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RESUME 

L'avenement de I'lCSl couplee a la biopsie testiculaire 
et le ddveloppement  de nouvel les mdthodes 
d ' invest igat ion de la spermatogen&se apportent un 
regain d'int~r~t pour I 'analyse de la spermatogenese 
partir de la biopsie testiculaire. Si on veut progresser 
dans le d iagnost ic et iologique, la connaissance des 
m6canismes et les r isques pour  I 'embryon des 
azoospermies et des oligospermies severes de type non 
obstruct i f ,  il est necessaire d 'etabl i r  le << ph6notype 
testiculaire >> de chaque patient. Pour cela, nous realisons 
systematiquement chez tout patient qui a une biopsie 
test iculaire associ6e a une ICSI, une 6tude histopa- 
thologique, faite sur un fragment testiculaire de la taille 
d'un grain de riz pr61eve au cours de la biopsie, et une 
etude m~iotique r6alisde sur le mat6riel non utilis6 pour 
I'ICSI et contenant  toutes les cel lu les germinales 
immatures. 

L'6tude histopathologique doit 6tre & la fois quantitative 
et qualitative. Elle permet de classer les anomalies du 
testicule en 4 grands groupes de 16sions : le syndrome 
des cel lu les de Sertol i  seules, la hyal in isat ion des 
tubules,  les les ions di f fuses de la spermatogen6se, 
I'atrophie mixte du testicule. L'etude mdiotique visualise 
les chromosomes dont le comportement refl6te I'dtat 
d'alt6ration de la spermatogen~se. Le marquage des 
complexes synapton6maux avec I'anticorps CORIlSCP3 
nous a permis de d6crire plusieurs types d'anomalies 
que I'on observe avec des fr6quences variables dans les 
spermatogen6ses alt(~r6es, cependant  des prof i ls 
particuliers 6mergent dans les syndromes d'6tiologie 
connue. Nous nous sommes particuli~rement intdressds 
aux ddfauts d 'appar iement  des chromosomes 
(asynapsis) au cours du stade pachyt~ne de la prophase 
I de la m6iose. Nous avons montre que les taux 
d'asynapsis etaient signif icat ivement plus elev6s dans 
les azoospermies de type non obstruct ives (NO) que 
dans les obstructives (O). Chez deux patients du groupe 

NO qui avaient des taux part icul ierement elev6s, nous 
avons sugg6r6 la presence d'un deficit primaire de la 
m6iose. L'un de ces pat ients est por teur  d 'une 
microddldtion AZFc. Un taux dlev6 d'asynapsis a aussi 
6t6 mis en 6vidence chez un pat ient  por teur  d 'une 
microd61dtion AZFb. Par ailleurs, quelque soit 1'6tiologie 
de la defail lance de la spermatogenese, un arr~t partiel 
ou total de la meiose se produi t  au mi l ieu du stade 
pachytene. A partir de ces travaux, nous avons propos(~ 
I 'hypothbse que le point de contr61e du pachytene 6tait 
situe au milieu de ce stade. 

Mots cl#.s : azoosperrnie, oligospermie, histologie testiculaire, 
meiose, asynapsis 

I. INTRODUCTION 

Depuis  plus de 60 ans, un grand nombre 
d'interrogations et de pdses de positions contradictoires 
ont emai l l~ I 'histoire de la biopsie test iculaire.  Cet 
examen,  Iongtemps r6al ise dans un doub le  but, 
d iagnos t ique  et pronost ique,  a part i r  de I '~tude 
h is topathologique de la spermatogenese,  apportai t  
peu de rense ignements  compares  aux  r isques de 
rintervention chirurgicale et avait ainsi disparu de la liste 
des investigations de I'infertilite masculine. L'avenement 
de I ' ICSI, coup lee a la b iops ie test icu la i re,  et le 
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developpement de nouvelles methodes d'analyse des 
cellules germinales telles que I'immunocytochimie et 
I'hybridation in situ, ont apporte un regain d'interet pour 
I'analyse de la spermatogenese ~ partir de la biopsie 
testiculaire. Ainsi, I'indication de la biopsie testiculaire, 
realisee dans un but therapeutique, ne se pose plus 
actuellement. 

C'est donc dans le cadre de ce geste therapeutique 
que le materiel testiculaire peut ~tre utilise dans un but 
diagnostique et de recherche, le consentement eclaire 
du patient etant indispensable pour la realisation de 
ces travaux. En effet, si I'on veut avancer dans le 
diagnostic etiologique, la connaissance des mecanismes 
et les risques pour I'embryon des azoospermies et des 
oligospermies severes de type non obstructif, il est 
necessaire de faire un etat des lieux le plus precis et le 
plus detaille possible de la spermatogenese de ces 
patients, il faut etablir le <{ phenotype testiculaire >> de 
chaque patient. Deux techniques d'analyse de la 
spermatogenese sont systematiquement realisees dans 
notre laboratoire Iorsqu'un patient a une biopsie 
testiculaire associee & une ICSI : I'etude histopa- 
thologique et I'etude meiotique. Ces deux etudes sont 
etroitement complementaires I'une de I'autre et elles 
ont deux objectifs : 1) apprecier I'etat de la 
spermatogenese, et 2) tenter de trouver une cause ou 
orienter le diagnostic etiologique de cette infertilite. 

II. RAPPEL DE LA S P E R M A T O G E N E S E  

La Valette Saint George en 1876 [7] definissait la 
spermatogenese comme le processus par lequel une 
spermatogonie souche donne naissance a un certain 
nombre de spermatozoYdes et qui peut ~tre divise en 3 
phases, chacune ayant une fonction bien definie. 1) 
une phase de multiplication et de renouvellement des 
spermatogonies ; 2) une phase de meiose qui se deroule 
dans les spermatocytes Ie t  II et qui s'acheve par la 
formation de cellules haplo'ides, les spermatides ; 3) 
une phase de maturation, la spermiogenese au cours 
de laquelle les spermatides subissent une serie de 
transformations necessaires a la fecondation et qui 

donnent naissance aux spermatozo'fdes. Les I ere et 
3eme phases presentent des caracteristiques 
specifiques de I'espece, tandis que les spermatocytes 
au cours de la meiose ont des caracteres morpho- 
Iogiques semblables dans de nombreuses especes de 
mammiferes et dans des especes aussi 61oignees de 
la nE)tre que la levure Saccharomyces cerevisiae. 

Les differents types cellulaires qui caracterisent la 
spermatogenese constituent dans les tubes seminiferes 
des associations bien definies qui forment le << cycle de 
I'epithelium seminifere >> dans lequel une sequence 

cellulaire est repetee & I'infini [1]. Le cycle de I'epithelium 
seminifere est un phenomene histologique dynamique 
qui prend place avec le temps en un endroit donne de 
I'epithelium seminifere. Chez I'homme, le nombre de 
cellules germinales qui sont vues & la meme etape de 
developpement sur les coupes histologiques est 
relativement petit, de tels groupes cellulaires occupent 
des aires limitees de I'epithelium seminifere. L'evolution 
synchrone des cellules germinales au sein de ces 
groupes cellulaires resulte d'une part de la presence de 
ponts intercellulaires, d'autre part de facteurs secretes 
par les cellules de Sertoli, qui coordonnent I'evolution 
de 5 a 6 generations de cellules germinales. Ces notions 
rendent compte des variations cellulaires observees 
d'un tube & I'autre, chez les sujets normaux et chez les 
patients qui presentent des defaillances de la 
spermatogenese et dont il faut tenir compte dans 
I'interpretation de I'histopathologie testiculaire. 

III. ETUDE HISTOPATHOLOGIQUE 

1. Pr~=l~vement et classification des Idsions 

Lors du prelevement chirurgical, il est indispensable 
qu'un fragment testiculaire soit immediatement fixe et 
envoye dans un laboratoire d'anatomopathologie. II est 
souhaitable d'avoir un echantillon par testicule, car dans 
28% des cas, les lesions different d'un testicule & I'autre. 
L'existence d'atrophies mixtes du testicule necessiterait 
le prelevement de plusieurs fragments, mais ceci n'est 
pas envisageable en pratique, car il est indispensable 
de ne pas penaliser le patient quant & la realisation et 
aux resultats de I'ICSI. Dans cette meme optique, la taille 
du ou des fragments preleves ne doit pas depasser la 
taille d'un grain de riz. La qualite de I'interpretation va 
donc dependre du prelevement, mais aussi de la fixation 
et de I'analyse des lames. Nous utilisons comme fixateur 
du formol & 4%, tamponne par du PBS 1X et additionne 
de 25% d'ethanol pur. 

La premiere analyse des lames est faites par les 
anatomopathologistes qui recherchent, en plus d'une 
anomalie de la spermatogenese, des lesions 
precancereuses. Puis, une lame de chaque testicule est 
envoyee au Laboratoire de Biologie de la Reproduction 
afin de faire une etude beaucoup plus fine des anomalies 
de la spermatogenese, de la paroi des tubes seminiferes 
et des cellules interstitielles. Une description detainee 
qualitative et quantitative des caracteristiques testicu- 
laires chez I'homme adulte normal, avec une evaluation 
du nombre moyen par tube seminifere de chaque 
categorie cellulaire a ete faite par Nistal et Paniaga 
[10]. L'analyse morphometrique assistee par ordinateur 
peut faciliter considerablement ces etudes a condition 
de posseder le materiel necessaire pour sa realisation 
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[3]. Dans notre laboratoire, nous analysons environ 30 
50 coupes de tubes s6minif~res par testicule, nous 

faisons une evaluation qualitative du diametre moyen 
des tubes seminiferes, de I'epaisseur de la lamina 
propria, des cellules peritubulaires et des amas de 
Leydig. Nous evaluons le nombre moyen par tube 
seminifere de spermatogonies, de spermatocytes I, de 
spermatides Sa + Sb et de spermatides Sc + Sd. 

Notre classification des 16sions de la spermatogen~se 
se caique etroitement sur celle proposee par Nistal et 
Paniaga [10]. Quatre types de lesions sont frequemment 
rencontr~es : le syndrome SCO (Sertoli Cell Only), la 
hyalinisation tubulaire, les lesions diffuses de la 
spermatogenese et les atrophies mixtes. 

a) Le syndrome SCO (Figure 1A) 

II est retrouve chez 13% des patients pr~sentant une 
azoospermie. II se manifeste par une absence totale de 
cellules germinales dans les tubes seminif~res oe seules 
les cellules de Sertoli sont pr~sentes. Celles-ci peuvent 
~tre morphologiquement normales ou montrer des 
anomalies principalement nucleaires. 

b) La hyalinisation tubulaire (Figures 1B et C) 

Elle s'accompagne classiquement d'une absence de 
cellules germinales et de cellules de Sertoli, d'une 
atteinte de tousles composants de la paroi des tubes 
s~minif~res et des cellules de Leydig qui montrent un 
aspect caracteristique adenomateux, le nombre de ces 
cellules pouvant ~tre augmente ou plus souvent diminu6. 
II n'est cependant pas rare que certains tubes 
seminif6res contiennent des cellules de Sertoli et 
quelques cellules germinales, le plus souvent 
spermatogonies et spermatocytes I. Les formes les plus 
severes de cette anomalie sont retrouvees dans le 
syndrome de Klinefelter, bien qu'une spermatogenese 
puisse exister chez ces patients dans quelques tubes, 
avec production de spermatozofdes. 

c) Les lesions diffuses de la spermatogen~se 

Elles ferment un ensemble beaucoup plus heterogene. 
Elles peuvent se manifester par une atteinte du 
compartiment ad luminal seul avec desquamation 
intraluminale de spermatides rondes (Figure 2A) ou, si 
I'atteinte est plus pr~coce, une desquamation 
intraluminale de spermatocytes I avec absence de 
spermatides (Figure 2B). 

Plus frequemment, s'associent des lesions du 
compartiment ad luminal et des 16sions du compartiment 
basal. Deux cas de figure peuvent alors s'observer. 
Dans un premier cas, ranalyse histopathologique met 
en evidence une hypospermatogenese pure avec 
diminution proportionnelle de tousles stades cellulaires 

(Figure 2C), cette hypospermatogenese peut aussi 
s'accompagner d'une desquamation des spermatocytes 
I avec modification des proportions relatives des 
differents types cellulaires. Cette anomalie est 
frequemment observ6e dans les microdel6tions AZFc. 
Dans un deuxieme cas de figure, les 16sions diffuses de 
la spermatogen6se se manifestent par un arr~t de 
maturation des spermatogonies, les spermatocytes sont 
peu nombreux et les spermatides rares (Figure 2D). 

d) L'atrophie mixte du testicule 

Elle se manifeste par la coexistence sur la m~me coupe, 
en proportions variables, de tubes SCO, de tubes avec 
maturation des cellules germinales et de rares tubes 
hyalinises. 

2. L e s  l i m i t e s  d e  I ' h i s t o p a t h o l o g i e  t e s t i c u l a i r e  

a) Elles sont tout d'abord li6es & la variabilite de 
I'interpretation d'un observateur a I'autre et aux variations 
qui peuvent exister au sein d'un testicule infertile. Ainsi 
des spermatozo'fdes peuvent ~tre recueillis dans 5% 
60% des cas de SCO. Par ailleurs, Coopeberg et al. [2] 
ont compar~ les r~sultats de deux lecteurs independants 
de 132 biopsies testiculaires. Dans cette ~tude, il 
apparait que les taux de concordance vont de 20% 
91% selon les pathologies, le taux le plus bas concernant 
les arr~ts de maturation tardive de la spermatogenese, 
le meilleur taux de concordance concernant les SCO. 

b) Les limites de rhistopathologie testiculaire resultent 
aussi et surtout de I'impossibilite de poser un diagnostic 
etiologique sur I'aspect des lesions de la spermato- 
genese, bien que certains aspects histopathologiques 
testiculaires soient pr6f6rentiellement associ6s une 
pathologie precise [10]. Des techniques compl~- 
mentaires sont donc n~cessaires pour appr~cier les 
causes et les mecanismes des infertilites masculines de 
type non obstructif. Parmi ces techniques, rhybridation 
in situ et I'immunocytochimie sur coupes hist01ogiques 
permettent d'explorer les trois 6tapes de la 
spermatogen~se. L'etude de la m~iose ben~ficie des 
techniques cytogenetiques, mol6culaires et immunocy- 
tochimiques, qui, coupl6es a ridentification des g~nes 
de la m6iose et de leur mutations permettent deja 
d'identifier de nouvelles 6tiologies dans le groupe des 
infertilit6s masculines de type non obstructif. Malgr6 
ces restrictions, I'histopathologie testiculaire est un 
complement indispensable des 6tudes meiotiques, elle 
doit 6tre faite systematiquement Iorsque le patient subit 
une biopsie testiculaire couplee & un acte de procr6ation 
medicalement assistee. 

IV. E T U D E  M E I O T I Q U E  

La meiose est un evenement fondamental au cours de 
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la spermatogenese dont la defaillance peut aboutir a un 
arret complet de la production des cellules germinales. 
Lors de la meiose se produisent deux evenements 
etroitement lies I'un & I'autre qui conditionnent la survie 
des especes et la variabilite des individus au sein d'une 
meme espece, ce sont : la recombinaison genetique et 
la reduction du nombre des chromosomes. Les grands 
evenements de la meiose se deroulent Iors de la 
premiere division, et plus particulierement au cours de 
la prophase de la premiere division qui occupe & elle 
seule la presque totalite du temps imparti & la meiose. 
C'est au cours de cette etape de la meiose que se 
produiront les principales pathologies meiotiques, et 
c'est doric la prophase de la premiere division meiotique 
qui sera la scone sur laquelle apparaftront les 
manifestations visibles des pathologies sous-jacentes. 
Les technologies modernes se sont surtout attachees 
& developper des moyens permettant d'identifier avec 
precision chacune des etapes de la prophase I afin de 
decrypter les mecanismes tres complexes qui les sous- 
tendent et de mettre en evidence de nouvelles etiologies 

I'infertilite masculine. 

Nous avons developpe dans notre laboratoire une 
technique d'etalement simple des cellules meiotiques 
& partir des prelevements testiculaires realises dans le 
cadre de I'ICSI [8]. Apres avoir preleve les deux 
fragments testiculaires destines a rhistologie, la totalite 
de la biopsie est envoyee au laboratoire de Fecondation 
in vitro, et c'est le materiel non utilise pour I'ICSI, 
contenant les cellules germinales immatures, qui est 
recupere pour la recherche. Ce materiel est conserve 
dans un milieu cryoprotecteur (HAM F10/10% glycerol), 
dans I'azote liquide. L'utilisation d'une cytospin3 pour 
les etalements apres decongelation des cellules nous 
permet de reduire au maximum la perte des cellules 
germinales, et de pouvoir ainsi etudier la meiose des 
patients presentant des hypospermatogeneses severes. 

1. R a p p e l  de  la m e i o s e  [4, 5] 

Notre rappel de la meiose se limitera a decrire le 
deroulement de la prophase de la premiere division. 
La meiose est precedee par une seule synthese d'ADN 
caracterisee par sa Iongueur en comparaison de la 
synthese d'ADN dans le cycle mitotique. Cette 
particularite est probablement et en partie lice au fait que 
les cassures double-brin qui initient la recombinaison 
genetique se produisent tres vraisemblablement & la fin 
de la phase de synthese d'ADN. Cette etape qui precede 
le demarrage de la meiose porte le nom de stade 
preleptotene. La prophase de la premiere division 
meiotique debute par I'individualisation des 
chromosomes, c'est le stade leptotene. Au cours du 
stade suivant ou stade zygotene, les chromosomes 

homologues s'apparient << gone ~ gene >> sous forme 
de bivalents, en commen?ant par les extremites, et 
Iorsque I'appariement est acheve, la cellule est au stade 
pachytene. Au cours du stade diplotene, les 
chromosomes homologues se separent excepte en des 
points precis appeles chiasmas et qui sont les temoins 
des crossing-overs. La prophase de la premiere division 
meiotique s'acheve par la diacinese, au cours de laquelle 
les bivalents se condensent et se detachent de la 
membrane nucleaire. 

L'appariement des chromosomes au cours de la 
prophase I de la meiose resulte de la formation de 
structures proteiques sur lesquelles se fixent les 
homologues. Chacune de ces structures porte le nom 
de complexe synaptonemal (CS). II existe un CS pour 
chaque bivalent autosomique, qui s'etend sur toute la 
Iongueur du bivalent, et un petit complexe pour les 
chromosomes sexuels sur lequel s'apparient les regions 
pseudo-autosomales des chromosomes X et Y. 
L'ultrastructure d'un CS et des homologues associes est 
schematisee Figure 3. Le CS a la forme d'un rail 
comprenant un element central et deux elements 
lateraux sur lesquels sont fixes les chromosomes 
homologues. Les chromatides soeurs de chaque 
homologue sont maintenues cohesives par des proteines 
portant le nom de cohesines. Les elements lateraux 
des complexes synaptonemaux apparaissent au stade 
leptotene, sous la forme d'elements axiaux discontinus 
et mis en evidence par la technique d'immunocytochimie 
avec les memes anticorps que ceux utilises pour 
visualiser les CS (Figure 4 A a E). 

La recombinaison genetique meiotique est un ensemble 
d'evenements extremement complexes, qui debute par 
la formation des cassures double brin et s'acheve par 
la resolution des crossing-over a la transition metaphase 
I - anaphase I. Dans un grand nombre d'especes, dont 
I'homme, la recombinaison genetique et I'appariement 
des homologues sont deux evenements etroitement 
intriques, et les inactivations ciblees de genes de I'un 
ou I'autre de ces evenements se manifestent par les 
memes images meiotiques : asynapsis et fragmentation 
des bivalents. Actuellement, un grand nombre des 
evenements de la recombinaison genetique peut etre 
visualise par des anticorps specifiques de proteines 
impliquees dans ces evenements. Nous avons 
developpe le marquage des spots de recombinaison 
genetique par I'anticorps anti-MSH4, nous avons mis en 
evidence au stade leptotene et au pachytene precoce 
un grand nombre de spots correspondant aux sites 
d'appariement des homologues (Figure 5A), et au stade 
pachytene la Iocalisation des crossing over (Figure 
5B). 
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Figure 1 : h is topa tho log ie  testiculaire. A - Sertof i  Cell  
only. B - Hyal in isat ion tubulaire : absence lumiere tubu- 
laire, de cel lules germinales et de cellules de Sertoli. 
C - Hyal inisat ion tubulai re : prdsence de rares spermato- 
gonies et spermatocy tes  

Figure 2 : h is topathologie testiculaire. Lesions di f fuses de 
la spermatogenese. A - Idsions du compar t iment  ad lumi- 
nal avec desquamat ion  in t ra lumina le  de spermatogon ies  
rondes et de quelques spermatocytes.  B - Idsions du c o m -  

p a r t i m e n t  ad lumina l  avec desquamat ion int ra luminale de 
spermatocytes I, absence de spermat ides (f leches bleues 
= noyaux des spermatocytes I pachyt~nes ; f l~ches vertes 
= noyaux des cel lules de Sertoli). C - Idsions des compar-  
t iments ad luminal  et basal  se mani festant  par  une hypo- 
spermatogendse avec desquamat ion  de spermatocy tes  I 
pachyt~nes. D - arr~t de maturat ion des spermatogonies,  
spermatocytes peu nombreux,  rares spermatides. 

homologue 

maternal cohesines 

element lateral 

............... -~ ................... ~- ....... etement central topoisomdrases 

" ~  element lateral 
0 . . , " - ' ~ m m / ' ~ O , ' ~ - ~  

paternal ~ ~ ~ ' jo 

Figure 3 : Schdma d 'un  comp lexe  synap tondma l  (CS) 
sur  lequel son t  f ixes lea homologues  maternels et pater- 
nels. Lea chromat ides sosurs de ces homologues sont  
reunies pa r  des prot~ ines (cohdsines) et f ixdes sur  lea 
eldments lat~raux du CS pa r  des proteines, pa rm i  les- 
quelles lea topoisomdrases.  

CS 

Figure  4 : lea d i f f d ren ts  s tades  de la p r o p h a s e  I de la 
m~iose normale, v isual ises pa r  I 'ant icorps SCP3. 
A -  stade leptot~ne : v isual isat ion des d ldments axiaux, 
d i scon t inus .  B - s tade  zygo t~ne  : debu t  des appar ie -  
manta. On d is t ingue ne t tement  lea ~ldments ax iaux (fle- 
che rouge) des complexes  synap tondmaux  (f ldche blan- 
che), r~sul tant  de I 'appar iement  des dldments axiaux. 
C - stade pachyt~ne subd iv isd  en 4 sous-stades en fonc- 
t ion du degre c ro issant  de compact ion  des ch romosomes  
sexuels  ( f l~ches rouges)  : C = sous-s tade 1, D = sous-  
stade 2, E = sous-stade 3, F = V sous-stade 4. 
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5 

A 

F i g u r e  5 : A - visualisation des loci de recombinaison 
g~n~tique par M S H 4 .  B - visualisation de la Iocalisation 
des crossing-over par le m~me anticorps (spots rouges 
= I o c a l i s a t i o n  d e s  k i n ~ t o c h o r e  ; spots verts = I o c a l i s a -  
t i o n  d e  M S H 4 ) .  

6 

A B C 

Figure 6 : Anomalies m~iotiques. 
A - a s y n a p s i s  p a r t i e l  ( f l ~ c h e  rouge). 
B - asynapsis total. 
C -  Bivalents f ragment ,  s. 
D - bivalents en p o i n t i l l ~ s .  
E -  Pulv~risation de complexes synapton~maux. 

2. Les anomalies de la prophase m~iotique 

Notre d~marche actuelle est d'analyser systemati- 
quement toutes les biopsies testiculaires avec I'anticorps 
SCP3 quelque soit le r~sultat de I'histologie testiculaire. 
Le diagnostic histologique de syndrome SCO n'exclue 
pas la presence de cellules germinales et en particulier 
les stades qui nous int6ressent plus particuli~rement (du 
leptot~ne au pachyt~ne). En effet, I'anticorps SCP3 
r6v(~le les spermatocytes I, du stade leptotene au stade 
diplot~ne. Au leptotene, SCP3 revi le les ~l~ments 
axiaux sous forme de fins filaments discontinus (Figure 
4A) ; au zygot~ne, les 61~ments axiaux sont continus 
et on voit apparaTtre les premiers complexes 
synapton~maux (CS) (Figure 4B) ; au stade pachyt~ne, 
on distingue nettement 22 CS autosomiques et un 
bivalent sexuel dont la morphologie est differente en 
fonction du sous-stade pachyt~ne. 

En nous basant sur les travaux de Solari, nous 
distinguons 4 sous-stades : XY1, dans lequel il existe 
un petit CS au niveau des r(~gions pseudo-autosomales 
des chromosomes X et Y (Figure 4C), les 616ments 
axiaux des r6gions diff6rentielles etant non appari6es 
et non condensees ; XY2, dans lequel les axes des 
chromosomes X et Y commencent a s'enrouler sur eux- 
m~mes (Figure 4D) ; XY3, dans lequel le degr6 
d'enroulement des axes est important (Figure 4E) et 
XY4 darts lequel les chromosomes X et Y sont 
compl(~tement compactes (Figure 4F). Chez les sujets 
& spermatogen(~se normale, les spermatocytes aux 
stades leptotene, zygotene et diplot~ne sont rares sur 
les ~talements, alors que les spermatocytes au stade 

pachyt~ne sont extr~mement frequents. Parmi eux, les 
sous-stades tardifs, XY3 et XY4, sont plus fr6quemment 
represent6s que les sous-stades precoces, XY1 et XY2 : 
53,9% pour la somme des XY3 et XY4 vs 46% pour la 
somme des XY1 et XY2 dans notre 6tude [6]. 

Avec I'anticorps SCP3, nous d~crivons actuellement 3 
types d'anomalies : les anomalies de I'appariement des 
homologues ou asynapsis (Figure 6 A et B), la 
fragmentation des CS (Figure 6 C et D) et les anomalies 
de condensation des CS (Figure 6E). Nous avons 
analys~ la meiose chez 41 patients infertiles qui ont eu 
une biopsie testiculaire, soit pour bilan de leur infertilitY, 
soit dans le cadre d'une ICSI, et chez 13 sujets contrSles 
[6]. Parmi les patients, 19 avaient une infertilite de type 
obstructif (O) et 22 patients avaient une infertilite de 
type non obstructif (NO). Nous avons 6valu~ le 
pourcentage de noyaux presentant des asynapsis pour 
chacun de ces patients. Nous avons montr~ que cette 
anomalie de la meiose existait chez les contr61es comme 
chez les patients, mais que la fr6quence de cette 
anomalie variait en fonction des groupes. En effet, le 
pourcentage d'asynapsis dans le groupe t6moin etait de 
10,95%, et de 7,9% dans le groupe O, la difference 
entre ces deux groupes n'6tait pas significative. Le 
pourcentage d'asynapsis dans le groupe NO etait de 
22,3%, et la difference avec les deux autres groupes ~tait 
tr~s hautement significative. Deux patients du groupe 
NO montraient des taux d'asynapsis tr~s etendus et 
tr~s hautement sup~rieurs & ceux des autres patients 
de ce groupe (respectivement 86% et 91,8%). Nous 
avons conclu que ces patients pr~sentaient 
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probablement une cause genetique a leur infertilite, 
nous avons en effet mis recemment en evidence une 
microdeletion AZFc chez I'un de ces patients. 

A partir de cette etude, nous avons evalue la frequence 
des anomalies primitives de la meiose a 9% des 
infertilites de type NO. Les taux moyens observes chez 
les autres patients du groupe NO resultent probablement 
d'une souffrance des cellules germinales secondaire & 
une alteration de leur environnement testiculaire. Nous 
avons ensuite 6value les pourcentages respectifs des 
differents sous-groupes du stade pachytene dans les 
deux groupes de patients, et nous avons montre que, 
contrairement aux sujets t6moins, il y avait une tres 
nette predominance des sous-stades precoces (XY1 
et XY2) par rapport aux sous-stades tardifs (XY3 et 
XY4), quel que soit le groupe de patients et quelque soit 
I'etiologie de I'infertilite dans chaque groupe. Nous en 
avons conclu que le point de contr61e du stade pachytene 
etait situe au milieu de ce stade. 

Nous avons ensuite etudi6 le comportement des 
chromosomes meiotiques d'un patient presentant une 
microd61etion AZFb [9] avec I'anticorps SCP3. Nous 
avons mis en evidence une accumulation de stades 
leptot6ne (21% des noyaux analyses), un fort taux de 
noyaux pachytene presentant des asynapsis etendus 
voire totaux (69%), et un blocage de la meiose au stade 
pachytene moyen ; le pourcentage de sous stades XY1 
et XY2 etait de 98,5%, seuls 2 noyaux etaient observes 
au sous-stade XY3 (1,5%). II etait jusqu'a present 
classiquement admis que les asynapsis etaient 
responsables de I'arr~t de la spermatogenese pour les 
cellules qui presentaient ce type d'anomalie. La presence 
de 29% de noyaux sans asynapsis nous a fait conclure 
que chez ce patient, les asynapsis n'6taient pas 
responsables de I'arret meiotique. II est donc plus 
probable que I'arret meiotique et les asynapsis resultent 
de tous deux d'une cause commune liee & la presence 
de la microdeletion AZFb. 

Nous avons pense que ces asynapsis pouvaient traduire 
I'existence d'une d6faillance de la recombinaison 
genetique. En effet, les experiences d'inactivations 
ciblees de g~nes de la recombinaison genetique realises 
chez la levure se manifestent par la presence 
d'asynapsis. Nous avons realise un immunomarquage 
avec I'anticorps H2AX qui visualise la forme 
phosphorylee de la proteine H2AX, gH2AX. La presence 
de la forme phosphorylee de cette proteine est le temoin 
de la reparation des cassures double-brin qui initient la 
recombinaison gen6tique. Nous avons obtenu un 
marquage normal avec cet anticorps, nous pouvons 
donc conclure que la premiere etape de la recombinaison 
genetique se deroule normalement chez ce patient. II 

ne s'agit I& que d'un cas, mais d'autres etudes 
meiotiques chez les patients presentant une 
microdel6tion AZFb sont en cours afin d'etendre ces 
conclusions & toutes les microd61etions AZFb. 

V. CONCLUSION 

Lorsqu'une biopsie testiculaire est realisee dans le 
cadre d 'une ICSI, il apparait  maintenant  indis- 
pensable de prelever systematiquement un fragment 
de pulpe testiculaire pour real iser une etude 
histopathologique testiculaire. II est absolument  
necessaire que I'analyse soit faite par un biologiste 
averti qui prenne le temps d'analyser avec rigueur 
un nombre de tubes suffisants pour ne pas prendre 
le risque de laisser passer des zones tres limitees 
de spermatogenese, et de faire une etude quanti- 
tative des cellules germinales. Cette analyse peut 
etre faite par tous les centres de reproduction qui 
peuvent  toujours disposer  d'un laboratoire 
d'anatomie pathologique ~ proximite. II n'en n'est 
pas de m6me pour I'etude meiotique pour laquelle 
il existe peu de biologistes form6s & son etude et 
qui n'est pas un examen codifie. Cette etude est 
donc actuel lement  realisee dans le cadre de la 
recherche, elle a I'avant~ge de ne faire courir aucun 
risque au patient puisqu'elle est realisee sur du 
materiel destine ~ 6tre jete. C'est une analyse qui 
apporte des renseignements irrempla(;ables sur le 
comportement des chromosomes meiotiques et sur 
un certain nombre de proteines qui agissent ~ ce 
niveau. Elle fera tres cer ta inement  progresser  
I ' identi f icat ion des mecanismes de I ' inferti l i te 
mascul ine  mais il n'est pas possible  de dire 
actuellement quelle place elle pourra occuper dans 
les laboratoires de biologie de la reproduction, et 
si cet examen sera dans le futur systematiquement 
demande dans un but diagnostique, devant  une 
infertilite d'etiologie inconnue. 
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ABSTRACT 

Testicular histology and meiotic studies in 
nonobstructive sterility 

Rahma GHALAMOUN-SLAIMI, Marie-Roberte 
GUICHAOUA 

There has been a renewed interest in test icular  b iopsy to 
evaluate inferti l i ty since the introduct ion, in 1993, of ICSI 
in azoospermic  men wi th tes t icu lar  sperm extract ion 
(TESE) and in t racy top lasmic  sperm in jec t ion  fo r  the 
t rea tment  of obs t ruc t i ve  azoospermia .  TESE is now 
pe r fo rmed  for  the t rea tment  of  nonobs t ruc t i ve  
azoospermia,  and the tes t icu lar  mater ial  sampled for 
therapeut ic  purposes can also be used for  d iagnost ic  
and research purposes. The development of new methods 
of  inves t iga t ion  of  spe rma togenes i s ,  such as 
i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  and f l uo rescen t  in situ 

hybridizat ion (FISH) have also led to a renewed interest 
in analysis of spermatogenesis  on test icular biopsy. A 
precise " test icular phenotype"  must  now be establ ished 
to propose an aet iological diagnosis,  and to determine 
the mechanisms and risks of nonobstruct ive azoospermia 
and severe o l i gozoospe rm ia  for  the embryo.  We 
systemat ica l ly  per form test icu lar  h is topatho logy  and 
meiot ic  s tudy  fo r  each pat ient  undergo ing  tes t icu lar  
b iopsy for ICSI. 

We f i rs t  descr ibe  the h i s topa tho log ica l  lesions. 
Examination of the testicular biopsy specimen determines 
whether  the lesion is focal or dif fuse. If it is focal, the 
percentage of altered tubules, evaluated on 50 tubules, 
shou ld  be ca lcu la ted.  Quant i ta t ive  eva luat ion  of 
semini ferous epi thel ium and a quali tat ive s tudy of cell 
morpho logy  must  a lso be per formed.  There are four  
f requent  lesion patterns: 1- Sertol i-cel l-only syndrome; 
2- tubu la r  hya l in isa t ion ;  3- d i f fuse les ions in 
spermatogenes is ;  4- mixed atrophy.  However,  the 
reliability of interpretation of testicular histology presents 
certain l imitations, as no standard method of analysis 
of test icular  b iopsies has been def ined and there is a 
marked variability in the histologist's capacity to recognize 
the var ious histological  patterns. 

Meiot ic  s tudy  is pe r fo rmed on the cel l  suspens ion  
remaining after ICSl, which contains immature germ cells. 
New methods using immunocytochemistry have replaced 
o lder  methods.  The panel of  ant ibod ies  wh ich  detect  
ind iv idual  prote in c o m p o n e n t s  at d i f ferent  s tages of 
meiosis provides a valuable tool for the detect ion and 
interpretation of abnormal meiotic profiles. We performed 
meiot ic  s tud ies  on 41 pat ients  and 13 con t ro ls  after 
Giemsa staining, and synaptonemal complexes (SC) from 
nine of  these pat ients  and one cont ro l  were 
immunos ta ined  w i th  a po lyc lona l  an t ibody  wh ich  
recognizes the CORI/SCP3 protein of the lateral element 
of the SC. Nineteen of the patients presented obstructive 
inferti l i ty (O) and 22 presented nonobst ruct ive inferti l i ty 
(NO). We showed that the rate of asynapt ic nuclei from 
the NO group (25.4%) was signi f icant ly h igher than that 
of the O group (9.8%) and the controls (9.8%). Two patients 
of the NO group had a high percentage of asynapt ic  
nuclei (86% and 91.8%), which could arise from a primary 
meio t ic  defect .  One of  these pat ien ts  had an AZFc 
microdeletion. The meiotic study in a patient with classical 
complete AZFb microdelet ion revealed a high prevalence 
of early meiot ic stages: leptotene, zygotene and early 
pachytene stages and marked impairment of the synaptic 
process in most  spermatocy tes .  In the l ight of  these 
f indings, we conc lude that the pachytene checkpoin t  is 
localized at the mid-pachytene stage in humans. 

Key words:  azoospermia, ol igozoospermia, testicular 
histology, meiosis, asynapsis 
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