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RESUME 

Les spermatozo'ides testiculaires ont une mobilit~ 
souvent diminude voire nulle qui est consid(~rable- 
ment altdr6e par le processus de congdlation- 
d6cong(Hation. La difficult6, face & des spermato- 
zo'ides immobiles, est de faire la distinction entre un 
spermatozo'ide vivant et un spermatozo'ide mort. La 
plupart des test de vitalitd spermatique explore I'in- 
t6gritd fonctionnelle et structurale de la membrane 
plasmique, comme les tests d'exclusion des colo- 
rants vitaux ou le test de gonflement hypo-osmo- 
tique. 

La mobilite spermatique est le seul param~tre qui 
permet d'avoir la certitude de la vitalitd sperma- 
tique. Nous avons dvalu(~ les effets de la 
Pentoxifylline (PTX), inhibiteur de la phosphodies- 
tdrase de I'AMPc, sur les spermatozo'ides testiculai- 
res decongeles (n=14), afin de ddmontrer que ce sti- 
mulant chimique est capable d'induire ou d'aug- 
menter leur mobilite. La PTX augmente significati- 
vement le nombre de spermatozo'ides testiculaires 
mobiles apr~s ddcongelation dans les pr61~ve- 
ments de patients pr(~sentant une azoospermie 
s(~cretoire (n=8) ou excrdtoire (n-6). L'action maxi- 
male est atteinte entre 60 et 120 minutes. L'effet de 
la PTX sur la mobilitd est supdrieure Iorsque les 
spermatozdides sont issus de sujets prdsentant 
une azoospermie excrdtoire. L'association PTX-gra- 
dient de migration amplifie cet effet sur la mobilitd 
dans les prelevements d'origine excr~toire. Cet 
effet cumulatif n'est pas observd sur les spermato- 
zo'ides des azoospermies s6cr6toires. 

Sur les 100 cycles d'ICSI realises ~ I'aide de sper- 
matozo'/des testiculaires ou epididymaires decon- 
gelds et traitds par la PTX & 3,5mM, aucune diff(~- 
rence significative n'a 6t~ observde entre les taux 
de fecondation, le nombre d'embryons obtenus, 

transfer6s ou congel~s ainsi que les taux de gros- 
sesse entre les cycles d'ICSI utilisant des sperma- 
tozo'ides testiculaires des azoospermies s~cretoi- 
res et ceux des azoospermies excr~toires. 

Le Pentoxifylline, en induisant et augmentant la 
mobilit~ des spermatozo'ides testiculaires d6conge- 
16s, facilite la s61ection des spermatozdides vivants 
en vue de leur utilisation ult6rieure. 

Mots cl~s �9 pentoxifylline, spermatozotdes immobiles, 
spermatozoides testiculaires, vitafit# spermatique 

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

L'injection d'un spermatozoa'de dans le cytoplasme ovocy- 
taire (ICSI) a largement dEmontr6 son efficacit6 dans la 
strat~gie de prise en charge des alterations spermatiques 
les plus sEvbres [26]. Des taux 61evEs de f6condation, de 
clivage et de grossesse ont tr6s rapidement 6t6 rapport6s 
apr~s 1CSI effectu6es avec des spermatozoa'des 6jacul6s 
[22], 6pididymaires et testiculaires [23]. L'extraction de 
spermatozo'ides ~ partir de fragments testiculaires (TESE) 
est doric propos6e non seulement darts les azoospermies 
excr6toires mais aussi dans les azoospermies s6cr6toires. 
Les spermatozo'ides testiculaires peuvent fitre utilis6s 
directement aprbs l'extraction ou fitre congel6s et stock6s 
dans l' azote liquide [12J. La cong61ation des spermatozdi- 
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des testiculaires 6vite la r6p6tition des pr61~vements chirur- 
gicaux testiculaires chcz un m~me patient et les complica- 
tions qui peuvent en d6couler (h6matome, infection, d6vas- 
cularisation du testicule,..) [30]. La biopsie testiculaire peut 
ainsi ~tre r6alis6e de mani~re asynchrone au jour de la 
ponction ovocytaire, plus particuli~rement dans ]es 
azoospermies s6crdtoires o~ l'isolement de spermatozo'ides 
peut-fitre infructueux dans 40% des cas. 

Les spermatozo/des testiculaires d6congel6s ont une mobi- 
lit6 tr~s alt6r6e voire nulle. Cependant, les taux de f6conda- 
tion et de grossesse ne semblent pas ~tre affect6s par le pro- 
cessus de cong61ation-d6cong61ation, marne lorsque la 
concentration et la mobilit6 des spermatozoides est tr~s fai- 
ble [24]. Or, la vitalit6 des spermatozoides est le param~tre 
majeur qui retentit directement sur les taux de f6condation 
et de grossesse en ICSI. La difficult6, face aux spermato- 
zoides immobiles, est de faire la distinction entre les sper- 
matozo'~des vivants et les spermatozo/des morts. Cette 6tape 
d'identification du spermatozoide vivant est un prdalable 
indispensable avant son utilisation en ICSI. 

L'identification des spermatozo'~'des vivants ou molts fait 
intervenir des propri6t6s de la cellule qui sont alt6r6es au 
cours de la mort cellulaire. Une d6finition de la mort cellu- 
laire est cependant n6cessaire pour comprendre les appro- 
ches m6thodologiques de reconnaissance du spermatozo'/de 
vivant. Deux types de mort cellulaire sont habituellement 
proposdes : la n6crose et l'apoptose. Ces deux processus 
vont affecter de mani~re diff6rente la membrane plasmique 
et le noyau de la cellule. 

La n6crose est une mort cellulaire accidentelle qui survient 
secondairement h une agression et au ddcours d'un proces- 
sus pathologique. Elle se caract6rise sur le plan morpholo- 
gique par un gonflement puis une lyse cellulaire qui s'ac- 
compagne d'une perte de l'intdgrit6 membranaire et d'une 
compaction ldg~re de la chromatine. La ndcrose s'accom- 
pagne d'une r6action inflammatoire importante et affecte 
des groupes de cellules voisines [19]. La vitalit6 des sper- 
matozoa'des est le param6tre qui permet de d6terminer le 
pourcentage de spermatozoa'des morts par ndcrose. Les 
m6thodologies employdes se r6fbrent 5 la perte de l'intdgri- 
td membranaire observde au cours de la n6crose. La vitalit6 
peut s'appr6cier par l'exclusion des colorants vitaux ou la 
capacit6 de r6gulation osmotique de la membrane sperma- 
tique 6valude dans des conditions hypoosmotiques I40]. 

L'apoptose est une forme particuli~re de mort cellulaire 
programm6e. Ce processus physiologique a pour but de 
maintenir I'hom6ostasie au sein des tissus. Uapoptose ne 
s'accompagne pas de r6action inflammatoire. Uint6grit6 de 
la membrane plasmique est longtemps pr6serv6e. La chro- 
matine se condense et se marginalise, au nivcau moldculai- 
re, l'activation d'une DNase endog~ne sp6cifique entraine 
un clivage internucl6osomique de I'ADN g6n6rant des frag- 

ments de 180 h 200 paires de bases. L'apoptosc affecte une 
cellule unique. Les m6thodes d'6valuation du processus 
apototique, telles que la m6thode TUNEL (noyau) ou la 
d6tection des phosphatidyl s6rines membranaires par 
l'Annexine V (membrane plasmique), ne permettent pas 
actuellement d'envisager une utilisation ult6rieure des sper- 
matozo'/des en ICSI [19]. 

Ainsi, les diff6rentes approches mdthodologiques que nous 
d6velopperons auront pour but de distinguer le spermato- 
zo'ide vivant du spermatozo/de mort par n6crose. Un sper- 
matozo'/de vivant peut atre mobile ou immobile : nous 6va- 
luerons l'int6r6t de traiter par la Pentoxifylline les sperma- 
tozo'ides testiculaires d6congel6s pour induire ou augmenter 
leur mobilit6. Nous comparerons ces r6sultats aux tests de 
vitalit6 colorim6triques et test de gonflement hypoosmo- 
tique (HOS-test). 

II. M A T E R I E L  ET M E T H O D E S  

1. Etude A : Action de la Pentoxifylline sur les sper- 
matozo'ides testiculaires apr~s d6cong~lation 

a) Sujets ~tudi~s 

Quatorze hommes, fig6s entre 27 et 39 ans consultant pour 
l'exploratkm d'une infertilit6 primaire, ont subi une biopsie 
testiculaire bilat6ra]e avec extraction de spermatozo'fdes. 

Six patients pr6sentaient une azoospermie excr~toire li6e 
une absence cong6nitale bilat6rale des canaux d6f~rents (A 
B C D, n=5) ou ~ une an6jaculation dans le cadre d'un trau- 
matisme rachidien (n= 1). Les dosages plasmatiques de FSH 
6talent normaux. 

Huit patients pr6sentaient une azoospermie s6cr6toire ~ pH 
et volume normaux. Panni leurs ant6c6dents, on note une 
cryptorchidie uni- (n= 1) ou bilat6rale (n=3), une torsion tes- 
ticulaire (n=l) et une varicoc~le bilat6rale (n=l). Deux 
patients n'avaient aucun ant6c6dent andrologique. 
L'examen clinique et l'6chographie g6nitale confirme la 
varicoc~le, r6v~le une hypotrophie testiculaire chez trois 
patients et confirme l'absence de pathologie andrologique 
obstructive chez tousles patients. Les dosages plasmatiques 
de FSH 6talent augment~s chcz deux patients (18,8mU[/mL 
et 19mUI/ml respectivement). 

b) Extraction des spermatozo[des testiculaires (TESE) 

La biopsie testiculaire est r6alis6e sous anesth6sie g6n6rale. 
Apr~s incision du scrotum et de la vaginale, une biopsie 
chirurgicale bilat6rale (200 '~ 300mg) est r6alis6e. Les frag- 
ments testiculaires sont transport6s au laboratoire dans du 
milieu IVF (Medicult| France). La dilac6ration des tubes 
s6minif~res s'effectue sous Ioupe dans une b~ite de P6tri 
(Falcon| 2003, Becton Dickinson Co, Angleterre) ~ l'aide 
de deux seringues h insuline et finalement h l'aide de deux 
lames de verre st6rilis6es. La suspension est alors m61ang6e 
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l'aide d'un vortex. Une premiere recherche de spermato- 
zoi'des est effectu6e dans un 6chantillon de 10pL avec un 
microscope ?a contraste de phase. En l'absence d'isolement 
de spermatozo'ides, une deuxibme recherche est r6alis6e 
apr6s une incubation de deux a trois heures dans une 6tuve 

37~ 5% CO 2 sur l'ensemble de l'6chantillon si besoin. 

Une estimation du nombre de spermatozoa'des et de leur 
mobilit6 avant congElation est pratiqu6e dans un 6chan- 
tillon de 101.tL. 

c) Cong~lation des spermatozo~des testiculaires 

La suspension est dilu6e (v/v) dans un milieu cryoprotec- 
tcur sans jaune d'oeuf (Sperrnfreeze| JCD, France), aspi- 
r6e dans des paillettes avant d'$tre congel6e ~ l'aide d'un 
Minicool (LC 40| Air Liquide Sant6, France). Les paillet- 
tes sont stock6es ,~ -196~ dans l'azote liquide. 

d) Prdparation des ~chantillons et stimulation de la mobi- 
lit~ 

Pour chaque patient, une paillette est d6congel6e pendant 5 
minutes h 37~ avant d'etre divis6e en trois aliquotes de 
volume 6gal. L'un des aliquotes est utilis6 comme contr61e 
et ne subit aucun traitement, le deuxibme est trait6 ,~ l'aide 
d'une solution de Pentoxifylline (Torental| h la concen- 
tration finale de 3,5mM. Le dernier 6chantillon subira une 
migration pr6alable sur gradient de Percoll (KABI 
Pharmacia| Uppsala, Suede) deux couches (70% et 90%), 
le culot de migration est divis6 en deux aliquotes, l'un 
subissant un traitement ~ la Pentoxifylline (PTX) ?a la m~me 
concentration que pr6c6demment et le second aucun traite- 
ment suppl6mentaire. 

e) Analyse des pr~lbvements 

Dix pL de chaque 6chantillon sont dilu6s dans 20~tL de 
milieu de culture (IVE Medicult| France), plac6s dans 
une boite de P6tri et observ6s sous huile d6toxifi6e h l'aide 
d'un microscope invers& Le nombre de spermatozofdes 
mobiles (mobilit6 sur place et progressive) est 6valu6 ~ 15, 
30, 60, 120 minutes et 24 heures apr~s mise en contact avec 
la Pentoxifylline. La m~me observation est effectu6e dans 
lcs 6chantillons non trait6s. 

Le nombre de spermatozoi'des mobiles obtenu dans les 
6chantillons avec et sans traitement par PTX est analys6 'h 
l'aide du test de Mann-Whitney (logiciel Statview| for 
Windows). Une valeur de p<0,05 est consid6r6e comme 
significative. 

2. Etude B : Etude r6trospective portant sur l'analy- 
se de 100 tentatives d'ICSI utilisant des spermato- 
zo'ides testiculaires ou 6pididymaires d6congel6s et 
trait6s par Pentoxifyiline 

Cette 6tude r6trospective porte sur cent tentatives de f6con- 
dation in vitro par microinjection (ICSI) utilisant des sper- 

matozo~'des 6pididymaires ou testiculaires dEcongel6s trai- 
t6s pr6alablement par PTX ?a la concentration finale de 
3,5raM pendant 15 minutes. La cong61ation utilis6e 6tait la 
m~me que celle d6crite pour l'6tude A. La chronologie de 
prise en charge des patients pr6sentant une azoospermie 
s6cr6toire ou excr6toire et devant subir une biopsie testicu- 
laire est la suivante : 

�9 let temps : diagnostic et exploration de l'azoospermie, 

�9 2e temps : biopsie chirurgicale avec extraction et cong61a- 
tion des spermatozo'ides, 

�9 3 e temps : ICS1 asynchrone. 

Les spermatozofdes extraits sont issus de patients pr6sen- 
tant une azoospermie s6cr6toire (AS) ou excr6toire (AE). 
Pour chacun des pr61bvements testiculaires, un test de 
d6cong61ation est effectu6 pr6alablement a la tentative 
d'ICSI. La mobilit6 est appr6ci6e avant et apr6s traitement 
par la PTX. Pour chacune des tentatives r6alis6es, seront 
pfis en compte l'hge de l'homme le jour de la biopsie et de 
la femme le jour de la tentative, le hombre d'ovocytes 
recueillis, le taux de f6condation, le hombre d'embryons 
obtenus, le hombre et la qualit6 des embryons transf6r6s, le 
taux de grossesse aprbs transfert des embryons frais ainsi 
que le nombre d'embryons congel6s. 

La mobilit6 des spennatozo'/des est analys6e h l'aide d'un 
test de Student afin de comparer entre les deux groupes (AE 
et AS) la mobilit6 avant et aprbs traitement par PTX. La 
m~me analyse est pratiqu6e sur les diff6rents paramOtres 
des tentatives d'ICSI. Une valeur de p<0,05 sera consid6r6e 
comme significative. 

III .  R E S U L T A T S  

1. Etude A 

Apr6s d6cong61ation, le pourcentage de sperrnatozo'fdes 
mobiles est plus 61ev6 chez les sujets pr6sentant une 
azoospermie excr6toire (p=0,003). La migration sur gradient 
de Percoll permet d'initier la mobilit6 des spermatozo'fdes 
testiculaires aprbs d6cong61ation (Figure !). Cependant, sur 
les 6chantillons des azoospermies s6cr6toires, cette pr6para- 
tion entra~ne une r6duction importante du hombre de sper- 
matozo'ides qui sont perdus au cours de la migration. 

La Pentoxifylline augmente la mobilit6 des spermatozoa'des 
testiculaires apr~s d6cong61ation avec ou sans migration 
pr6alable sur gradient de Percoll (p<0,000l, Tableau 1 et 
Tableau 2). Un effet maximal est observ6 60 ~a 120 minutes 
aprbs la mise en contact avec la PTX (p<0,001). Dans cer- 
tains 6chantiilons, une mobilit6 progressive a pu ~tre obser- 
v6e. 

L'effet de la PTX sur la mobilit6 semble sup6rieure lorsque 
les spermatozoades sont issus de sujets pr6sentant une 
azoospermie excr6toire. De la m~me fa~on, l'association 
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Figure 1 : Effet de la Pentoxifylline et de la migration sur 
gradient de Percoll sur la mobilitd des spermatozoi'des tes- 
ticulaires aprbs ddcongdlation. 

Tableau 1 : Mobilitd des spermatozo'ldes testieulaires ddcongelds traitds par Pentoxifylline. 

AZOOSPERMIE MOBILITE (%) 
SANS PENTOXIFYLLINE AVEC PENTOXIFYLLINE 

15min 30min 60min 2h 24h 15rain 30min 60min 2h 

SECRETOIRE 6.38 5.25 7.38 7.13 2.50 26.63 24.25 24.00 22.38 

EXCRETOIRE 7.33 7.17 6.67 5.67 7.33 24.50 29.17 30.17 3 !.67 

MOYENNE 6.88 6.07 7.07 6.50 4.57 25.71 26.36 26.64 26.36 

24 h 

14.29 

26.00 

19.69 

Tableau 2 : Mobilitd des spermatozoides testiculaires d~congelds migrds sur gradient de percoll et traitds par Pentoxifilline. 

AZOOSPERMIE MOBILITE APRES PERCOLL (%) 
SANS PENTOXIFYLLINE AVEC PENTOXIFYLLINE 

15min 30min 60min 2h 24h 15min 30min 60min 2h 

SECRETOIRE 11.38 8.50 8.00 7.38 5.63 17.13 15.75 17.63 15.86 

EXCRETOIRE 18.33 19.00 22.17 19.17 16.33 44.33 41.83 42.00 41.50 

MOYENNE 14.36 13.00 14.08 12.43 10.21 28.79 26.93 28.07 27.43 

24 h 

13.67 

27.67 

19.27 
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migration sur gradient de Percoll suivi d 'un traitement par 
PTX amplifie cet effet sur la mobilit6 dans les azoosper- 
mies excrEtoires par comparaison au simple traitement par 
PTX (p=0,002) (Figure 1). 

Dans les azoospermies s&r&oires, cet effet cumulatif entre 
le Percoll et la PTX n'est  pas observE. Le Percoll semble 
plut6t rEduire le recrutement des spermatozo[des mobiles. 

2. Etude B 

Parmi les cent tentatives d ' ICSI  utilisant des spermatozoY- 
des prdlevds chirurgicalement, 72 tentatives ont utilisE des 
spermatozoides testiculaires provenant de patients prEsen- 
rant une azoospermie sEcrEtoire (n=53) ou une azoosper- 
mie excrEtoire (n=19), et 28 ont intEressd des spermatozoa'- 
des 6pididymaires dans le cadre d 'une azoospermie excrE- 
toire. Les rEsultats d ' ICSI  avec spermatozoYdes Epididy- 
maires ont EtE regroupds avec ceux des spermatozo'fdes tes- 
ticulaires du groupe azoospermie excr&oire car les diffE- 
rents rEsultats de I 'AMP ne variaient pas entre les deux 
groupes. 

Les tests de dEcongElation rEalisds avant la tentative d ' ICSI  
confirment les rEsultats de l'Etude A. La PTX augmente 
significativement la mobilitE des spermatozoides testiculai- 
r e s e t  Epididymaires. La mobilitE initiale est plus faible 
pour les spermatozoi'des de patients prEsentant une 
azoospermie sEcrEtoire. L'Sge des hommes et des femmes, 

le taux de fEcondation, le nombre d 'embryons obtenus, 
transfErEs et congelEs ainsi que les taux de grossesse ne 

varient pas significativement entre les deux groupes (sEcrE- 

toire ou excr&oire, Tableau 3). 

La seule difference significative observEe intEresse le nom- 
bre d 'ovocytes recueillis et injectEs, plus faible dans le 

groupe sEcr&oire. 

IV.  D I S C U S S I O N  

L'identification des spermatozo'fdes vivants peut s 'effectuer 

par l 'analyse de deux param&res : la vitalitd et la mobilitE. 

1. La vitalit~ 

La vitalitd des spermatozo'fdes peut s'apprEcier par les 
modifications des propriEtEs de la membrane plasmique 

survenant au cours de la nEcrose. DiffErents tests sEnt 

actuellement disponibles pour verifier l'intdgritE structura- 

le et fonctionnelle de la membrane plasmique spermatique. 

La vitalitE des spermatozo'ides, comme dEfinie selon les cri- 

tbres de I 'O.M.S, refl&e la proportion de spermatozoides 

<< vivants >> ddterminEe par l 'exclusion de colorants ou par 

leur capacitE de regulation osmotique dans des conditions 

hypo-osmotiques. La membrane plasmique 16sEe devient 
permeable h certains colorants et ne rEpond plus aux varia- 

tions de pression osmotique [40]. 

Tableau 3 : Rdsultats de 100 tentatives d ' ICSI r~alisdes gl l'aide de spermatozoi'des testiculaires et dpididymaires d6congelds trait~s par 
Pentoxifylline. 

AZOOSPERMIE EXCRETOIRE AZOOSPERMIE SECRETOIRE 

Age Mr 

Age Me 

Ovocytes recueillis 

Ovocytes injectds 

Embryons obtenus 

Taux de fEcondation 

Embryons transf6r& 

Embryons congelds 

Taux de grossesses par transfert (%) 

Embryons replac6s 
C1/E1 
C2/E2 
C3/E3 

Test de d6cong61ation 
Mobilit6 sans PTX 
Mobilit6 avec PTX 

33,40 _+ 0,99 NS 33,36 _+ 0,63 

30,29 _ 0,47 NS 31,57 _+ 0,69 

14,30 + 0,97 p<O,O01 11,23 _+ 0,95 

10,28 +_ 0,74 p<0,001 7,53 _+ 0,65 

6,34 + 0,59 NS 4,02 + 0,35 

58,81 + 3,62 NS 55,48 + 3,33 

1,96 -+ 0,11 NS 1,89 _+ 0,10 

1,10 +_ 0,32 NS 0,60 -+ 0,20 

27,30 +_ 0,07 NS 25,50 + 0,06 

3,45 + 0,26/15,04 + 1,95 
3,41 + 0,25/16,67 +_ 2,63 
3,38 ___ 0,60/22,50 + 3,90 

NS 
NS 
NS 

3,24 _+ 0,19/10,98 _+ 2,16 
3,30 _+ 0,23/12,13 +_ 2,09 
3,33 +_ 0,24/14,44 +_ 5,68 

3,00 _+-+ 0,83 p<O,O01 0,46 _+ 0,22 
23,68 + 2,56 NS 22,89 + 4,19 

Les rdsultats rapportent les moyennes ( +_SEM) 

C : hombre de blastombres. E : pourcentage d'exsudats (%). NS : difference non significative. 
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a) Exclusion des colorants vitaux 

Les colorants vitaux permettent d'Evaluer l'intEgrit~ de la 
membrane plasmique au niveau de la tEte des spermatozoi- 
des. Le spermatozoi'de vivant exclut le colorant et le sper- 
matozoi'de mort laisse passer [e colorant. La coloration vita- 
le la plus frEquemment utilisEe associe I'Eosine Y et la 
Nigrosine (O.M.S). L'observation s'effectue fi l'aide d'un 
microscope ~t contraste de phase. Le pourcentage de sper- 
matozoi'des colorEs doit Etre infErieur ou 6gal au pourcen- 
tage de spermatozo'/des mobiles. D'autres colorants sont 
actuellement disponibles pour Etudier la vitalitE sperma- 
tique : nous ne citerons que le lodure de Propidium et 
l'Hoechst 33258 14, 33]. Les spermatozo'l'des sont observes 
avec un microscope h fluorescence. La coloration au Iodure 
de Propidium offrirait une plus grande sensibilitE dans la 
detection des spermatozo]'des morts que l'Eosine Y- 
NEgrosine [33]. La coloration EosineY-Nigrosine comme le 
Iodure de Propidium ne permettent pas une utilisation ultE- 
rieure des spermatozoi'des en ICS[. MEme si le Hoechst 
autorise une utilisation des Echantillons traitEs, la recon- 
naissance des spermatozofdes morts n'est rEalisable qu'h 
l'aide d'un microscope ~ fluorescence. Par ailleurs, les tests 
colorimEtriques sont difficilement interprEtables en prEsen- 
ce d'un faible nombre de spermatozofdes, doric sur des prE- 
l~vements testiculaires. 

b) Test de gonflement hypo-osmotique 

Le test de gonflement hypo-osmotique ou << HOS test ,, ou 
<< Curling test 7, est base sur le fait que la membrane de la 
cellule intacte est semi-permEable. Le spermatozo'l'de vivant 
place dans un milieu hypo-osmotique va augmenter de 
volume du fait de I'influx d'eau. Le spermatozoide va gon- 
tier et un enroulement plus ou moins important du flagelle 
sera observe [39]. L'HOS-test serait un indicateur de la 
conservation de l'intEgritE membranaire au niveau du fla- 
gelle du spermatozo'fde. Les milieux hypo-osmotiques utili- 
sEs sont habituellement un m~lange Fructose 
(150mOsmol)/Citrate de Sodium (150mOsmol) [15, 41, 
milieu de culture/eau distillEe (v/v) [42] ou eau distillEe 
uniquement dans le ~< Water test >> [21]. Le test de gonfle- 
ment hypo-osmotique est applicable sur une suspension de 
spermatozo'l'des [16] ou sur spermatozo/de isolE [11. Une 
correlation existe entre la concentration de spermatozo'fdes 
mobiles, le pourcentage de spermatozofdes vivants et 
l'HOS-test [I 6]. Les limites d'utilisation de ce test de vita- 
litE serait la congElation des spermatozoa'des. Son efficacitE 
serait rEduite voire nulle sur les spermatozoi'des dEconge- 
16s : aucune correlation n'est retrouvEe entre l'HOS-test est 
la coloration vitale Eosine-Nigrosine ou Hoechst 33258 
apr~s dEcong~lation [11]. Le mSme constat est effectuE sur 
des spermatozo'/des 6jaculEs ou testiculaires immobiles 
apr~s dEcongElation, 33% des spermatozol'des rEpondent '~ 
l'HOS-test dont 24% sont colorEs par l'Eosine-Nigrosine 

[20]. La congdlation altSre l'intEgrit6 membranaire sperma- 
tique, ces alterations dEbuteraient plus prEcocement au 
niveau de la tSte qu'au niveau du flagelle. Cependant, 
Bachtell et al. [4] dEmontrent la sup~riorit6 de l'HOS-test 
sur la mobilit6 comme indicateur de vitalit6 sur des sper- 
matozo'/des testiculaires, 6pididymaires ou dEf~rentiels frais 
ou congelEs. Dans cette Etude, la mobilit6 des spermatozo'f- 
des apr~s dEcong~lation n'est pas nulle, ce qui probable- 
merit refl~te une meilleure preservation de l'intEgrit6 mem- 
branaire. I1 conviendrait de reserver l'HOS-test pour les 
spermatozoa'des non congelEs 6jaculEs, ~pididymaires ou 
testiculaires et pour les 6chantillons dEcongelEs prEsentant 
une mobilit6 rEsiduelle. UHOS-test faciliterait la selection 
des spermatozoides vivants en vue de leur utilisation ultE- 
rieure en ]CSI. Casper et al. [6] prEsElectionnent par 
l'HOS-test des spermatozoides immobiles 6jaculEs ou 6pi- 
didymaires avant I'ICSI. Les taux de fEcondation (43% vs 
23%) et de clivage embryonnaire (39% vs 23%) sont plus 
61evEs dans le groupe oh une prEsElection des spermatozo'/- 
des avant injection est pratiquEe. 

2. La mobilit~ 

La mobilit6 est un param~tre qui permet d'avoir la certitu- 
de de la vitalitE du spermatozoade. Cependant, les sperma- 
tozoa'des extraits des testicules sont en faible quantitE et leur 
mobilit6 initiale est tr~s diminuEe voire nulle. Leur congE- 
lation rEduit considErablement les chances de retrouver des 
spermatozo'fdes mobiles. MSme si des grossesses peuvent 
8tre obtenues apr~s injection de spermatozo'/des testiculai- 
res immobiles [31, 29], la rEalisation et les rEsultats de 
I'ICSI sont sans Equivoque meilleurs apr~s injection de 
spermatozo'fdes mobiles [24]. 

a) Techniques de migration 

L'initiation ou l'augmentation de la mobilitE peut-Stre obte- 
nue apr~s migration qu'elle soit descendante (gradient de 

Percoll | ou de Puresperm | ou ascendante (Swim up). 
Cependant, mSmc si le gradient est rEalisable pour les sper- 
matozo'l'des testiculaires, une perte importante de spermato- 
zo'fdes est observEe, comme nous avons pu le constater clans 
l'Etude A. Le Swim up est encore plus irrEaliste pour les 
spermatozo'l'des testiculaires. 

b) Culture in vitro 

L'incubation des prEl~vements testiculaires h 37~ avec 
5% de CO2, durant quelques heures dans un milieu de cul- 
ture utilis~ pour la fficondation in vitro [23], voire la cultu- 
re in vitro des spermatozo'fdes pendant 24 h 72 heures, per- 
met d'initier cette mobilitE sur des spermatozo'fdes initiale- 
merit immobiles [9]. De mEme, la culture des prEl~vements 
avant leur congElation augmenterait la resistance des sper- 
matozofdes h la congElation [10]. La culture des spermato- 
zoldes pendant 48 heures dans le fluide tubaire stimulerait 
Egalement leur mobilitE [2]. Dans l'Etude A, la mobilitE des 
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spermatozoi'des testiculaires dEcongelEs traitEs ou non par 
la Pentoxifylline diminue aprEs une culture de 24 heures 
37~ avec 5% de CO2. L'absence d'Elimination du milieu 
de congElation de mfime que l'incubation prolongEe avec la 
PTX peuvent probablement avoir un effet dE1EtOre sur la 
survie des spermatozoades ~l 24 heures et expliquer ces 
rEsultats. 

c) Stimulants chimiques : la Pentoxifylline 

Une autre alternative pour augmenter la mobilitE des sper- 
matozoa'des est d'utiliser des stimulants chimiques, parmi 
lesquels on peut citer la cafEine, la dEoxyadEnosine mais 
surtout la Pentoxifylline [13]. Une autre molecule, le 17b- 
Oestradiol, peu employee jusqu'~t present, aurait Egalement 
un effet bEnEfique sur la mobilitE spermatique [7, 14[. 

La Pentoxifylline (PTX) appartient h la famille des mEthyl- 
xanthines dEnt font partie Egalement la cafEine et la thEo- 
phylline. Cette molecule augmente la concentration intra- 
cellulaire de I'AMPc par inhibition de la phosphodiestErase 
de I'AMPc. Elle amEliore la microcirculation en agissant 
comme vasodilatateur pEriphErique, elle diminue aussi la 
viscositE sanguine et I'agrEgation des p[aquettes. De ce fait, 
elle fur utilisEe initialement dans le traitement de l'artErio- 
pathie des membres infErieurs et est habituellement connue 
sous le nora de Torental| La PTX agit Egalement sur les 
lbnctions du spernlatozo~'de : elle augmente la mobilitE des 
spermatozoades frais et congelEs et plus particulibrement 
dans les asthEnospermies [39], elle induit l'hyperactivation 
spermatique [38, 27, 17]. EUe facilite la pEnEtration des 
spermatozoides dans la glaire cervicale [25, 8], induit la 
reaction acrosomique [38], amEliore les rEsultats de la 
fEcondation in vitro 139, 36]. 

Aucun effet tEratogEne de la PTX n'a Et~ observe chez la 
ratte [3] et la souris [18] h des doses comparables h celles 
administrEes per os chez l'Homme. Aucune Etude EpidE- 
miologique portant sur les anomalies congEnitales obser- 
vEes darts la descendance de femmes traitEes par PTX 
durant la grossesse n'est rapportEe dans la littErature. In 
vitro, la toxicitE de la Pentoxifylline en AMP peut s'envisa- 
ger 71 trois niveaux : les spermatozoa'des, les ovocytes et les 
embryons. La toxicit6 sur les spermatozoYdes se dEveloppe 
�9 ~ des concentrations de PTX supErieures ?a 5mg/ml avec un 
effet maximal au delh de 20mg/ml. La dose habituellement 
recommandEe est de 2,5mg/mL [8] et correspond ~t la dose 
utilisEe dans notre Etude. L'effet toxique du temps d'expo- 
sition se manifeste au del'~ de deux heures, ce qui a pu ~tre 
observe dans notre Etude. Un effet maximale de la PTX sur 
les spermatozoi'des testiculaires apparah entre une et deux 
heures aprEs le debut dc l'incubation. En fEcondation in 
vitro chez la souris, une activation ovocytaire spontanEe est 
observEe au-delh de l mM de PTX avec un effet maximal 
au-delh de 5raM. L'incubation des ovocytes fEcondEs dans 
un milieu contenant des concentrations croissantes de PTX 

entraine un arr~t du clivage embryonnaire, un retard du 
dEveloppement embryonnaire voire une lyse embryonnaire, 
avec un effet dose au-delh de 0.16raM [32]. Dans l'Etude B, 
les spermatozoades testiculaires dEcongelEs sEnt incubEs 
dans un milieu de culture contenant de la PTX et sEnt rin- 
cEs avant d'etre injectEs dans l'ovocyte. La concentrations 
de PTX en contact avec l'ovocyte est done infime tout en 
sachant que cette concentration n'a pas EtE mesurEe objec- 
tivement. 

L'Etude A dEmontre l'efficacitE de la PTX sur la mobilitE 
des spermatozo'/des testiculaires dEcongelEs, m~me lorsque 
la mobilitE initiale est nulle. Cette initiation de la mobilit6 
est rapportEe dans une Etude portant sur dix Echantillons de 
spermatozo'ides testiculaires immobiles traitEs par PTX 
avec un eflet maximal "h 90 minutes [35]. Terriou et aL [37] 
incubent avec de la PTX dix Echantillons de spermatozoY- 
des Opididymaires (n=5) et testiculaires (n=5) immobiles 
frais et congelEs, et observent l'apparition d'une mobilitE 
darts ces prEl~vements. Les m~me rEsultats sEnt rapportEs 
par Calamera et al. [5] sur des spermatozoa'des testiculaires 
immobiles fiais (n=17) et congelEs (n=55). L'effet cumula- 
tif de la PTX et du gradient de migration sur les spermato- 
zoi'des testiculaires d'origine excrEtoire n'est, ?~ notre 
connaissance, pas rapportE dans la littErature. Mais, ce 
rEsultat peut s'interprEter aussi par une meilleure qualitE 
des spermatozo'fdes testiculaires, en terme de vitalit6 et de 
mobilitE, dans les azoospermies obstructives [28]. 
L'association PTX-gradient de migration ne semble pas 
indiquEe pour les spermatozo'l'des testiculaires des 
azoospermies non obstructives. Le nombre et la vitalitE 
Etant initialement trbs faibles, une importante perte cellulai- 
re est observEe au cours de la migration. 

L'analyse des cent tentatives d'ICSI rEalisEes h l'aide de 
spermatozo'/des testiculaires (ST) dEcongelEs et traitEs par 
PTX revile des taux de fEcondation et de grossesse satis- 
faisants et peu diffErents des taux obtenus au sein de notre 
Laboratoire en ICSI ?~ l'aide de spermatozofdes EjaculEs 
(SE) non traitEs par PTX (57,15% (ST) vs 63,24% (SE) et 
26,9% (ST) vs 29,92% (SE) respectivement). Les m~mes 
constations sEnt effectuEes pour les taux de fEcondation et 
de grossesse entre les prEl~vements d'azoospermie obstruc- 
tive et d'azoospermie non obstructive. Terriou et al. [37] 
obtiennent des rEsultats identiques en ICSI en injectant des 
spermatozoldes testiculaires ou Epididymaires spontanE- 
ment mobiles ou ?a mobilitE induite par la PTX. 

V. CONCLUSION 

L'identification du spermatozo'ide testiculaire vivant 
fair appel h diff~rents artifices techniques qui peuvent 
6tre associEs les uns les autres pour en am~liorer leur 
efficacit~. La strat~gie qui pourrait 6tre propos~e en 
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presence de spermatozo'ides testiculaires immobiles 
pourrait ~tre la suivante : 

�9 Le maintien en culture durant deux h trois heures 
37~ avec 5% de CO2 et ie traitement secondaire 
par PTX (3,5mM) pendant une heure en l'absence de 
mobilitY. 

�9 Si ies deux traitements precedents sont inefficaces, 
rHOS-test peut s'envisager sur des spermatozo'ides 
isol~s ou sur des petits groupes de spermatozo'fdes. 

�9 En cas d'~chec complet, ia r~alisation de I'ICSI ne 
pourra ~tre empathic, des grossesses pouvant ~tre 
obtenues par injection de spermatozoides immobiles 
non pr~s~lectionn~s [41, 29]. 

La vitalit6 spermatique n'est plus, cependant, ie seul cri- 
t~re suffisant pour caract~riser le spermatozo'ide apte h 
f~eonder i'ovocyte en ICSI. Des alterations du noyau 
spermatique voire de ia membrane plasmique non 
d~tect~es par les tests de vitalit~ habituels et pr~sentes 
aussi dans les spermatozo'ides mobiles sont susceptibles 
d'entraver le d~veloppement embryonnaire et de r6dui- 
re le taux de grossesse apr~s transfert [34]. 
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ABSTRACT 

How to identify living spermatozoa? 

Nathalie RIVES, Louis SIBERT, 
Sophie MAZURIER, Jean-Pierre MILAZO, 

Nathalie MOUSSET-SIMEON, Brigitte CLAVIER, 
Bertrand MACE 

Testicular sperm extraction (TESE) has been used to 
retrieve spermatozoa in patients with secretory 
azoospermia for intracytoplasmic sperm injection 
(ICSI). However, testicular spermatozoa have poor 
motility that significantly decreases after cryopre- 
servation and thawing. The major difficulty with tes- 
ticular spermatozoa is to distinguish between living 
and dead spermatozoa, as most spermatozoa are 
immotile. The aim of this study was firstly to report 
the various methods used to explore spermatozoa 
vitality. Most tests assess the functional and struc- 
tural integrity of the sperm membrane, such as stai- 
ning methods and hypo-osmotic swelling test (HOS- 
test). We then evaluates the potential of pentoxifylli- 
ne (PTX), a phosphodiesterase inhibitor of the 
methylxanthine group, to improve the distinction 
between living and dead immotile testicular sperma- 
tozoa by increasing the number of post-thawed moti- 
le spermatozoa. We also analysed the results of 100 
ICSI cycles performed with frozen-thawed testicular 
(n=72) and epididymal (n=28) spermatozoa treated 
with 3.5 mM PTX. 

To test the effect of PTX on motility, 14 samples of 
frozen-thawed testicular spermatozoa from eight 
patients with secretory azoospermia and six patients 
with excretory azoospermia were divided into three 
equal samples : one sample treated with 3.5 mM 
PTX, one sample initially migrated on two-layer 
Percoll gradient and then divided into two aliquots 
(one treated with 3.5 mM PTX, one without treat- 
ment), and the last sample without migration and 
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without PTX treatment. The number of motile sper- 
matozoa was evaluated in 10 pL of each sample with 
an inverted microscope at 15, 30, 60, 120 minutes 
and 24 hours. We also compared the outcome of ICSI 
in 100 cycles using frozen-thawed epididymal or tes- 
ticular spermatozoa between secretory and excreto- 
ry patients, 

PTX significantly increased the number of motile fro- 
zen-thawed testicular spermatozoa in secretory and 
excretory azoospermia. In excretory azoospermia, 
the number of motile spermatozoa was further 
increased when PTX was associated with migration 
on Percoll gradient, while PTX alone gave the best 
results in secretory azoospermia. Fertilization and 
pregnancy rates as well as embryo quality and divi- 
sion stages were comparable in the two groups. 

By increasing the number of motile frozen-thawed 
testicular spermatozoa, PTX improves the selection 
of living spermatozoa. 

Key-Words: immotile spermatozoa, pentoxifylline, testi- 
cular spermatozoa, spermatozoa vitafity 
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