 

A propos  du r61e des  es trog~nes  dans  
le tractus  g6nital  m~le  

A role for  es t rogens  in the male  repro-  
duc t i ve  sys tem 

R.A HESS, D.BUNICK, K.H.LEE, J.BAHR, 
J.A.TAYLOR, K.S.KORACH, D.B.LUBAHN. 

Nature, 1997, Vol 390, 509-512. 

Les estrog~nes sont depuis longtemps consid6r6s 
comme des hormones sexuelles typiquement  
femelles alors que la testost6rone, chef de file des 
androg~nes, est l 'apanage du male; cependant ces 
hormones sexuelles sont pr6sentes dans les 2 sexes. 
En cons6quence les differences entre mille et femel- 
le sont d'ordre quantitatif (et li6es ~ l'expression 
des r6cepteurs sp6cifiques) plut6t que qualitatif. 
Chez le mille, l'estradiol est pr6sent en quantit6 
faible dans le sang alors que dans le fluide du rete 
testis la concentration d'E2 atteint 250 pg/ml. 

Dans cette 6tude les auteurs ont d6montr6 sans 
6quivoque que les estrog~nes exer~aient un r61e 
important dans la r6gion de la t~te 6pididymaire en 
favorisant la r6absorption du fluide entourant les 
spermatozo~des. Des souris males d6ficientes en 
r6cepteur de type a (ERa) pour les estrog~nes 
(ERKO), sont st6riles. Les testicules se d6veloppent 
normalement jusqu'~ la pubert6 avec une sperma- 
togen~se efficace, puis une d6g6n6rescence progres- 

sive s'installe suite ~ l'accumulation de fluide dans 
le testicule (Lubahn et al., PNAS, 90, 11162, 1993). 
Cette anomalie engendre une augmentation de la 
pression dans les tubes s6minif'eres conduisant ~ la 
destruction progressive de la lign6e germinale et 
une infertilit6 complete des males (Eddy et al., 137, 
4796, 1996). En fait les r6gions post-testiculaires 
(canaux eff6rents et t~te 6pididymaire) sont riches 
en ERa, ces derniers seraient mis normalement 
contribution dans les ph6nom~nes de r6absorption 
(environ 90%) du fluide testiculaire ce qui n'est plus 
le cas chez les ERKO. La preuve exp6rimentale 
(ligature des canalicules ~ diff6rents niveaux) a 
donc 6t6 apport6e par ces auteurs. Ils ont bien 
montr6 que la r6absorption du liquide au niveau 
des r6gions pr6cit6es 6tait achev6e en 3 heures avec 
une surface luminale des canalicules diminu6e de 
82% chez les souris contr61es alors que chez les 
ERKO cette surface augmente de 46%. Ces r6sul- 
tats mettent  en 6vidence la n6cessit6 d'une concen- 
tration estrog6no-d6pendante du fluide sortant du 
testicule associ6e ~ la fertilit6 de la souris male. 

Commentaires (S. Carreau) 

Estrog~nes et maturation dpididymaire des 
spermatozofdes 

Dans un travail rdeent publid par le groupe de 
Sharpe (Fisher et al., Endocrinology, 139, 3935), 
l'aquaporine-1 (protdine semble-t-il estrogdno- 
ddpendante) pourrait ~tre impliqude dans les phdno- 
m~nes de rdabsorption du fluide au niveau des 
canaux effdrents chez le rat. En outre, on ne peut pas 
ignorer l'existence du rdcepteur ERfl (Hess et al., J 
Androl, 8,485,1997) dans cette rdgion post-testicu- 
laire et les rgsultats fondamentaux publids dans la 
revue Nature doivent donc ~tre relativisds par rap- 
port au r6le real connu des couples de rdcepteur ERa 
et ERfl. 

Chez le rat, l'activitd aromatase est tout & fait fonc- 
tionnelle dans les cellules germinales et notamment 
les spermatozo~des (revue de Carreau et al, Ann 
Endocrinol, 59, 79, 1998); cependant le g~ne de 
l'aromatase n~tant plus transcrit lorsque le sper- 
matozo~de sort du testicule, l'activitd aromatase 
dgcroit au fur et & mesure que le spermatozo~de se 
ddplace de la t~te vers la queue de l'dpididyme 
(Janulis, J Androl, 19, 65, 1998) ce qui corrobore le 
rSle des estrog~nes dans la rdgion des canaux effg- 
rents et la t~te proximale de l'gpididyme. 

Le rdle positif  de l'estradiol ehez le mgtle n'est sans 
doute pas uniquement localisd aux rdgions post-tes- 
ticulaires puisque la prolifdration des gonocytes est 
ddpendante de l'estradiol (Li et al., Endocrinology, 
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138, 1289, 1997);par ailleurs des ERfl ont gtd ddtec- 
tds dans pratiquement toutes les cellules germinales 
chez le rat (Saunders et al., J Endocrinol.,156, R3, 
1998) ce qui laisse supposer des interactions estro- 
gdniques dans ces cellules. D'ailleurs, l'administra- 
tion d'inhibiteurs de l'aromatase induit une dimi- 
nution de la spermiogen~se chez le rat tout comme 
chez le singe (Shetty et al., J Steroid Biochem Molec 
Biol, 61, 157, 1997). 

En consdquence, les estrog~nes ~t un taux physiolo- 
gique, se rdv~lent donc Etre, contrairement ~t la 
notion classique, tout & fait essentiels & la reproduc- 
tion du m(tle ce qui nous amine d reconsiddrer cer- 
taines notions dans la Physiologie de la 
Reproduction avec non seulement des rggulations 
androgdno-ddpendantes mais aussi estrogdno- 
contrdl~es. 

Les estrog~nes auraient- i ls  un r61e ~ j ouer  
clans la spermiogen~se chez rhomme? 

Si la FSH et la testostdrone sont fondamentalement 
impliqudes dans le ddveloppement et la maintenan- 
ce de la spermatogen~se chez les primates, les estro- 
g~nes produits localement jouent sans doute un rdle 
dans le contrSle de la stEro[dogen~se et pourraient 
bien ~tre impliquds aussi dans la rdgulation de la 
spermatogen~se et de la spermiogen~se ~t plusieurs 
niveaux. 

Des donndes rassembldes & partir de la littdrature, 
j'ai extrait quelques informations qui plaident en 
faveur d'un rSle des estrog~nes dans les fonctions de 
reproduction de l'homme. 

Tout d'abord, le fluide du rete testis renferme une 
concentration en estrog~nes plus dlevde que ceUe du 
sang pdriphdrique (Hendry et al., Br. J. Urol.,55, 
785, 1983). Outre les cellules de Leydig, peu de tra- 
vaux concernent les sites de production d'estrog~nes 
dans le testicule humain; toutefois, la capacitd du 
spermatozo[de humain a mdtaboliser les stdro[des a 
dtd ddcrite (Gunasegaram et al., Arch Androl, 40, 59, 
1998). Ces rgsultats sont en accord avec leurs don- 
nges antdrieures (Chew et al , Arch Androl, 30, 165, 
1993) rapportant des concentrations endog~nes 
faibles mais mesurables de progestdrone, testostgro- 
ne, et estradiol-17/3 dans les spermatozo[des. 

Un rdcepteur aux estrog~nes de type ]3 (ERfl) a dtd 
clond dans le testicule humain : son affinitg pour 
l'estradiol et les antiestrog~nes est tr~s bonne 
(Mosselman et al, FEBS Lett, 392, 49, 1996). En 

outre, le groupe de Gustafsson a finement localisd 
par hybridation in situ cet ERfl notamment dans les 
spermatides rondes et & un degrd moindre dans les 
spermatocytes pachyt~nes (Enmark et al, JCEM, 82, 
4258, 1997); aucun signal n'a dtg ddtectd dans les 
cellules somatiques. Dans les spermatozo~des 
humains un rdcepteur aux estrog~nes vient d'dtre 
ddmontrg (Durkee et al., Am J Obste Gynecol, 178, 
1288, 1998). Enfin, la prdsence de rdcepteur aux 
estrog~nes et ~t la progestdrone a dtg rapportde dans 
les cellules des canaux effdrents chez l'homme par 
Ergi~n et al (Molec Reprod Dev., 47, 448, 1997). 

Toutes ces informations m'am~nent ~t dvoquer le tra- 
vail de Cheng et Boettcher (Fert Steril, 32, 566, 
1979) montrant que l'ajout d'estradiol ~t une suspen- 
sion de spermatozo[des humains stimule leur mobi- 
litd. 

La pathologie apporte de prgcieuses informations 
quant au rSle des hormones femelles chez le m(tle. 
Une mutation homozygote inactivant le g~ne de 
l'aromatase (Carani et al., N Engl J Med, 337, 91, 
1997) provoque une stgrilitd masculine avec 1 mil- 
lion de spermatozo~des immobiles /ml  de sperme. 
De plus une mutation du g~ne codant pour le rdcep- 
teur ~t l'estradiol (exon 2 avec un codon stop en 157) 
a dtg dgcrite (Smith et al, N Engl J Med, 331, 1056, 
1994); l~tude du spermogramme a rdvdIg une numd- 
ration en spermatozo~des correcte associde dune  via- 
bilitg rgduite. 

Enfin, compte tenu des donnEes publides sur la bais- 
se de la concentration et la diminution de la qualitg 
des spermatozo[des humains (Auger et al., N Engl J 
Med, 332, 281, 1995), les xdnoestrog~nes ont dtd dvo- 
quds (Toppari et al., Environ. Health Perspect., 104, 
741, 1996). 

En somme il a p p a r a i t  extr~mement impor tan t  
d'envisager et d'dtudier de mani~re approfon- 
die, la par t i c ipa t ion  des estrog~nes dans  les 
processus de matura t ion  des spermatozofdes  
chez l'homme. 
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Transcription et traduction du r4cepteur 
(RE) b des estrog~nes dans le tractus 

g4nital m~le des souris ER a KO et sau- 
vages. 

Transcription and translation of estrogen 
receptor-beta in the male reproductive 
tract of estrogen receptor-alpha knock- 

out and wild-type mice. 

CHERYL S. ROSENFELD, VENKATASESHU K. 
GANJAM, JULIA A. TAYLOR, XIAOHUI YUAN, 
JAMES R.STIEHR, MATTHEW P. HARDY AND 

DENNIS B. LUBAHN 

Department of Animal Sciences, University of 
Missouri, Columbia 65211, USA. 

Endocrinology 139, 6, 2982-2987, 1998. 

I1 est connu depuis environ 20 ans que les cellules 
de Sertoli fabriquent de l'oestradiol (E2) chez le rat  
impub6re sous l'influence de FSH et que les cellules 
de Leydig prennent  le relais chez l 'animal pub6re 
sous I'influence de LH. Plus r6cemment, on a mon- 
tr6 que les spermatozoides aussi produisent E2 et 
que l'activit6 aromatase d6croit tout au long de l'ap- 
pareil g6nital ce qui est en faveur d'une action de 
E2 au niveau des canaux eff6rents et de l'4pididy- 
me. La situation s'est r6cemment compliqu6e par le 
fait que l'4quipe de Gustafsson a mis en 6vidence un 
nouveau r6cepteur de E2 appel6 ER ~ par compa- 
raison avec l'ancien r6cepteur identifi6 dans les 
ann6es 60 qui porte maintenant  le nom de ER a. 
Pour 6tudier la fonction de chacun de ces r6cep- 
teurs, l'6quipe de K.S. Korach a r6alis6 un KO de 
ER a e t a  montr6 que cette situation entrainai t  des 
d6sordres dans le syst6me reproducteur en particu- 
lier du fair de la non r6absorption du fluide testicu- 
laire (au niveau des canaux eff6rents et de la t~te de 
l'6pididyme) entra lnant  chez le rat  adulte de plus 
de 100 jours, une disparition progressive de l'6pi- 
thelium germinal. E R a  a 6t6 localis6 dans les cel- 
lules de Leydig adultes et embryonnaires ainsi que 
dans le rete testis, les canaux eff6rents et plus spo- 
radiquement  dans l'6pididyme. 

Le nouveau r6cepteur ~ a 6t4 localis4 dans de nom- 
breux tissus et en particulier dans les cellules de 
Leydig du testicule foetal et adulte et dans diverses 
cellules germinales (spermatogonies interm6diaires 

de type B, spermatocytes paehyt6nes du stade III 
au stade XII ainsi que dans les spermatocytes II 
(stade XIV). 

La pr4sente publication utilise un anticorps anti 
ER~ ainsi que la technique du RT-PCR pour pr4ci- 
ser cette localisation. 

Une immunolocalisation positive pour ER ~ a 6t6 
trouv6e dans les cellules de Leydig de souris WT et 
E R a  KO ag6es de 110 jours. Dans ces cellules, l'im- 
munomarquage a 6t6 retrouv6 dans le cytoplasme 
et les r6gions nucl6aires et p4rinucl6aires de m~me 
que dans les spermatides allong6es des souris WT 
mais pas des E R a  KO. 

Dans les canaux eff6rents, un marquage mod6r6 a 
4t6 mis en 6vidence dans le cytoplasme des cellules 
6pith61iales cili6es et non cili6es ; de m~me que 
dans les cellules 6pith61iales 6pididymaires chez les 
deux souches de souris. 

L'amplification par RT PCR de ER ~ dans les testi- 
cules et l'6pididyme de souris WT et E R a  KO a 
r6v616 la pr4sence du produit a t tendu de 230 bp 
pour l'amorce N-terminale. 

Les amorces C-terminales ont donn6 naissance ~ la 
bande 186 bp dans le testicule et l'6pididyme des 
deux souches de souris. Les spermatides allong6es 
pr6sentent un marquage avec l'anticorps ER ~ N- 
terminal. Aucune diff6rence qualitative n'a 6t6 
d6tect6e dans le mRNA ER ~ ou la prot6ine chez les 
souris ER (z KO et WT, ce qui sugg6re que ER 
seul ne peut maintenir  une reproduction normale. 

I1 a donc 6t6 d4montr6 des diff6rences dans la loca- 
lisation de ER [~ et de E R a  dans l'appareil repro- 
ducteur du rat  et de la souris ainsi que dans diff6- 
rents tissus alors qu'elles sont faibles sur le plan 
qualitatif  entre les souris WT et ER a KO. I1 reste 
beaucoup ~ faire pour comprendre le r61e des deux 
r6cepteurs r et ~ dans le fonctionnement de l'appa- 
reil g4nital masculin des mammif'eres. (M.DROS- 
DOWSKY) 
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Variation des Produits  Finaux de la 
Biosynth6se  et du M6tabolisme des 

Androg6nes au cours de la 
Diff6renciation Postnatale  des Cellules 

de Leydig de Rat. 

Variation in the end products of  andro- 
gen biosynthesis and metabolism during 
postnatal differenciation of rat Leydig 

cells 

REN-SHAN GE and MATTEW P. HARDY 

Endocrinology 139: 3787-3795, 1998 

Depuis plusieurs ann6es, Matthew HARDY du 
Population Council s'est attach6 a l'6tude de la 
fonction leydigienne du testicule en rapport avec 
l'age. Dans sa derni6re publication, il 6tudie la pro- 
duction d'androg6nes au cours de la diff6rentiation 
postnatale des cellules de Leydig souches (progeni- 
tor), immatures et adultes. 

I1 montre que la production de testost6rone (T) est 
4 et 30 fois plus importante dans les cellules imma- 
tures et adultes que dans les cellules souches. 
Cependant, si on mesure les androg6nes totaux 
(AT), la diff6rence est moins grande du fait de la 
production de d6riv6s 5a r6duits. La stimulation 
par LH montre une 616vation respective de 2, 6 et 6 
fois des AT par rapport aux taux de base dans les 3 
cat6gories (souches, immatures et adultes). 

Les m6tabolites r6duits sont aussi diff6rents. 
L'androst6rone (AO) est le principal androg6ne des 
cellules souches ( 72% des AT sous LH). Le 3a 
DIOL est l'androg6ne majeur dans les cellules 
immatures ( 73% des AT) et enfin T e s t  le produit 
essentiel dans les cellules adultes (74% des AT). 

Ces diff6rences sont la cons6quence d'une r6parti- 
tion enzymatique diff6rente : le taux de P450 SLC 
est bas dans les cellules souches et augmente avec 
la diff6renciation. Les 3~ HSD et P450 e17 attei- 
ghent la moiti6 de leur taux adulte ( et immature) 
chez les cellules souches. 

Uactivit6 17~ HSD est tr6s faible dans les cellules 
souches et augmente dans les cellules immatures 
puis adultes. 

Les auteurs ont aussi mesur6 le taux du mRNA des 
enzymes. Le mRNA de type I de la 5a r6ductase est 
abondant dans les cellules adultes et immatures et 
ind6tectable dans les cellules adultes. II n'y a pas 
de mRNA 5a R de type II. En ce qui concerne la 3a 
(HSD, le type I e s t  pr6sent en particulier dans les 

cellules souches et immatures. 

Ainsi, la production de T par les cellules de Leydig 
de diff6rents ages, n'est pas seulement en rapport 
avec les enzymes de biosynth6se, mais aussi avec 
celles du m6tabolisme ( 5a R, 3a HSD. 

La mise en 6vidence par l'6quipe de Fernand 
LABRIE des isotypes d'enzymes st6roYdog6nes 
donne un 6clairage encore plus pr6cis sur la locali- 
sation et l'orientation des diff6rentes activit6s enzy- 
matiques.(M.DROSDOWSKY) 

GI~NI~TIQUE 

Le chromosome Y montre qu'Adam 6tait 
africain 

Y chromosome shows that Adam was an 
African 

ANN GIBBONS, 

Science 1997, vol 278 : 804-805 

Commentaires : S. Rousseaux et B. S~le 

Au d6but des temps, il y eut 1'Eve mitochondriale- 
une femme qui v6cut en Afrique il y a 100 000 a 200 
000 ans, et qui 6tait l'anc6tre de tousles humains 
vivants .... Les g6n6ticiens ont retrac6 son identit6 
grace a l'analyse de I'ADN de la mitochondrie 
transmis exclusivement de m6re en fille. Afin de 
confirmer cette vue sur les origines de l'humanit6, 
les scientifiques ont pendant longtemps recherch6 
l'6quivalent g6n6tique d'Eve, 1'- Adam ~ dont le 
chromosome Y 6tait transmis a chaque garcon ou 
homme vivant. Apr6s presque une decennie de 
recherches, deux 6quipes diff6rentes ont trouv6 le 
chemin g6n6tique qui m6ne a Adam, et il se trouve 
qu'il m6ne ~ la m6me p6riode et au m6me endroit 
06 Eve avait v6cu. I1 montre m~me que les hommes 
vivants actuellement dont le chromosome Y res- 
semble le plus a celui d'Adam font partie de groupes 
ethniques du Sud Est de l'Afrique. 

En science, contrairement a c e  qui est 6crit dans 
l'Ancien testament, Eve est arriv6e avant Adam. 
En 1987, Stoneking et d'autres chercheurs de 
l'Universit6 de Berkeley (Californie) ont trouv6 
notre anc4tre mitochondriale, apr6s avoir compar6 

440 



et class4 sur un arbre phylog6n6tique les variants 
de rADN mitochondrial trouv6s dans le monde 
(Science, 14 Aofit 1992, p.873). D'apr6s leur th6orie, 
jusqu'alors non confirm6e, cette anc~tre aurait  v6cu 
en Afrique il y a quelques 100 000 ~ 200 000 ans. 

La mani6re la plus directe de tester  cette hypoth6- 
se 6tait  d 'analyser  les var ian ts  (ou polymor- 
phismes) de I 'ADN du chromosome Y, qui est trans- 
mis de p6re en ills, ind6pendamment de I 'ADN 
mitochondrial. En classant ces variants et en les 
plaqant sur un arbre phylog6n6tique, on pouvait 
remonter h l'origine de l 'homme (male humain) 
comme on avait  retrac6 celle de la femme. 
Cependant la raise en place des branches de l 'arbre 
du chromosome Y s'est trouv6e ~tre un labeur long 
et difficile, 6tant donn6 le petit  nombre de polymor- 
phismes connus sur le chromosome Y. R6cemment 
une nouvelle m6thode permet tant  la d6tection auto- 
matis6e de diff6rences subtiles (mutations) dans la 
s6quence d'ADN* a 6t6 appliqu6e avec succ6s a 
r6 tude  du chromosome Y. Grace ~ cette m6thode, le 
biochimiste Peter  Oefner et le biologiste Peter  
Underhill aid6s par l '6quipe de l 'Universit6 de 
Stanford ont trouv6 93 nouveaux polymorphismes 
sur les chromosomes Y d'hommes venant  de diff6- 
rentes parties de la plan6te. Le classement des 
polymorphismes sur un arbre phylog6n6tique a mis 
en 6vidence un marqueur  tr6s ancien, nomm6 M42. 
Dans sa forme ancienne A (comportant  une 
Ad6nine), ce marqueur  n'est trouv6 actuellement 
que dans une faible proportion d'hommes, prove- 
nant  tous d'Afrique. D'autres donn6es montrent  
qu'il y a 100 000 ~ 200 000 ans ce marqueur  aurait  
subi une mutat ion (Ad6nine remplac6e par une 
Thymine). Les hommes porteurs du marqueur  A 
seraient rest6s en Afrique alors que certains afri- 
cains por teur  du marqueur  T sera ient  sortis 
d'Afrique pour se disperser autour du globe. De nos 
jours la plupart  des africains et tous les hommes 
des autres continents portent le marqueur  T. 

Une autre 6quipe, dirig6e par le g6n6ticien Michael 
Hammer  de l 'Universit6 d'Arizona ont 6tudi6 les 
variants d'une autre r6gion non codante du chro- 
mosome Y chez 1544 hommes de la plan6te. Les 
auteurs ont analys6 10 groupes de variants (ou 
haplotypes) dont la fr6quence est variable dans dif- 
f6rentes populations. L'haplotype 1A semble ~tre le 
plus ancien car il est retrouv6 chez le chimpanz6 et 
seulement dans une faible proportion d'hommes 
provenant des m~mes r6gions d'Afrique. Ce variant  
aurait  lui aussi subi un changement il y a 150 000 

200 000 ans chez l'un des descendants d'Adam. 

Ces donn6es tendent  h confirmer la localisation 
temporospatiale de l'origine de l'humanit6. Ce n'est 
qu'un d6but. Les diff6rentes populations se sont 

m61ang6es entre elles, notamment  au cours de leurs 
mouvements  migratoires. Par  exemple d 'autres 
6tudes sugg6rent que certains des descendants 
d'Adam auraient  migr6 en Asie puis seraient reve- 
nus en Afrique porteurs d'une mutation sur le Y 
survenue en Asie. I1 reste encore un long chemin 
parcourir pour retracer l'histoire g6n4tique de l'hu- 
manit6. 

* Les deux ADN de deux chromosomes Y h compa- 
rer sont amplifi6s, d6natur6s (s6paration des 
deux brins) puis m61ang6s et r6-hybrid6s (r6asso- 
ciation des brins). Si les s4quences sont parfaite- 
ment  compl6mentaires, les mol6cules obtenues 
6mettent un seul pic d6tect6 en lumi6re ultravio- 
lette alors que s'il existe une diff6rence de 
s6quence (m~me portant  sur un seul nucl6otide), 
les mol6cules 6mettent deux ou plusieurs pics. 

E X P L O R A T I O N  D E  L A  

F E R T I L I T I ~  

Int4ri~t du test post coital : 
essai  randomis4 

Effectiveness of the postcoital test : 
randomised controlled trial 

S . G U I D  DEI,  F . M . H E L M E R H O R S T ,  
K . W . M . B L O E M E N K A M P ,  F . A . M . H U L L A N T S ,  

D . E . M . M E E R P O E L ,  M . J . N . C . K E I R S E  

University Medical Center, Leiden, 
Netherlands - Flinders University of South 

Australia, Adelaide,Australia 

B M J ,  V.317,22 Aofit  1998, 502-504 

Le test  post-coital est l 'un des examens princeps du 
bilan d'infertilit6. I1 est utilis6, par l ' immense majo- 
rit6 des praticiens, dans le cadre du brian. Cette 
6tude nous a pr6cis6 l'int6r~t du Test Post Coital 
(T.P.C.), dans le cadre des examens de routine, pour 
appr6cier la fertilit6 des couples. 

MATI~RIEL ET MI~THODE 

Sur une p6riode de deux ans, les couples consultant 
pour bilan d'infertilit6 6taient inclus dans un proto- 
cole de bilan comportant (Groupe A), ou ne compor- 
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tan t  pas (Groupe B) de T.EC. Les autres examens 
compl6mentaires 6taient laiss4s ~ l'appr6ciation 
des cliniciens. Les trai tements de la st4rilit6 6taient 
classiques : 

- expectative, 

- ins6mination intra-ut6rine, 

- F6condation In Vitro. 

R]~SULTATS 

444 couples ont 6t6 inclus dans ce travail. 227 dans 
le groupe avec Test T.P.C. et 217 dans le groupe 
contr61e. Le suivi de ces couples a 4t4 complet pen- 
dant deux ans. Le T.P.C. a 6t6 r4alis6 pour 146 des 
227 couples du Groupe A (64%). Les raisons de l'ab- 
sence de T.P.C. dans ce groupe ont 6t6 : 

- 57 grossesses survenues en cours de bilan, 

- 9 anovulations, 

- 9 occlusions tubaires bilat6rales, 

- 6 azoospermies. 

1% des couples du Groupe B ont eu un T.P.C. 

Le Tableau ci-dessous nous montre le type de prise 
en charge des couples dans les deux groupes. 22% 
du Groupe A ont 6t6 trait6s par ins6mination intra- 
ut4rine, contre 17% du Groupe B. 10% des couples 
du Groupe A e t  6% du Groupe B ont 6t6 trait6s par 
F6condation In Vitro. 

Au total, 54% des patientes du premier groupe et 
41% du deuxi6me groupe ont 6t6 prises en charge 
pour un traitement.  

Le taux cumulatif  de grossesses ~ 24 mois 6tait de 
48 % contre 49 % darts les deux groupes. Les 
couples du Groupe A, ayant  eu un T.P.C., avaient un 
taux de grossesse significativement plus bas que le 
Groupe Contr61e (36% versus 49%). 30 patientes 
avaient un T.P.C. consid6r6 comme normal, et 31% 
ont obtenu une grossesse contre 34% des 67 qui 
avaient un test n6gatif. 

DISCUSSION 

Les patientes du Groupe A ont eu plus d'investiga- 
tions au cours de leur bilan d'infertilit6 et leur prise 
en charge a 4t4 plus importante. Cependant, le taux 
de grossesse est identique au Groupe Contr61e. Le 
test  apr~s rapport semble conduire ~ une prise en 
charge plus agressive, sans effet b4n4fique sur le 
taux de grossesse. Ce test  est consid6r6 comme un 
mauvais facteur pr6dictif de la fertilit6 d'un couple. 

C o m m e n t a i r e s  (B. Sal le)  

La prescription d'un examen para-clinique impose 
un m in imum de rgflexion au prescripteur. Pour des 
raisons cliniques mais aussi gconomiques, la pres- 
cription d'un examen para-clinique devrait ~tre prd- 
cgdd de ce type de rdflexion. A la lecture de cet 
article, il semble difficile de justif ier de fafon systg- 
matique la prescription d'un Test Apr~s Rapport. 
Ceci va, en effet, dans le sens de l'gvolution de la 
mddecine oit chaque examen devrait ~tre discutg au 
cas par  cas, afin d'en tirer le max imum d'informa- 
tion. 

Nombre  (pourcentage)  de t ra i t ements  donn~s au 
groupe d' intervent ion et  au groupe de contr61e 

Traitement Groupe Groupe de 
d'Inter- contr61e 
vention (n=217) 
(n=227) 

Ins6mination Intra-Ut6rine 49 (22) 36 (17) 

Irrigation au bicarbonate 3 (1) 1 (0.5) 

F6condation in vitro 22 (10) 14 (6) 

Ins6mination avec donneur 1 (0.4) 1 (0.5) 

Induction d'ovulation 42 (19) 35 (16) 

Autre traitement 5 (2) 2 (1) 

Total 122 (54) 89 (41)* 

* Z2 test=7.21 (df--1; P<0.05). 
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ASSISTANCE Mi~DICALE A LA 

PROCRI~ATION 

Naissance  de fil les normales  apr6s tri 
des spermatozoides  ~ l'aide de la m4tho- 
de MicroSort|  et ins4minat ion  intra-ut4- 
rine, f~condation in vitro ou microinjec- 

t ion intra-ovocytaire.  

Births of normal daughters after 
MicroSort sperm separation and intrau- 

terine insdmination, in-vitro fertilization, 
or intracytoplasmic sperm injection. 

FUGGER E.F., BLACK S.H., HEYVANFAR 
K., SCHULMAN J.D. 

Genetics & I V F  insti tute,  Fairfax,  VA, and  
Depar tmen t  o f  Obstetrics and  Gynecology, and  

Depar tmen t  o f  H u m a n  Genetics, Medical  
College o f  Virginia, R i c h m o n d ,  VA, USA.  

H u m a n  Reproduction, 1998, 13, 2367-2370 

L'article dgcrit l'isolement par cytom6trie de flux 
des spermatozoides porteurs de chromosome X 
apr6s marquage des spermatozoides par le fluoro- 
chrome bisbenzimide (Hoechst 33342). L'efficacit6 
de l'enrichissement en spermatozoides porteurs de 
chromosome X a 4t6 6tudi6e par "Fluorescence In 
Situ Hybridation" (FISH) : 85% de spermatozoides 
isol6s sont porteurs d'un chromosome X. 

Ces spermatozoides ont 6t4 utilis6s dans un but de 
procr6ation pour des couples souhaitant une fille, 
principalement (90,5% des couples de l'gtude) pour 
6quilibrer le nombre de garcons et de filles dans 
leur famille. La m6thode de procr6ation assist6e a 
6t4 soit la FIV ou I'ICSI : 27 couples, 33 cycles, 7 
grossesses cliniques (7/33=21,2 % de grossesses cli- 
niques par cycle), soit l'insgmination intra-utgrine : 
92 couples, 208 cycles, 22 grossesses cliniques 
(22/208=10,6% de grossesses cliniques par cycle). 
Ainsi, au total, 29 grossesses cliniques ont 6t6 obte- 
nues : 11 enfants n6s / 9 femmes, 7 fausses couches, 
1 GEU, 12 grossesses 6taient en cours a la r6dac- 
tion de l'article. 

Parmi les 14 grossesses pour lesquelles le sexe des 
enfants 6tait d6termin6, 13 grossesses ne compor- 
tent que des filles soit 92,9% de grossesses ne com- 
portant que des filles. Parmi les 17 enfants (3 gros- 
sesses g6mellaires) dont le sexe 6tait d6termin6, 15 
6taient des filles, ainsi 88,2% des enfants sont des 

filles. (On conclut de ces chiffres qu'une grossesse 
g6mellaire comportait 2 garqons !) 

CommentaireS (H. Lejeune) 

II s'agit de la premiere mgthode de tri des spermato- 
zo~des qui soit convaincante en ce qui concerne son 
efficacitg pour modifier le sex-ratio dans l'esp~ce 
humaine. Elle a l' avantage d'etre applicable en insg- 
mination intra-utgrine dans la majoritg des cas. 

On s'interroge, d' une part, sur les dangers gventuels 
pour le conceptus de l'utilisation d'un fluorochrome 
se fixant sur I'ADN et de l'irradiation UV des sper- 
matozo~des qui seront utilisgs pour la procrgation. 
Les arguments avancgs en faveur de l'innocuitg sont 
les suivants : le fluorochrome utilisg est qualifid de 
"vital", il se lie sur I'ADN de mani~re non-covalente 
; il n'a entra~ng des mutations du g~ne de la fl-globi- 
ne qu'& des concentrations nettement plus glevges 
que celles utilisges pour le tri en cytomgtrie de flux ; 
plusieurs centaines d'animaux, de diverses esp~ces, 
sont ngs apr~s utilisation de ce fluorochrome, ils ont 
gtg considgrgs normaux. L'apprgciation du risque 
rgel dans l'esp~ce humaine n'est toutefois pas pos- 
sible dans cette gtude, l'interprgtation du taux de 
fausses couches (7/29=24%) gtant impossible sans 
groupe tgmoin. Dans un article prgcgdent, les 
auteurs avaient montrg une efficacitg moins bonne 
de sglection des spermatozo~des Y (67,4%) que des 
spermatozo~des X (86,8%). On notait que, apr~s tri, 
le taux de disomie pour les gonosomes n'est pas 
significativement diffgrent par rapport aux gchan- 
tillons non trigs. 

Par ailleurs, on se pose des questions gthiques sur 
l'utilisation de cette procgdure de sglection du sexe. 
Si la justification avancge dans l'introduction et la 
discussion de l'article, pour le dgveloppement d'une 
telle mgthode est d~viter la survenue des maladies 
gdngtiques liges ~t l'X chez les garcons, on note que 
dans ce travail, les couples ont gtg inclus en tr~s 
grande majoritg pour leur dgsir d'avoir une fille 
parce qu'ils avaient dgj& plusieurs garcons ("family 
balancing"). Dans les indications ggngtiques de 
maladie lige ~t l'X, les auteurs proposent d'utiliser la 
mgthode pour augmenter les chances d'obtenir des 
embryons masculins avant diagnostic prg-implan- 
tatoire du sexe par F I S H  sur un blastomgre. 
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D6veloppement  de souris  normales  
partir  d'ovocytes f6cond6s par des 

spermatozoides  lyophil is6s 

Development of normal mice from oocytes 
injected with freeze-dried spermatozoa 

T.WAKAYAMA and R.YANAGIMACHI 

Depar tment  o f  A n a t o m y  and  Reproductive 
Biology, University o f  Hawai i ,  Honolu lu  - 

Depar tment  o f  Veterinary Anatomy,  University 
o f  Tokyo. 

Nature  biotechnology, vol. 16, juil let  1998, 
639-641 

La cryoconservation du sperme, dans l'azote liquide 
est, a long terme, cofiteuse en raison de la n6cessi- 
t6 de remplacer constamment l'azote 6vapor6. Pour 
cette raison, d6s 1949, plusieurs tentatives ont 6t6 
effectu6es pour conserver du sperme d6shydrat6 en 
vue d'ins6mination artificielle ou F6condation in 
vitro. Malgr6 les succ6s obtenus dans la conserva- 
tion des virus, bact6ries, levures et spores de cham- 
pignons, il n'a jamais 6t6 possible d'obtenir des 
r6sultats convaincants avec des spermatozoides. 

METHODES 

Les spermatozoides ont 6t6 pr61ev6s dans la portion 
caudale des 6pididymes et mis en suspension dans 
lml soit de CZB sans EDTA, soit de DMEM 
(Sigma), additionn6s de 10% de s6rum bovin foetal. 
Apr6s incubation pendant 30 minutes ~ 37~ les 
0,3-0,5ml sup6rieurs de la suspension ont 6t6 reti- 
r6s. Environ 90% des spermatozoides 6taient acti- 
vement mobiles (3 a 10 millions/ml). Un aliquot 
(100ml) a 6t6 plac6 dans une ampoule de 2ml imm6- 
diatement plong6e dans l'azote liquide. Dix minutes 
apr6s, les ampoules ont 6t6 plac6es dans un appa- 
reil a d6shydratation r6frig6r6 (-50~ pendant 12 
heures. Apr6s remplissage des ampoules par de 
l'argon, >99% du gaz a 6t6 61imin6 par une pompe 
vide et les ampoules ont 6t6 scell6es, envelopp6es 
dans un feuille d'aluminium et stock6es ~ la temp6- 
rature du laboratoire (environ 25~ ou ~ 4~ 

Apr6s ouverture de l'ampoule, la r6hydratation est 
effectu4e par addition de 100ml d'eau distill6e. Puis 
5ml de suspension de spermatozoides sont m61an- 
g6s avec 50ml de Hepes-CZB contenant 12ml de 
polyvinyl-pyrrolidone. Les spermatozoides sont 
inject6s dans des ovocytes dans l'heure qui suit la 
r6hydratation. 

Les ICSI sont r6alis6es par la proc6dure mainte- 
nant classique, apr6s s6paration de la t6te et du fla- 

gelle. Les transferts de morulas ou de blastocystes 
sont effectu6s chez des femelles 6trang6res apr6s 4 
jours de culture. 

RESULTATS 

La plupart des oeufs inject6s ont 6t6 f6cond6s et ont 
form6 des morulas ou des blastocystes. Environ 
30% des embryons transf6r6s sont a l'origine de 
souriceaux normaux qui se sont ensuite d6velopp6s 
normalement et se sont r6v616s normalement fer- 
tiles. 

La dur4e maximun de stockage des spermatozoides 
lyophylis4s a 6t6 de 3 mois ~ 4~ 

Quelques ampoules ont 6t6 utilis6es avec succ6s 
apr6s un voyage de 3 semaines (Hawai-Japon) avec 
des variations de temp6rature 5 ~ 30~ 

DISCUSSION 

II n'est pas n6cessaire que les spermatozoides 
soient vivants au sens conventionnel du terme pour 
4tre a l'origine d'un d6veloppement embryonnaire 
normal. Dans l'esp6ce humaine I'ICSI est r6alis6e 
avec une t6te de spermatozoYde dans laquelle la 
r6action acrosomique a 6t6 produite. Nous d6mon- 
trons ici que la d6shydratation du spermatozoYde, 
qui entraine de nombreux d6gats cellulaires, res- 
pecte l'organisation des chromosomes au point de 
permettre une f6condation normale apr6s ICSI. I1 
semble 6galement que les mol6cules activatrices de 
l'ovocyte r6sistent a la d6shydratation. 

Nos proc6dures de d6shydratation et de r6hydrata- 
tion pourront sans doute 6tre am61ior6es. 

La premi6re application envisag6e est le maintien 
dans des conditions 6conomiques d'un grand 
nombre de souches de souris transg6niques. 

Commentaires (J.C.Czyba) 
La signature de Yamagimachi et le nom de la revue 
garantissent le sdrieux de l'article...Voici donc un 
nouveau pas franchi. La participation du mFtle au 
processus de la procrdation peut se rdduire & une 
pincde de poudre que l'on peut conserver sur une gta- 
g~re. 

Prudemment, les auteurs n'gvoquent it aucun 
moment la possibilitg de l'application de la tech- 
nique it l'esp~ce humaine et se contentent d'en souli- 
gner le grand intdr~t dconomique pour la conserva- 
tion des souches de souris transgdniques. 
Cependant, il est amusant de lire, it la fin de l'ar- 
ticle, que des remerciements sont adressgs au 
National Institute of  Child Health and Human 
Development qui a financd la recherche. 
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Bien que les auteurs soulignent la n~cessitd d'amd- 
liorer leur technique il est particuli~rement impres- 
sionnant de constater que les mdthodes mises en 
oeuvre sont relativement simples et permettent d'ob- 
tenir de tr~s bons rdsultats. Qui franchira le pas sui- 
vant en lyophilisant des spermatozo~des humains 
pour rdaliser des ICSI ? La loi franqaise qui interdit 
l'expdrimentation sur l'embryon humain n'interdit 
pas de dessdcher les spermatozo~des aux titulaires 
de l'agrgment pour "recueil et traitement de sperme 
en vue d'AMP ". 

L'injection in tra -cy top lasmique  de sper- 
matozo ides  va-t-el le  en tra iner  une  aug- 

m e n t a t i o n  de la f r4quence  des  micro- 
d614tions dans  la r4gion AZFc du chro- 

m o s o m e  Y, dans  les  g4n4rat ions  futures  ? 

Does intracytoplasmic sperm injection 
lead to a rise in the frequency of  micro- 

deletions in the AZFc region of  the Y 
chromosome in future generations ? 

J.A.M. K R E M E R ,  J .H.A.M.  T U E R L I N G S ,  
G. BORM ET AL. 

H6pital Universitaire de Nijmegen, Pays Bas. 

H u m a n  Reproduct ion ,  13, 2808-2811, 1998. 

L'ICSI permet d'obtenir des grossesses dans des 
couples off l 'homme a un nombre tr6s faible de sper- 
matozoides. Des micro-d616tions dans la r6gion 
AZFc du chromosome Y ont 6t6 d6crites r6cemment, 
dans les situations d'oligozoospermie et d'azoosper- 
mie. Ces mutations de novo constituent une situa- 
tion unique : elles sont li6es ~ I'Y et donc limit6es 
la population masculine ; elles 6taient " g6n6tique- 
ment  16thales " avant l'6re de I'ICSI, et sont d6sor- 
mais transmissibles. 

Un mod61e math6matique a 6t6 d6velopp6 pour ten- 
ter de r6pondre ~ la question pos6e dans le titre de 
l'article. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Le mod6le a 6t6 6tabli ~ l'aide de 2 variables : la fr6- 

quence relative des hommes porteurs de la micro- 
d616tion (f), et la fr4quence de mutat ion spontan6e 

f = (nombre d'enfants par homme porteur de la 
micro-d616tion) / (nombre d'enfants par homme 
dans la population g6n4rale) 

= fr6quence des hommes pr6sentant une micro- 
d616tion apparue de novo 

Avec ce mod61e, la fr6quence q de l'all61e mutant ,  au 
bout d'un nombre infini de g6n6rations, est donn6e 
par la formule suivante : 

q(oo) = ~ / (~+(1-f)) 

- L'estimation de f a  6t6 effectu6e en envisageant 
plusieurs valeurs pour chacune des variables sui- 
vantes : 

�9 pourcentage d'hommes avec une micro-d616tion 
qui choisissent I'ICSI : 50% - 75% - 100% 

�9 taux cumulatif  des naissances apr6s ICSI : 45% - 
60% - 75% 

�9 taux de grossesses multiples (jumeaux) : 10% - 
20% - 30% 

�9 pourcentage de couples qui voudront d'autres 

enfants apr6s un i er succ6s : 60% - 80% - 100% 
pour un 26me enfant ; 0% - 10% - 20% pour un 
36me enfant. 

- L'estimation de p a 6t6 effectu6e en multipliant 
la fr6quence de micro-d616tions dans les oligozoo- 
spermies s6v6res (2 /t 10%) par la pr6valence de 
l'oligozoospermie dans la population g6n6rale (elle- 
m~me estim6e par le produit de la pr6valence de 
l'oligospermie dans les couples infertiles : 3%, par la 
pr6valence de l'infertilit6 : 10 ~ 15%). Au total, la 
fr6quence estim6e de mutat ion spontan6e varie 
entre 0,6 et 4,5 X 10 .4 (autour de 1 / 10000). 3 
valeurs ont 6t6 test6es dans le mod61e : 10 -3, 10 .4 et 
10 .5" 

RI~SULTATS 

La fr6quence des micro-d616tions (q) dans les 10 
g6n6rations suivantes a 6t6 estim6e en consid6rant 
respectivement 3 valeurs pour f (0,2 ; 0,5 ; 1) et 3 
valeurs pour p (10 .3 ; 10 .4 ; 10-5), soit 9 sc6narios 
possibles. La fr6quence de q augmente ~ chaque 
g6n6ration, jusqu'~ un plateau, qui correspond 
l 'atteinte d'un 6quilibre entre l 'apparition de nou- 
velles mutations et le processus de s61ection. Le 
moment off cet 6quilibre est at teint  d6pend de f : 
plus la valeur de f est 61ev6e, plus le plateau est 
at teint  tardivement. 

Avec f = 0,2 et p = 10 -4, le plateau est at teint  en 2 
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g6n6rations et q = 1,2 X 10 .4 (l'augmentation est 
ndgligeable). 

Avec f = 0,5 et p = 10 -4, le plateau est at teint  en 5 
g6n6rations et q = 2 Xl0 -4 (frdquence doublde). 

Avec f=  0,1 et tt = 10 -4, le plateau n'est toujours pas 
at teint  en 10 g4n6rations (la frdquence est multi- 
plide par 10 au bout de 9 gdndrations). 

La valeur de p a peu d'influence sur la forme des 
courbes et le moment  d'apparition du plateau. 

En extrapolant le hombre des g6n6rations ~ l'infini, 
la fr6quence q est seulement doubl6e si f=  0,5, alors 
que si f t e n d  vers 1, q tend 6galement vers 1 (100% 
des hommes seraient porteurs de la d616tion !). 

DISCUSSION 

Le mod61e pr6sent6 montre que l'616vation de q 
reste limit6e tant  que f reste 6galement limit6 (X 2 
avec l 'est imation " moyenne " : f = 0,5). En 
revanche, si f t e n d  vers 1, le m4canisme de s61ection 
disparait et tous les hommes finiront par ~tre por- 
teurs de la d614tion au bout d'un grand nombre de 
g6n6rations toutefois. En d'autres termes, rant  que 
I'ICSI n'est pas aussi efficace que la reproduction 
naturelle, l 'impact sera mineur. 

Le mod61e a quelques limites �9 il suppose que les 
valeurs de f et p demeurent  constantes dans toutes 
les g6n6rations, ce qui ne sera certainement pas le 
cas pour f, qui d6pend des "performances" de I'ICSI 
et qui devrait s'61ever dans le futur. De plus, il exis- 
te une vraie incertitude concernant le pourcentage 
d'hommes porteurs de la d616tion qui choisissent 
I'ICSI, ainsi que la fr6quence de la mutat ion spon- 
tan6e dans la population g6n6rale. Enfin, l'6tude 
s'est limit6e aux micro-d614tions dans la r6gion 
AZFc du chromosome Y, qui ne sont responsables 
que d'une petite fraction des infertilit6s masculines, 
m6me si on ne consid6re que eelles d'origine g6n6- 
tique. 

Commentaires (J.F. Guerin) 

Cette dtude rdpond aux attentes et aux inquidtudes 
de beaucoup d'andrologues, face & cette situation 
jusqu'alors inddite : la possibilitd de transmettre, 
grdce ~t nos techniques d'assistance mddicale & la 
procrdation, une mutation jusqu'alors " gdndtique- 
ment ldthale ". La question est bien plus intdressan- 
te que celle ayant trait ~t l'absence de sdlection 
" natureUe " du spermatozo~de fdcondant dans la 
technique d'ICSI, qui effrayait certains il y a encore 
peu de temps. Les auteurs de l'dtude ont eu le mdri- 
te de reconnaftre eux-m~mes les limites de leur 

module, dues ~t certaines imprdcisions et ~t des fac- 
teurs mal contrSlds ; en revanche, ils ont montrd 
sans ambigu~td que la frdquence de mutations dans 
les gdndrations futures ddpendait dtroitement de la 
frdquence relative des hommes porteurs de la micro- 
ddldtion. Comme il est peu vraisemblable qu'on 
assiste & une dldvation du nombre moyen d'enfants 
par homme "sain "dans la population gdndrale, il 
reste ~t espdrer ... que I'ICSI ne deviendra pas trop 
performante ! Sera-t-on amend, au moti f  de mainte- 
nir la frdquence de la micro-ddldtion dans des 
valeurs acceptables, & n'autoriser par exemple qu'un 
seul enfant ~t ces hommes porteurs ? On naviguerait 
alors en plein eugdnisme, ce qui ne constituerait pas 
le moindre des paradoxes se rapportant & cette tech- 
nique de I'ICSL 

La microscopie  41ectronique dans l'esti- 
mation de la viabilit4 des spermato- 

zoides cryoconserv4s.  

Electron microscopy in the assessment of 
cryopreserved spermatozoa viability. 

H R O D R I G U E Z - M A R T I N E Z  et  
H H E K WA L L  

Ddpar tement  d 'Anatomie  et d'Histologie, 
Centre de Biologie de la Reproduct ion,  

Universitd Suddoise des Sciences de 
l 'Agriculture, Uppsala, Suede.  

E u r o p e a n  Microscopy a n d  Analys is ,  M a y  1998 
25-27 

INTRODUCTION 

Les spermatozoides sont essentiellement des cel- 
lules cataboliques dont le r61e est la d61ivrance du 
message paternel, contenu dans le mat6riel g6no- 
mique hautement  condens6, pendant  une courte 
p6riode apr6s avoir 6t6 d6pos6s chez la femme. Pour 
jouer ce r61e de ' t ransporteur de message', les sper- 
matozoides ont une morphologie bien d6finie et une 
s6rie d'organites sp6cialement diff6renci6s afin 
d'aboutir a la f6condation de l'ovocyte. 

Les variations thermiques (e.g. durant  le refroidis- 
sement, la cong41ation et le r6chauffement) provo- 
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quent des modifications de composition et de struc- 
ture dans de nombreux domaines de la membrane 
plasmique et de ce fait d4t6riorent leur fonction. 
Par exemple, les proc6dures de lavage, refroidisse- 
ment et cryoconservation du sperme destin6 ~ l'in- 
s6mination artificielle, qui semblent mimer d'une 
certaine mani6re le processus de capacitation dans 
le sens off la membrane est d6poss6d6e de prot6ines 
d'enveloppe sp6cifiques attach6es durant l'4jacula- 
tion. 

De plus, la mobilisation des prot6ines structurales 
/t l'int6rieur de la membrane impose des modifica- 
tions dans l'arrangement des lipides, avec une ten- 
dance de celles-ci ~ perdre leur parall61isme et 
fusionner avec les membranes intracellulaires avoi- 
sinantes. La stabilit6 de l'organisation lipidique 
dans la membrane spermatique est une condition 
inh6rente pour le maintien des fonctions sperma- 
tiques et 4tant donn6 que quelques modifications 
peuvent survenir durant la cryoconservation, les 
spermatozoides d6pos6s chez la femme durant Fin- 
s4mination artificielle poss6dent une vie 'fertile' 
r6duite. Par ailleurs, la cong61ation et le r6chauffe- 
ment affectent d6favorablement les autres mem- 
branes dans la cellule, c'est-~-dire celles des mito- 
chondries et de l'acrosome, en plus des structures 
de l'axon6me et m~me de la chromatine. 

La microscopic 61ectronique des spermato- 
zoides congel6s ou fLX6S chimiquement fournit des 
d6tails des spermatozoides 6jacul6s et cryoconser- 
v4s : les d6tails de la surface spermatique peuvent 
~tre observ6s avec un microscope 41ectronique 
balayage (SEM) alors que les diff6rents comparti- 
ments cellulaires peuvent ~tre observ4s avec un 
microscope 41ectronique/~ transmission (TEM). La 
pr6sente revue expose bri6vement les m6thodes dis- 
ponibles en microscopic 61ectronique afin d'6valuer 
les modifications morphologiques et chimiques 
qu'imposent la cong61ation et la d6cong61ation des 
spermatozoides des animaux domestiques et peu- 
vent affecter leur viabilit6, leur potentiel et leur 
pouvoir f6condant. Une attention particuli6re sera 
port6e au spermatozoide de porc, qui a 6t6 le mod6- 
le pour cette 6tude. 

METHODES 

La plupart des m6thodes de microscopic 6lectro- 
nique d6crites dans cet article sont des m6thodes de 
routine, et ainsi disponibles dans plusieurs labora- 
toires d'ultrastructure. Les 6tudes en transmission 
ont 6t6 effectu6es sur un microscope Philips CM10 
ou Philips TEM 420, ce dernier est alors 6quip6 
avec un EDS et un analyseur d'images (LinkAN 
10000 Digipad). Les coupes ont 6t6 r6alis6es avec 
une lame diamant sur un ultramicrotome de 

Reichter. Les 4tudes en balayage ont 6t6 faites avec 
un Jeol SEM 6320F 6quip6 avec un EDS Isis 300. 

RESULTATS 

Estimation des d~gdtts membranaires par TEM ou 
S E M  sur des dchantillons de sperme fixds chimique- 
ment. 

La cong61ation et la d6cong41ation causent des dora- 
mages majeurs au spermatozoide qui peuvent ~tre 
mis en 6vidence par une 6tude avec un TEM ou un 
SEM des 6chantillons fLX6S avec du glutarald6hyde 
afin d'estimer les ruptures du plasmalemme. Les 
domaines membranaires les plus souvent endom- 
mag4s sont situ6s au col et dans la r6gion supra- 
acrosomale, sous la forme d'une d6shydratation 
survenant lors du refroidissement et de la lente 
cong61ation et des ballonnements du plasmalemme 
sont habituellement observ6s au cours de la r6hy- 
dratation de la d6cong61ation. 

Immunocytochimie du spermatozo~de en utilisant le 
TEM et le SEM. 

Une m6thodologie suppl6mentaire afin de localiser 
et d'6tudier la distribution des compos6s chimiques 
spermatiques au niveau ultrastructural est l'utili- 
sation de l'immunocytochimie avec un marquage 
l'or colloidal, avec ou sans intensification du mar- 
quage ~ l'argent. Un exemple d'utilisation est la 
localisation des protamines nucl4aires sur des 
coupes ultra-fines, raises en 6vidence avec des anti- 
corps coupl6s ~ For colloidal et 6tudi6s en TEM. 

La cryo-microscopie dlectronique, la valeur des 
gchantillons non contamings. 

La fixation chimique avec des fixateurs de la famil- 
le des ald6hydes, bien qu'ils pr6servent les d6tails 
ultra-structuraux, poss6de l'inconv6nient d'ajouter 
des compos6s chimiques non pr6sents dans l'gchan- 
tillon de tissu original et d'induire des artefacts par 
les liaisons crois6es entre les prot6ines pr6sentes 
dans le tissu. La cryo-fixation, c'est-fi-dire la fixa- 
tion par cong61ation rapide, par immersion dans du 
propane liquide ou par application contre un miroir 
m6tallique poli intens6ment froid, permet la pr6- 
servation des structures sub-cellulaires dans leur 
6tat d'hydratation naturelle, ceci est dfi au change- 
ment de phase ultra-rapide du contenu aqueux. 
Cependant, un probl~me important est que le trai- 
tement pour le TEM comprend la suppression de 
l'eau et sa substitution par d'autres solvants. Cet 
inconv6nient peut ~tre transform6 en un outil utile 
par les proc6dures de cryosubstitution et l'enrobe- 
ment dans du plastique. Les cristaux de glace, 
qu'ils soient globulaires ou cubiques, peuvent ~tre 
visualis6s comme des ombres (enrobement dans le 
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plastique) sur les coupes de TEM, et leur position 
intra ou extra-cellulaire d~termin~e et m~me quan- 
tifi~e en utilisant la granulom~trie spermatique. 
Ces mesures granulom~triques nous ont permis 
d'estimer la qualit~ de la d~shydratation d'~chan- 
tillons de sperme de pores sous diff~rentes vitesses 
de cong~lation et d'~valuer l'utilisation de diff~rents 
conteneurs avec des propri~t~s cryobiologiques par- 
ticuli~res. 

Le cryo-SEM : observation in situ des spermato- 
zo[des congelgs. 

L'utilisation d'unit~s de cryotransfert en microsco- 
pie ~lectronique a rendu possible robservation 
d'~chantillons pleinement hydrates dans un ~tat 
congel& Le cryo-SEM nous a permis pour la pre- 
mitre fois d'analyser rultrastructure des spermato- 
zo~des de pore dans un ~tat profond~ment congel~ 
(< -120~ sans l'introduction d'artefacts dfis aux 
produits chimiques ou aux changements de tempe- 
rature durant la fixation ou le traitement. Une com- 
paraison pr~liminaire des m~thodes utilis~es 
actuellement a montr~ que la fixation chimique et 
la cryosubstitution pour I'EM cr~ent de subtils arte- 
facts qui peuvent partiellement masquer les effets 
d~l~t~res de la cryoconservation. 

CONCLUSION 

Dans cet article, nous avons revu les m~thodes 
d'EM qui fournissent une batterie de techniques 
utiles ~ l'examen des changements subtils dans la 
composition ~l~mentaire, dans la distribution des 
antig~nes, le contenu en eau libre et les dommages 
du plasmalemme chez le spermatozo~de. D'autres 
d~veloppements dans le cryo-SEM devront per- 
mettre la d~termination d'autres changements au 
niveau du plasmalemme off les modifications les 
plus critiques surviennent, ceux-ci sont causes 
durant le traitement de la cryoconservation, ils 
peuvent r~duire le pouvoir f~condant du spermato- 
zo~de. 

Commentaires (M Benchaib) 

La microscopie ~lectronique est un outil puissant 
pour l'gtude ultrastructurale des cellules. Les 
auteurs soulignent bien la diffgrence existant entre 
le TEM et le SEM, et comment utiliser les inconvg- 
nients du TEM pour les transformer en paramOtres 
exploitables par le chercheur. L'apport du Cryo- 
SEM est intgressant il permet d'apprghender l'ultra- 
structure de la cellule au plus proche du vivant. Et 
ainsi, dans le cas de spermatozo[des, de mettre en 
~vidence les effets dglgt~res de la congdlation sur la 
membrane. Le pouvoir fgcondant du spermatozo[de 

dtant essentiellement d'origine membranaire, il 
semble done licite de penser qu'une altgration mem- 
branaire peut ~tre it l'origine d'une diminution de la 
fgcondance d'une population de spermatozo[des. 

D'autres techniques de visualisation peuvent 
aussi ~tre utilisdes afin de ddterminer l'impact de la 
congglation sur la vitalitd du spermatozo[de. Par 
exemple l'utilisation de colorants vitaux : l'Iodure de 
Propidium (fluorescence rouge) ne pgn~tre que dans 
les cellules dont la membrane a gtg ldsge, alors que 
l'Hoescht (fluorescence bleue) pgn~tre dans les eel- 
lules vivantes. Ces deux fluorochromes sont alors 
observes avec un microscope & gpifIuorescence gqui- 
pg d'un double filtre. De nombreux fournisseurs pro- 
posent des kits basr sur la p~n~tration pr~f~rentiel- 
le des fluorochromes afin d'estimer la vitalitg d'une 
population spermatique. Dans ce cas il est vrai que 
l'information apportge sur l'intggritg membranaire 
est moins prdcise que celle fournie par la microsco- 
pie glectronique. 

Une autre mani~re d'apprghender la structure 
membranaire est l'utilisation du microscope confo- 
cal, en effet celui-ci permet la rgalisation de coupes 
sgriges optiques & l'intgrieur d'une cellule. Il est 
ngcessaire de possgder des fluorochromes permet- 
tant de visualiser la membrane, ou des anticorps 
couplds it des fluorochromes, afin d'obtenir une 
image. Les images bien que moins prgcises que celles 
obtenues en microscopie ~lectronique fournissent 
d'autres types d'information : la possibilitg d'une 
reconstruction en trois dimensions afin de mettre en 
~vidence des zones particuli~res, la r~alisation d'un 
double ou d'un triple marquage afin de mettre en 
~vidence des relations entre diffdrents organites it 
l'intgrieur du spermatozo~de (par exemple coloration 
de la membrane, du noyau et des mitochondries), le 
tout assorti d'une reconstruction. 

I1 existe toute une gamme d'outils microsco- 
piques qui permettent d'aborder la structure mem- 
branaire it des degr~s diffgrents, et chacun apporte 
des informations compldmentaires. Cependant, il 
para~t actuellement difficile de pouvoir exploiter ces 
types de technologie (microscopie glectronique ou 
confocale) en routine hospitali~re. Les temps de prg- 
paration et de visualisation sont longs et ne permet- 
tent pas l'obtention de rdsultats rapides. 
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