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SPERMIOLOGIE 
SPERMATOGENESE 

ABP TESTICULAIRE ET FERTILITE 
CHEZ L'HOMME 
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Introduct ion - But 

L'androgen-binding protein de rat, produite 
par les cellules de Sertoli et l'androgen-bin- 
ding protein de l 'homme pr6sentent  des 
homologies de s6quence importantes (78%). 
Chez les rongeurs,  l'ABP est consid6r6e 
depuis longtemps comme un excellent mar- 
queur de la fonction Sertolienne et son r61e 
dans le contr61e de la spermatogen~se (pr6- 
sence de r6cepteurs sur la lign6e germinale) 
et de la fertilit6 est devenu 6vident. 

Dans le but de v6rifier si l'ABP pourrait  
6galement servir de marqueur de la fertilit6 
chez l'homme, nous avons commenc6 ~ 6tu- 
dier son expression soit par immunocytochi- 
mie, soit par Nor thern  Blotting sur des 
biopsies testiculaires provenant de patients 
examin6s pour bilan de st6rilit6 d'origine 
vari6e. 

Etude immunocytochimique:  

Les fragments biopsiques ont 6t6 fix6s dans 
le liquide de BouinHollande puis inclus 
dans la paraffine. Les coupes ont 6t6 trai- 
t6es soit avec un s6rum de lapin anti-ABP 
testiculaire de rat pr6par6 par J. Closset, 
soit avec un anticorps monoclonal anti-SBP 
humaine pr6par6 par C. Grenot. La r6ac- 
tion immunocytochimique a 6t6 r6v616e par 
la r6action avidine- biot ine-peroxydase 
selon le kit LSAB de Dako. 

]~tude par Northern Blotting: 

Des ARN totaux ont 6t6 extraits ~ partir  
des fragments biopsiques selon la technique 
de Chomczynski. Des transcripts d'ABP et 
de SBP ont 6t6 recherch6s par hybridation 
avec la sonde ADNc de I'ABP de rat (fournie 
par  J Reventos)  et la sonde de la SBP 
humaine (fournie par G.E. Seralini) mar- 
qu6s fir 32PdCTP. 

P~sultats  

Jusqu'fi pr6sent, les biopsies correspondant 
des troubles de la fertilit6 par insuffisance 

s6cr6toire testiculaire sont associ6s fi un 
d6ficit  marqu6  de l ' express ion  de 
I'ABP/SBP. 

A l'inverse, les oligospermies ou azoosper- 
mies excr6toires se caraet6risent par une 
expression conserv6e de I'ABP au niveau 
testiculaire. La quantit4 d'ARN extrait  fi 
partir  d'une biopsie testiculaire est suffi- 
sante pour d6teeter les ARNm d'ABP/SBP. 

Afin de pr6ciser l'aide au diagnostic que 
peut  appor ter  cette approche,  la m~me 
6tude est en cours sur des biopsies testicu- 
laires provenant de s6minomes et de cancer 
in situ. 

0 0 0  

ANALYSE IMMUNOHISTOCHIMIQUE 
DES CONSTITUANTS DE LA BARRIE- 
RE H E M A T O T E S T I C ~ R E :  ETUDE 

PRELIMINAIRE SUR MICROBIOP- 
SIES T E S T I C ~ R E S  

JY. SCOAZEC*, A DEVAUX*, G. TRITTO**, E. 
ERDEI**, G. ARVIS**, G. FELDMANN* 

*Service d'Histologie-Embryologie-Cytogene- 
tique-Biologie Cellulaire, Hopital Bichat, et 

**Service d'Urologie-Andrologie, Hopital Tenon, 
Paris 

Des travaux r6cents ont soulign6 l'int6r~t 
diagnostique et/ou pronostique de la biop- 
sic test iculaire dans diverses situations 
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cliniques, dont la varicoc~le, l 'azoospermie 
et les hypogonadismes hypogonadotropes. 
Jusqu'h present, l 'analyse de la biopsie tes- 
ticulaire repose sur l 'examen histologique, 
~ven tue l lement  compl~t~ par  une  ~tude 
morphom~tr ique pe rmet t an t  une ~valua- 
tion semi-quant i ta t ive  de cer ta ins  para- 
m~tres morphologiques.  Le but  de notre  
t ravai l  a ~t~ d'~valuer la faisabilit~ des 
t e c h n i q u e s  i m u n o h i s t o c h i m i q u e s  su r  
microbiopsies test iculaires et d'appr~cier 
l ' int~r~t de marqueu r s  immunohis toch i -  
miques pour l'analyse qualitative d~taill~e 
de la barri~re h~matotesticulaire. 

M a t e r i e l  e t  m ~ t h o d e s  

Le groupe d'~tude comprenait  7 patients,  
chez lesquels  des microbiopsies  ont  ~t~ 
r~alis~es dans au moins deux quadran t s  
testiculaires. Les indications de la biopsie 
~taient: varicoc~le (4 cas), azoospermie (2 
cas), syndrome de Klinefelter (I cas). Les 
p r ~ l ~ v e m e n t s  on t  ~t~ i m m ~ d i a t e m e n t  
congel~s dans l'azote liquide et conserves 
-80~ jusqu'~ leur analyse. Une technique 
d'immunoperoxydase indirecte a ~t~ appli- 
qu~e ~ des coupes au cryostat  de 6 mm, 
s~ch~es ~ l 'air libre et fix~es ~ l'ac~tone. 
Les marqueurs  suivants ont ~t~ test~s: (a) 
ma rque u r s  de cellules ~pithel iales (pro- 
t~ines d'adh~sion intercellulaire: E- et N- 
c a d h e r i n e s ,  p ro t~ ine s  d ' a d h ~ s i o n  ~ la 
ma t r i ce  ext racel lu la i re :  in tegr ines) ,  (b) 
const i tuants  de la matrice extracellulaire 
(col lag~nes I, I II ,  IV et VII,  l a m i n i n e ,  
fibronectine, vitronectine, tenascine, undu- 
line), (c) marqueurs  de cellules stromales 
(prot~ine CD34), (d) marqueurs de cellules 
endoth~liales (prot~ine PECAM-I), (e) mar- 
queurs  de cellules endocr ines  (prot~ine 
NCAM). 

piques suivants ont ~t~ observes, ind~pen- 
damment  de la pathologie sousjacente. Les 
cellules de Sertoli exprimaient la N-cadhe- 
rine, mais, ~ la difference des autres  cel- 
lules ~pith~liales, n 'exprimaient  pas la E- 
cadherine. Leur r~pertoire d'int~grines ~tait 
restreint  aux molecules a6bl  et a6b4, des 
r~cepteurs de la laminine.  La membrane  
basale des tubes s~minif~res, comme les 
autres basales ~pith~liales, comportait les 
constituants suivants: collag~nes IV et VII, 
laminine, fibronectine et ~tait d~pourvue de 
tenascine; son caract~re particulier ~tait sa 
r ichesse en vi t ronect ine,  hab i tue l l emen t  
cons id~r~e  comme c a r a c t ~ r i s t i q u e  des 
basales vasculaires. Les cellules stromales 
~taient  faci lement  identifi~es par  l 'anti- 
corps anti-CD34, sous la forme d'une couche 
de cellules allong~es en touran t  la basale 
des tubes s~minif'eres. Les cellules endoth~- 
liales ~taient r~actives avec l'anticorps anti- 
PECAM-1, u t i l i s a b l e  pou r  une  ~ tude  
d~taill~e de la microcirculation testiculaire. 
Les cellules de Leydig ~taient r~v~l~es par 
l 'anticorps anti-NCAM sous forme de cel- 
lules isol~es ou d 'amas disperses dans le 
tissu interstitiel. 

C o n c l u s i o n  

Notre ~tude pr~liminaire d~montr~ la faisa- 
bilit~ de l'~tude immunohistochimique des 
microbiopsies tes t iculai res .  L 'u t i l i sa t ion 
d'une gamme de marqueurs sp~cifiques des 
diff~rents constituants de la barri~re h~ma- 
totes t icula i re ,  en compl~ment  de l '~tude 
histologique conventionnelle,  permet  une 
caract~risation d~taill~e du microenviron- 
nement  des cellules germinales et fournit  
les bases d'une ~valuation qualitative preci- 
se de ses modifications en pathologie. 

R ~ s u l t a t s  

Des r~sultats interpr~tables ont ~t~ obtenus 
dans  t o u s l e s  cas. Chaque  pr~ l~vement  
biopsique comportait de 8 a 21 tubes s~mi- 
nif'eres. Les principaux caract~res ph~noty- 

@@@ 
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DEVELOPPEMENT D'UNE METHODE 
DE QUANTIFICATION DES ARN MES- 

SAGERS PAR RT-PCR DANS LES 
BIOPSIES T E S T I C ~ R E S .  

LEJEUNE H'F, LEvY R*, BREBANT C*, CRAVE 
JC*, BERGER-DUTRIEUX N***, DEVONEC 

M****, DURAND PF:, SAEZ JMF, PUGEAT M*. 

*Laboratoire de la Clinique Endocrinologique, 
* * * Laboratoire d ' a nato mopat hologie, ****Service 

d'Urologie, HSpital de l'AntiquaiUe & FIN- 
SERM-INRA U418, HSpital Debrousse, Lyon. 

La physiopathologie des troubles de la sper- 
matogen~se reste tr6s mal connue. Afin de 
mieux comprendre l ' implication des fac- 
teurs paracrines de r6gulation de la sper- 
matogen6se en pathologie humaine, nous 
avons d6velopp6 une m4thode de mesure 
des ARN messagers par reverse transcrip- 
tion - polymerase chain r4action (RT-PCR), 
applicable h des fragments testiculaires de 
petite taille, tels que ceux obtenus lors des 
biopsies testiculaires. Nous pr6sentons ici 
les aspects m6thodologiques d6velopp6s 
pour r6pondre aux contraintes li6es : 

1) h la taille r6duite des 6chantillons, 

2) au caract6re non renouvelable de la biop- 
sie testiculaire chirurgicale, 

3) au fait que la pathologie 6tudi6e induit 
une modification de la composition cellulai- 
re des 4chantillons (rar6faction des cellules 
de la lign6e germinale). 

Les d4veloppements m6thodologiques ont 
6t6 effectues h partir des testicules pr41ev6s 
chez un sujet de 23 ans en 6tat de mort 
c6r6brale (histologie normale) et de 3 testi- 
cules pathologiques obtenus lors de castra- 
tion pour cancer de la prostate : 

1) hypospermatog4n6se avec production de 
spermatozoides dans moins de 10% des 
tubes, 

2) atrophie parenchymateuse majeure avec 
fibrohyalinose et involution sertolienne des 
tubes s4minif'eres, 

3) involution hyaline des tubes s6minif~re 
avec hyperplasie leydigienne. Nous avons 
mesur6 l'expression de g6nes marqueurs de 
divers types cellulaires, clusterine pour les 
cellules de Sertoli, cytochrome P450 side 
chain cleavage (CyP450scc) pour les cellules 
de Leydig, protamine 1 pour les cellules 
germinales post meiotiques; et d'un facteur 
para/autocrine testiculaire, la sous unit4 de 
rinhibine, par rapport au g6ne de r6f6rence 
classiquement utilis6, la b-actine. Les choix 
m6thodologiques ont 6t6 les suivants: extra- 
ction des ARN totaux par broyage au poly- 
tron, RT amorc6es par oligodT, amorces de 
PCR de composition similaire (20-mer, 45- 
55% CG), situ6es sur des exons diff4rents, 
coamplification du cDNA d'int6r~t et du 
cDNA de r6f6rence dans le m~me tube, 
amplification d6cal6e pour corriger les diff6- 
rences d'expression entre g6ne d'int6r~t et 
g6ne de r6f4rence, r4v61ation des produits 
de PCR par Southern blot-hybridation par 
sondes marqu6es au 32P-CTP - autoradio- 
graphie, mesure par densitom6trie pendant 
la phase exponentielle d'amplification. Ces 
m6thodes permettent d'obtenir une mesure 
relative d'un ARNm d'int6r~t par rapport 
un ARNm de r6f6rence ~ partir de 0,1 mg 
d'ARN total (au lieu de 10-40 mg en Nor- 
thern Blot). 

La mesure des ARNm de l'inhibine dans 
des ARN testiculaires dilu6s par des ARN 
d'une lign6e cellulaire n'exprimant pas l'in- 
hibine (HepG2) montre une bonne corr61a- 
tion avec les valeurs attendues (r=0,989; 
p=0,0015) et une bonne corr61ation entre 
RT-PCR et N o r t h e r n  Blot (r=0,995; 
p=0,000S). En comparant l'expression des 
g6nes 6tudi6s dans les 4chantillons patholo- 
giques par rapport  au sujet contr61e, on 
observe une bonne corr41ation entre RT- 
PCR et Northern blot (r=0,914; p=0,0002) et 
entre RT-PCR r6alis4es sur des fragments 
biopsiques (1-5 mg) et des fragments de 
taille plus importante (~ 100 mg) (r=0,931; 
p=0,0003). Nos r6sultats concordent avec 
les constatat ions histologiques: absence 
d'expression de la protamine 1 dans les 
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troubles s6v6res de la spermatogen6se, aug- 
mentation de l'expression du CyP450scc en 
cas d'hyperplasie leydigienne. L'expression 
de l'inhibine est en relation avec la propor- 
tion de cellules somatiques dans les 4chan- 
tillons. Ceci indique la n6cessite, dans les 
troubles de la spermatogen6se, d'une mesu- 
re relat ive de l 'expression des facteurs  
paracrines, par rapport h des marqueurs 
sp6cifiques de chaque type cellulaire du tes- 
ticule. 

Ces m6thodes vont permettre des 6tudes de 
l'expression des g6nes des facteurs r6gula- 
teurs de la spermatogen~se sur les biopsies 
testiculaires r6alis6es lors des soins de l'in- 
fertilit6 des patients. 

Ce travail est financd par le Rdseau de 
Recherche Clinique INSERM n ~ 493010, la 
Commission Recherche des Hospices Civils 
de Lyon et le Minist~re de la Santd (Projet 
National de Recherche Clinique). 
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PRESENCE DE CYTOCHROME P450 
AROMATASE DANS LES CELLULES 

GERMINALES du RAT MATURE. 

J. LEVALLET, H.MITTRE, G. E. SERALINI, 
P.LEYMARIE ET S.CARREAU. 

CNRS EP 009, Biochimie-IRBA, Universitd de 
Caen, France 

Dans les cellules somatiques testiculaires 
de rat, l'activit4 aromatase 6volue avec l'fige 
sous l'influence des gonadotrophines, glis- 
sant  d'une dominance sertolienne h une 
dominance  l eyd ig i enne  (Papadopou-  
los,1986). Chez l'adulte, ces deux comparti- 
ments interagissent via des facteurs para- 
crines responsables notamment d'une r6gu- 
lation plus fine de l'activit6 aromatase ley- 
digienne (Carreau, 1994). En outre, les tra- 
vaux de Nitta (1993) montrent une synth6- 
se d'oestrog6nes plus 61ev6e dans les cel- 
lules germinales que dans les cetlules de 
Leydig chez la souris adulte. 

Au vue de ces donn6es, notre objectif a donc 
6t6 de rechercher le (ou les) ARNm de la 
cytochrome P450 aromatase (P450 arom) 
dans les diff6rentes populations cellulaires 
testiculaires du rat. Le nombre de copies de 
l'ARNm de l 'aromatase se r6v41ant trop 
faible dans le testicule entier, nous avons 
donc utilis6 la technique de PCR coupl4e 
une 6tape de t ranscr ipt ion inverse (RT- 
PCR) p e r m e t t a n t  d ' ampl i f i e r  ~ p a r t i r  
d'ARN total une portion d'ADN compl6men- 
taire codant pour la cytochrome P450 arom 
grace ~ deux amorces sp6cifiques correspon- 
dant ~ une s6quence de 23 mer (exon 8) 
pour l 'une et de 24 mer (exon 9) dans la 
r6gion du site actif pour l'autre. Celles-ci 
permettent l'amplification d'un fragment de 
289 nucl6otides contenant la r6gion codant 
pour l'h61ice 1. Des cellules de Leydig, de 
Sertoli ainsi que des cellules germinales 
(spermatocytes pachyt~nes, spermatides 
rondes et spermatozoides) ont 6t6 purifi6es. 
Apr6s un choc thermique de 10' ~ 94~ sur 
2000 cellules, l'6tape de transcription inver- 
se est men6e durant 60' ~ 37~ avec 200 U 
de M-MLV RT. La PCR se fait en 35 cycles 
(1' ~ 94~ 1' ~ 58~ et 2' ~ 72~ en pr6sen- 
ce de 40 nmoles  de dNTP, 50 pmoles 
d'amorces et 1,5 U de Taq Polymerase. La 
s6quence amplifi6e est visualis6e par le bro- 
mure d'6thidium sur gel d'agarose 2%. Pour 
chaque type cellulaire pr6sentant un signal, 
le fragment est transform6 en ADN simple 
brin et s6quence par la m6thode de Sanger. 
Dans le testicule de rat mature,  un frag- 
ment  est d6tect6 apr6s RT-PCR dans les 
cellules somatiques testiculaires, mais 6ga- 
lement dans les spermatocytes pachyt6nes, 
les spermatides rondes et les spermato- 
zoides testiculaires. Ce fragment poss6de 
100% d'homologie avec la s4quence de l'aro- 
matase d'ovaire de rat et ce pour tous les  
types cellulaires pr6cit6s. 

Ces r6sultats mettent en 6vidence l'expres- 
sion pluricellulaire du g6ne de l'aromatase 
dans le testicule de rat et confirment la pos- 
sibilit6 d'une synth6se d'oestradiol dans les 
cellules germinales du m~le. 
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EFFET TROPHIQUE POSITIF DE 
L'INHIBINE-A ET DE L'ACTIVINE-A 
RECOMBINANTES HUMAINES SUR 

LES CELLULES DE LEYDIG DE PORC 
IMMATURE IN VITRO. 

H. LEJEUNE, F. CHUZEL, P. SANCHEZ, JP. 
MATHER*, P. DURAND, JM. SAEZ 

INSERM-INRA U.418, Hopital Debrousse, Lyon, 
France et *Genentech, San Francisco, CA, USA. 

L'inhibine et l'activine sont des prot~ines 
bioactives de structure apparent~e, appar- 
tenant ~ la famille des TGF-~s, initialement 
isol~es ~ partir des gonades et caract~ris~es 
par leur effet oppose, inhibiteur pour l'inhi- 
bine et s t imulant  pour l 'activine, sur la 
s~cr~tion de FSH par les cellules gonado- 
tropes hypophysaires. Les ~tudes r~alis~es 
ces derni~res ann~es ont montr~ que ces 
prot~ines n'~taient pas seulement impli- 
qu~es dans le r~trocontr61e de la s~cr~tion 
de FSH mais ava ien t  des effets  locaux 
intragonadiques ainsi que des sites de pro- 
duction et des effets extra-gonadiques. Les 
premiers r~sultats, ~tablis avec des prepa- 
rations extractives, montrant un effet sti- 
mulant de l'inhibine et un effet inhibiteur 
de ractivine sur les fonctions des cellules de 
Leydig de rat [1], n'ont pas ~t~ confirm~s 
par l'ensemble des auteurs. 

Nous avons ~tudi~ l'effet de l 'inhibine-A 
(~A) recombinante humaine et de l'activine- 
A ([~A-~A) recombinante humaine (Genente- 
ch, San Francisco, USA), sur les cellules de 
Leydig de porc immature in vitro. Les cel- 
lules de Leydig ont ~t~ pr~par~es par diges- 
tion par la collag~nase de testicules de porc 
de 3 semaines, purifi~es sur gradient de 
Percoll et cultiv~es en milieu chimiquement 
d~fini. Les cellules ont ~t~ trait~es par des 
doses croissantes d'inhibine-A ou d'activine- 
A (0,5 - 200 ng/ml). Le traitement aigu par 
rinhibine-A ou l'activine-A ne stimule pas 
directement la production de testosterone. 
Par contre, le traitement chronique des cel- 
lules de Leydig pendant 48 heures, aussi 

bien par l'inhibine-A que par l'activine-A 
st imule de mani~re dose dependante  la 
production de testosterone stimul~e pen- 
dant 2 heures par une dose maximale (10- 
9M) d'hCG, avec un effet max imum de 
2,8+/-0,5 fois pour rinhibine-A et 2,4+/-0,6 
fois pour l'activine-A. Cet effet est associ~ 

une augmentat ion des r~cepteurs ~ la 
LH/hCG (mesures par liaison de l'125I- 
hCG) et de leurs ARN messagers (2,7+/-0,4 
et 2,8+/-0,9 fois pour l'inhibine-A et l'acti- 
vine-A respect ivement) .  L'inhibine-A et 
l'activine-A augmentent  de mani~re dose 
d~pendante les ARNm du cytochrome P450 
17 hydroxylase (6,8+/-1 et 3,7+/-0,8 fois 
respectivement), mais n'ont pas d'effet sur 
les ARNm des cytochromes  P450scc et 
P 4 5 0 a r o m a t a s e .  Les ARNm de la 39- 
hydroxys tero ide-dehydrogenase  ne sont 
augment~s que par l'activine-A (1,4+/-0,1 
fois), l ' inhibine-A n'a pas d'effet propre 
mais inhibe l'effet stimulant de l'activine 
lorsque les cellules sont trait~es par les 2 
prot~ines en m~me temps. En accord avec 
les modifications des ARNm des enzymes 
de la st~ro~dog~n~se, rinhibine et l'activine 
augmentent la conversion de 22R-OH-cho- 
lesterol, de progesterone et de DHEA exo- 
g~nes en testosterone. 

En conclusion, nos r~sultats d~montrent 
que l'inhibine-A et l'activine-A ont toutes 
deux un effet st imulant sur les fonctions 
diff~renci~es sp~cifiques des cellules de 
Leydig de porc immatu re  invitro. Bien 
qu'il puisse exister des differences interes- 
p~ces, nos r~sultats sont en faveur d'un 
rSle de l 'inhibine et de l 'activine comme 
fac t eu r s  p a r a c r i n e s  (et /ou au toc r ines )  
intratesticulaires. Les effets locaux de l'in- 
hibine et de l 'activine dans le test icule 
appa ra i s sen t  mult iples ,  ag issant  d 'une 
part  sur les cellules germinales [2,3] et 
d 'autre part  sur l'~tat de diff~renciation 
des cellules de Leydig, c'est ~ dire leur 
aptitude ~ produire de la testosterone sous 
l'influence de la LH. 
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INFERTILITE MACULINE ET 
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CEDEX 01 

Objet 

In fe r t i l i t6  m a s c u l i n e  avec  o l igospe rmie  
s6v~re chez un patient  pr6sentant  un pto- 
sis. L ' examen  h is to log ique  de la b iopsie  
musculaire a mis en 6vidence des anomalies 
morphologiques caract6ristiques d'une cyto- 
p a t h i e  m i t o c h o n d r i a l e .  Des  a n o m a l i e s  

structurales de I'ADN mitochondrial ont 6t6 
observ6es dans le muscle et les spermato- 
zoides. 

Patient : Homme de 33 ans vivant en couple 
depuis 2 ans, sans ant6c6dent personnel et 
familial. 

Donn6es  des examens  c l inique et com- 
pl6mentaires  

Endocrinologique : L 'examen clinique est  
normal sur le plan endocrinien. Les taux de 
LH et Testost6rone plasmat ique sont nor- 
maux. Seule la FSH est 61ev6e ~ 20 UI/L 
(N<9). Le reste du bilan est normal et l'hy- 
poth~se d 'un ad6nome gonadot rope  a 6t6 
61imin6e. 

Neurologique : Ptosis bilat6ral asym6trique, 
d'aggravation progressive depuis une ving- 
taine d'ann6es, sans limitation des mouve- 
ments oculaires ni signe clinique d'atteinte 
de la musculature  extra-oculaire. Ar6fl6xie 
ost6o-tendineuse des membres inf6rieurs. A 
l 'examen 61ectrophysiologique, on note une 
abolition des potentiels sensitifs des nerfs 
saph~nes externes. Enfin l 'examen histolo- 
gique du delto~de permet  de mettre  en 6vi- 
dence une dizaine de Ragged Red Fibers et 
des fibres cytochrome C oxydase n6gative. 

Cytologique : 5 spermogrammes ont 6t6 pra- 
t iqu6s  en 2 ans  : 2,3 mil l ions de spz en 
moyenne  par  ml, avec une  mobilit6, ~ la 
premibre heure, inf6rieure ~ 5 %. L'examen 
en microscopie 61ectronique n'a pu, faute de 
spz en assez grande quantit6, mettre  en 6vi- 
dence d'anomalies mitochondriales. 

Biologique : L'analyse par Southern blot de 
I'ADN mitochondrial  des biopsies muscu-  
laires et des spz du patient  compar6s ~ des 
spz t6moins indique la pr6sence de d616- 
t ions  m u l t i p l e s  en fa ib le  q u a n t i t 6 .  Des 
6tudes compl6mentaires par  PCR permet-  
tront de v6rifier ces anomalies. 

Conclus ion 

Une cytopathie mitochondriale d6couverte 
l'occasion d'une ophtalmopl6gie externe pro- 
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gressive chez un patient pr4sentant une oli- 
gospermie pourrait 6tre ~ l'origine de cette 
infertilit6 masculine. 

O O 0  

DECLIN DE LA SPERMATOGENESE: 
L'HYPOTHESE '~ETHERS DE 

GLYCOL". 

A. CICOLELLA 

Institut Natmnal de l'Environnement Industriel 
et des Risques Parc de Saurupt 54042 Nancy 

Cedex. 

Les l~thers de Glycol (EG) forment  une 
famille de substances chimiques dont l'usa- 
ge s'est d6velopp6 de fa~on importante au 
cours des derni~res d6cennies. On les trou- 
ve dans les produits ~ usage industriel et 
domestique: peintures (une peinture sur 3), 
encres, vernis, produits de nettoyage (lave- 
vitre par exemple), cosm6tiques, produits 
usage m6canique et m6tallurgique (fluides 
hydraul iques par exemple), pesticides... 
Leur d6veloppement a coincid6 avec celui 
des produits ~ l'eau, mais ils ont aussi 6t6 
ut i l is6s  dans  les p rodu i t s  di ts  "~ 
solvants"[1]. Sur les 1800 substances pro- 
duites ou import6es dans l'Europe des 12 
plus de 1000 tonnes, 19 sont des EG. Le 
monde occidental  (Europe Occidentale,  
USA, Japon) en a consomm6 700 000 tonnes 
en 1988 et les pr4visions pour 1993 6taient 
de 880 000 tonnes. 

Jusqu'au d6but des ann4es 1980, ils 6taient 
consid6r6s comme des substances tr6s peu 
toxiques, en raison de leur tr6s faible toxici- 
t6 aigu~. Les travaux de NAGANO et coll.[2], 
ont montr6 qu'un certain nombre d'entre 
eux 4taient des toxiques de la reproduction, 
du d4veloppement et du sang. Les effets 
observ6s chez toutes les esp6ces test4es 
(souris, rat, cobaye, hamster, lapin, singe) 
sont de m6me na tu re ,  mais  d ' in tensi t6  
variable selon les esp6ces et les EG. Ce sont 

principalement des 6thers de l'6thyl~ne gly- 
col et certains isom~res du propyl6ne glycol 
qui induisent ces effets en raison de leur 
transformation m6tabolique en ald4hyde, 
puis en acide. I1 a 6t6 montr4 que ces m6ta- 
bolites sont les mol6cules responsables des 
effets toxiques observ6s. 

Les expositions mesur6es au plan profes- 
sionnel peuvent ~tre sup6rieures aux seuils 
de non-effet chez l'animal, principalement 
en raison de la forte p6n6tration cutan4e 
des EG. L'homme apparait, de plus, comme 
l'esp6ce la plus sensible en raison d'un 
temps d'61imination des m6tabolites acides 
plus long que chez les esp6ces animales tes- 
t6es. Dans des cas d 'exposit ions quoti- 
diennes, cela se traduit par une impr6gna- 
tion pe rmanen te ,  y compris pendan t  le 
week end. La question d'une exposition via 
l 'environnement est pos6e h part i r  de la 
publication d'une 6tude montrant la pr6sen- 
ce d'6thers de glycol dans la nappe phr4a- 
tique autour de d4charges industrielles. 

Chez l'homme, les 6tudes publi6es ces der- 
ni6res ann6es confirment les donn4es de 
l 'exp6rimentat ion animale: azoospermie 
chez des peintres en chantiers navals [3] et 
chez des ouvriers fondeurs [4] expos6s 
l'Ethyl Glycol et ~ son ac6tate. Une 6tude 
men6e chez les consultants d'une clinique 
d'infertilit4 [5] trouve une relation significa- 
tive entre l'impr6gnation en acide 4thoxy- 
ac6tique, m6tabolite sp4cifique de l'4thyl 
glycol et de son ac6tate, et une atteinte du 
spermogramme. 3% de la population exami- 
n6e avait un m6tabolite des 6thers de glycol 
dans l'urine alors que le taux physiologique 
est nul et qu'il n 'exis te  pas de sources 
connues dans l'alimentation et les m4dica- 
ments. 

Au vu de ces donn6es,  on peut  pense r  
qu'une partie de l'atteinte de la spermato- 
gen6se ac tue l lement  constat4e dans les 
pays d6velopp6s [6] [7] pourrai t  ~tre la 
cons6quence de l'utilisation ubiquitaire de 
ces substances depuis plusieurs d6cennies. 
Un d6veloppement des 6tudes 4pid6miolo- 
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giques prenant  en compte l'exposition pro- 
fessionnelle et domestique (via les produits 
de consommat ion  et l 'eau) a insi  que des 
~tudes sur la relation exposition-effet appa- 
rait  donc hautement  souhaitable. 
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La n~crozoospermie est une cause mal com- 
prise et peu ~tudi~e d'infertilit~ masculine. 
Son incidence parmi les sujets infertiles est 
estim~e entre 2 et 48 %. Pour contribuer 
la comprehension de cette anomalie, nous 
avons entrepris une 6tude r6trospective sur 
3 ans  p o r t a n t  su r  u n e  p o p u l a t i o n  de 
patients consultants au laboratoire de l'uni- 
t~ de reproduction du CHU de Tours. 

Materiels  et m~thodes  

Les param~tres spermatiques ont ~t~ ~tu- 
di~s selon les crit~res de I'OMS: la n~crozoo- 
spermie ~valu~e h l'aide de la coloration 
l'Eosine-Nigrosine. Ont ~t~ pris en compte 
les n~crozoospermies > ~ 50%. 

L'~tude des dossiers 

ATCD, examen clinique, dosages hormo- 
naux a ~t~ compl~t~e dans certains cas par 
des examens compl~mentaires:  biochimie 
sdminale, spermoculture, ECBU, recherche 
d'anticorps antispermatozoYdes, microscopie 
~ l e c t r o n i q u e ,  b iops ie  t e s t i c u l a i r e .  Les  
patients ont 6t~ classes en groupes en fonc- 
tion des ~tiologies :Pathologie, Anomalie du 
p la sma  s~minal,  Pathologie  tes t icu la i re ,  
Hyper the rmie ,  Infection,  Anticorps anti-  
spermatozoides ,  et un  groupe ou aucune  
~tiologie n'est retrouv~e. 

Nous avons compar~ les groupes h l'aide de 
tests non param~triques.  

R~sultats  

Sur 5049 spe rmogrammes  effectu~s, 229 
pr~sentaient une n~crozoospermie _> h 50%. 
Ces e x a m e n s  c o r r e s p o n d a i e n t  h 171 
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pat ients  dont 131 6talent suivis dans notre 
cent re .  P a r m i  eux 28 p r 6 s e n t a i e n t  une  
n6crozoospermie sur  3 spermogrammes au 
moins et 14 avaient  une n6crozoospermie 
constante sur  t o u s l e s  examens. 18 biochi- 
mies sur  38 p r6sen ta ien t  des anomalies ,  
7/80 6 ta i en t  pos i t i f s  pour  les Ant icorps  
ant ispermatozoides (8,7 %) et 24 FSH 61e- 
v6es sur  107 6voquant  une at te inte  testicu- 
laire. 

Dans la population totale, aucune 6tiologie 
ne se d6gage d 'une  fa~on p r 6 d o m i n a n t e  
alors que les infections repr6sentent  40% 
dans  la p o p u l a t i o n  s61ect ionn6e des  28 
pat ients .  Pa rmi  les 14 suje ts  p r6sen tan t  
une n6crozoospermie constante,  une 6tiolo- 
gie a 6t6 retrouv6e dans t o u s l e s  cas et les 
diff6rences de vitalit6 6taient significatives 
pour la majorit6 des 6tiologies (p<0,0001). 
Le g roupe  " E p i d i d y m a i r e "  et le g roupe  
"Plasma s6minal" p r6sen ta ien t  auss i  des 
diff4rences s ignif icat ives avec les au t res  
sous-groupes. 

63 couples sur 131 ont r6alis6 une FIV ( 17 
grossesses) ,  9 ont  ob t enu  une  g rossesse  
spontan6e.  Les AMP sans succ6s concer- 
naient  les groupes anticorps et FSH aug- 
ment6e. Aucune corr61ation n'a 6t6 mise en 
6vidence entre le % de vitalit6 et la surve- 
hue d'une grossesse. 

D i s c u s s i o n  

Cette 4tude permet  de met t re  en 6vidence 
2 p opu l a t i ons  d i f f6ren tes ,  l 'une dont  la 
n6crozoospermie  peu t  ~tre pas sag6re  et 
l ' a u t r e  d o n t  la  n 6 c r o z o o s p e r m i e  e s t  
c o n s t a n t e .  Les  i n f e c t i o n s  r e p r 6 s e n t e n t  
39 % des 6tiologies, mais  s f i rement  plus  
car la pr6sence des anticorps ant isperma- 
tozoides, les per turbat ions  biochimiques et 
la pathologie du plasma s6minal (la n6cro- 
zoospermie s 'expliquerait  dans ce cas par  
une action nocive sur  les spermatozoides  
des s6cr6tions modifi6es des glandes) peu- 
vent  6tre les cons6quences  de probl6mes 
i n f e c t i e u x  des  o r g a n e s  g 6 n i t a u x  . P a r  

contre il n'y a pas de n6crozoospermie chez 
les  p a t i e n t s  ~ F S H  61ev4e. A p r 6 s  une  
exploration correcte, si aucun facteur cau- 
sal n'a 6t6 d6cel6, peut-on parler  de n4cro- 
zoospermie essent ie l le  d 'origine 6pididy- 
maire (anomalie du t ransi t  ou du stockage 
6pididymaire) ? 

Notre 6tude a permis de d6gager des 6tio- 
logies de la n6c rozoospe rmie ,  mais  pas  
dans t ous l e s  cas, car t o u s l e s  examens qui 
d e v r a i e n t  condu i r e  ~ un te l  d i a g n o s t i c  
d'exclusion n'ont pas 6t6 faits de faqon sys- 
t6mat ique .  Nous  proposons  donc ici une  
conduite ~ tenir pour explorer ces patients. 

C o n d u i t e  a t e n i r  

La d6couverte d'une n6crozoospermie inci- 
te ~ refaire le spermogramme ~ dis tance 
de tout 6v6nement pouvant  alt6rer la qua- 
lit6 des spermatozoides.  La n6crozoosper- 
mie  ne p e u t  ~ t re  a f f i r m 6 e  que  s u r  au  
moins  deux s p e r m o g r a m m e s  et des exa- 
m e n s  c o m p l 6 m e n t a i r e s  du s p e r m e  son t  
indispensables:  Recherche d'une infection 
(leucospermie,  spermocul ture  et ECBU _+ 
massage prostatique),  Biochimie s6minale 
compl6te, Recherche d'anticorps anti-sper- 
matozoides dans le p lasma s6minal et  le 
s6rum, eventuel lement  la microscopie 41ec- 
t ronique,  biopsie t es t icu la i re  et 6pididy- 
maire si une exploration est r6alis6e. 

Un  examen clinique soigneux, 6tude des 
ATCD, explora t ion  hormonale ,  complete  
pa r  l ' e x a m e n  des  g l a n d e s  a n n e x e s  pa r  
ul t rasons (voie endorectale) est imp6ratif. 

Le t r a i t emen t  de toute  suspicion d'infec- 
tion dolt 6tre envisag6,  et  dans  cer ta ins  
cas il faut recourir aux techniques de pro- 
c r6a t ion  m 6 d i c a l e m e n t  a s s i s t 6 e  (PMA) 
IAC, FIV, ou micro-injection du spermato- 
zoide dans l'ovocyte (ICSI) pour obtenir la 
grossesse. 

O O 0  
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SUBSTITUTION DU JAUNE D'OEUF 
PAR DES LIPOSOMES DANS LE 

MILIEU CRYOPROTECTEUR: EFFETS 
SUR LA FONCTION CINETIQUE ET 

LE POUVOIR FECONDANT DES 
SPERMATOZOIDES HUMAINS. 

B. SION, V. CHEVALIER, G. GRIZARD, 
D. BOUCHER 

Service de Biologic du Developpement et de la 
Reproduction, Hotel-Dieu CHU, Clermont-Fer- 

rand Cedex. 

Objectifs  : 

L'int6r~t du jaune d'oeuf comme consti- 
t u a n t  des mi l ieux c ryopro tec teu r s  des 
spermatozoides est bien d6montr6. Son 
action est p robablement  li6e, pour une 
part, aux phospholipides et au cholest6rol 
(chol) qui exercent un r61e protecteur sur 
le gam6te notamment, au niveau membra- 
naire. Le but de ce travail est de voir dans 
quelle mesure,  le jaune d'oeuf peut 6tre 
remplac4 par des lipides. Pour cela, les 
fonctions cin6tiques et les pouvoirs f6con- 
dants des spermatozoides congel6s/d6con- 
gel6s dans des milieux contenant soit du 
jaune d'oeuf, soit des liposomes de diff6- 
rente nature sont compar6s. 

Mat4rie l  et m 4 t h o d e s  : 

Des liposomes sont pr6par4s ~ part i r  de 
phosphat idylser ine  de cerveau de bovin 
(PS), de phospha t idy lcho l ine  de j a u n e  
d'oeuf (PC-JO) de PC de cerveau de bovin 
(PC-CB), de distearaoyl-PC (PC18) et d'un 
m61ange (mole/mole) de PC-CB/chol. 

Les spermes retenus pour l'6tude ont une 
concentrat ion en spermatozoides > 20 x 
106/ml et une mobilit4 > 50%. Ils sont divi- 
s4s en aliquotes et dilu6s (V/V) avec du 
milieu basal (MB: glutamine 80 mM, fruc- 
tose 0,35%, citrate de sodium 0,66%, glyc4- 
rol 14%, streptomycine 400 mg/100 ml), 
du MB contenant  du jaune d'oeuf ou du 
MB contenant des liposomes. Apr6s dilu- 

tion, les m61anges sont maintenus 15 mn 
temp4ra ture  ambiante (p6riode d'6quili- 
bration) puis congel6s dans des paillettes 
de 0,25 ml ~ l'aide d'un minicool LC 40, 
selon un programme sp6cifique. Pour la 
d6cong61ation, les paillettes sont laiss6es 3 
mn ~ 37 ~ C. 

La fonction cin6tique des spermatozoides 
est analys6e par vid6omicrographie assis- 
t6e par ordinateur (ATS-40-JC Diffusion). 

Le pouvoir f6condant des spermatozoides 
est appr6ci6 ~ l'aide du test util isant les 
ovocytes d6pellucid6s de hamster .  Apr6s 
d6cong61ation, les spermatozoides  sont 
centr ifug4s et capacit6s dans le mil ieu 
BWW suppl6ment avec 3 % de HSA pen- 
dant  3 heures.  40 ovocytes d4pellucid6s 
sont ins4min6s avec 2 x 106 spermato-  
zoides; le nombre d'ovocytes p6n6tr4s par 
un ou plusieurs spermatozoides est alors 
d6termin6. 

R4su l ta t s  : 

La pr6sence de PS dans MB entraine une 
forte r6duction de la mobilit4 progressive, 
cette alt6ration est plus marqu6e pendant 
la p6riode d'4quilibration que lors du pro- 
cessus de cong61ation/d4cong61ation. 

La vitalit4 et la mobilit6 des spermato- 
zoides ne sont pas modifi4es significative- 
ment  par la pr6sence de jaune d'oeuf, de 
liposomes de PC de diff4rente nature ou de 
liposomes de PC-CB/chol dans le MB. La 
pr6sence de jaune d'oeuf dans MB entraine 
une augmentation de certains param6tres 
du m o u v e m e n t  (v i tesse  cu rv i l in4a i r e ,  
ampli tude du d4bat tement  lat4ral  de la 
t~te) qui n'est pas retrouv4e avec les diff4- 
rents liposomes. 

Le taux de p6n6tration des ovocytes de p411u- 
cid4s de hamster  est plus 616v6 (p < 0,05) 
lorsque les spermatozoides sont congel4s 
dans MB contenant des liposomes de PC- 
CB/chol que dans MB seul. Cette augmenta- 
tion n'est pas retrouv4e avec MB contenant 
du jaune d'oeuf ou des liposomes de PC-CB. 
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C o n c l u s i o n  : 

La subst i tut ion du jaune  d'oeuf par des 
liposomes de PC de diff6rente nature dans 
le milieu cryoprotecteur n'a pas d'effet d414- 
t6re sur la fonction cin6tique du spermato- 
zoide. Un effet b6n4fique des liposomes de 
PC-CB/chol a pu 6tre mis en 6vidence sur le 
pouvoir  f6condant .  Cet effet  n 'es t  pas 
retrouv6 avec le jaune d'oeuf. 

0 0 0  

L'HYPOTAURINE ET LA TAURINE 
DANS LE SPERMATOZOIDE ET LES 

SECRETIONS GENITALES 

P. GUERIN 

Ecole Vdtdrinaire, Marcy l'dtoile-INSA, 
Villeurbanne 

Introduct ion:  

La taurine et l 'hypotaurine semblent ~tre 
des acides amin4s importants pour la survie 
des spcrmatozoides,  la capaci ta t ion,  la 
f6condation et le d6veloppement embryon- 
naire. Nous avons recherch6 ces 2 compos6s 
dans le sperme et les s6cr6tions g6nitales de 
plusieurs esp6ces de mammif'eres. 

Mat4rie l  et  m4thodes :  

Le liquide tubaire a 4t6 collect4 suivant 2 
techniques: la ligature de l'oviducte h ses 2 
extr6mit6s chez la lapine (n=4) ct la truie 
(n=4); cath6t6risme par voie haute  avec 
ligature h l'extr4mit6 oppos6e de l'oviducte 
chez la brebis (n=4) et la vache (n=4). 

Les liquides de follicules pr6ovulatoires 
sont r6colt4s par ponction 6choguid4e chez 
la femme (n=6), par ponction trans-vaginale 
chez la vache (n=5), apr~s laparotomie chez 
la ch6vre (n=6) et la lapine (n=8), et sur 
ovaires isol6s chez la truie (n=7). 

Les prot6ines sont 61imin6es par microdia- 
lyse. Les acides amin4s sont s6par4s par 
chromatographic d'4change d'ions (Auto- 
analyseur Beckman 6300), puis dos6s apr6s 

coloration h la ninhydrine et absorption 
570 et 440 nm. Les temps de r4tention et 
les rapports de coloration aux 2 longueurs 
d'onde permettent l'identification des pics. 
Le test U de Mann et Whitney a 6t6 utilis4 
pour les analyses statistiques. 

L 'hypotaurine s'oxyde spontan6ment  en 
taurine. Afin d'6valuer sa stabilit6 dans les 
milieux de culture, une solution 6quimol4- 
culaire de taurine et d'hypotaurine a 6t6 
incub6e 1 h 5 jours h 31~ dans le milieu M 
16 aditionn6 ou non d'albumine et/ou d'aci- 
de ascorbique. 

R4sultats:  

La chromatographic d'6change d'ions a per- 
mis l'identification et le dosage de l'hypo- 
t aur ine  et de la taur ine.  Les spermato- 
zoides humains et bovins contiennent des 
quant i t6s  comparables  de taur ine .  Par  
contre, l'hypotaurine est pr4sente ~ concen- 
tration plus 61ev4e dans le spermatozo~de 
de taureau (p<0,05). De la m6me mani6re, 
le plasma s6minal bovin contient des quan- 
tit6s plus 61ev4es d 'hypotaurine (p<0,01) 
que le plasma s6minal humain. 

Dans le liquide tubaire des 4 esp~ces 6tu- 
di6es, la taurine et l'hypotaurine sont pr6- 
sentes h des concentrations de 47 a 235 iuM 
et 154 h 271/tM respectivement. Dans le 
liquide folliculaire, les valeurs trouv4es 
sont 23 h 58 ttM h 57 h 109/tM respective- 
ment. Le rapport hypotaurine/taurine est 
plus 61ev4 dans le liquide folliculaire que 
dans  le l iquide t uba i r e  chez la vache 
(p<0,05) et chez la truie (p<0,01), et dans le 
l iquide  t uba i r e  par  r appor t  au s6rum 
(p<0,05 pour la vache, la truie et la lapine). 

Le dosage de la taurine et de l'hypotaurine, 
apr6s 5 jours d'incubation dans le milieu 
M16 seul ou en pr6sence d'albumine et/ou 
de vitamine C, montre que l 'hypotaurine 
n'est pas oxyd4e en taurine apr6s ce d61ai. 

Discuss ion:  

Nous avons trouv4 des taux 61ev4s d'hypo- 
taurine et de taurine dans les spermato- 
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zoYdes et le plasma s6minal d'homme et de 
taureau. Dans les spermatozoYdes et le plas- 
ma s6minal, le rapport hypotaurine/taurine 
est respectivement 5 et 17 fois plus 61ev6 
chez le taureau que chez l'homme. Cette 
constatation doit 6tre raproch6e de la plus 
grande mobilit6, viabilit6 et f6condit6 du 
spermatozo~de bovin par rapport au sper- 
matozo~de humain. Elle sugg~re que l'hypo- 
taurine pourrait jouer un r61e important  
dans la f6condit6 du spermatozo~de. L'hypo- 
taurine a une activit6 anti-oxydante ~ la 
concentration de 10/tM. Ainsi l'hypotaurine 
pr6sente dans les s6cr6tions g6nitales pour- 
raient avoir une activite protectrice pour les 
gametes et pour l'embryon. Nos r6sultats 
montrent que ces compos6s sont pr6sents 
en permanence dans l 'environnement des 
spermatozoYdes quelle que soit resp~ce 6tu- 
di6e. L'hypotaurine pourrait  6tre ajout6e 
aux mi l ieux  ut i l is4s  pour  la FIV. Les 
concentrations d'hypotaurine sont plus 61e- 
v6es dans les s6cr6tions g6nitales que dans 
les s6rums correspondants. Ceci sugg~re 
rexistence d'un transfert s61ectif d'hypotau- 
rine dans les s6cr6tions g6nitales ~ partir 
du s6rurn et/ou une synth~se et s6cr6tion 
locale par les 6pith61iums g6nitaux. 

@@@ 

SYNTHESE D'HYPOTAURINE ET DE 
TAURINE PAR LES SPERMATO- 

ZOIDES ET LES CELLULES 
TUBAIRES 

P. GUl~RIN 

Ecole Vdtdrinaire, Marcy l'dtoile-INSA, 
Villeurbanne 

Introduct ion:  

La taur ine  (acide 2-amino6thane sulfo- 
nique) est le principal produit du m6tabolis- 
me terminal de la cyst6ine. Avec son pr6- 
curseur rhypotaurine (acide 2-amino6thane 
sulfinique), elle semble intervenir dans la 

maturation finale des gametes et dans leur 
protection contre les radicaux libres oxyg6- 
n6s. Une des voies de synth~se de l'hypo- 
taurine passe par racide cyst6ine sulfinique 
(CSA) qui est d6carboxyl6 par la cyst6ine 
sulfinate d6carboxylase (CSD; EC 4.1.1.29). 
Nous avons montr6 pr6c6demment que la 
taurine et rhypotaurine sont pr6sentes en 
quantit6s importantes dans les spermato- 
zo~des et les s6cr6tions g6nitales. Le ler 
objectif de ce travail est de d6terminer si la 
taurine et l'hypotaurine pr6sentes dans le 
liquide tubaire sont le r6sultat d'un trans- 
fert s61ectif h partir du plasma et/ou d'une 
synth~se locale. Le second objectif est de 
d6terminer quelle est la voie de synth~se de 
ces compos6s dans les cellules tubaires et 
dans les spermatozoides. 

Mat6riel  et M6thodes  

La synth~se de taurine et d'hypotaurine par 
les spermatozo~des  et par  les ce l lu les  
tubaires en culture a 6t6 mise en 6vidence 
en incubant des spermatozoYdes de taureau 
et des cellules 6pith61iales d'oviducte de 
vache et de ch~vre avec de la M6thionine- 
35S. Les cultures de cellules tubaires sont 
obtenues selon la m6thode de Ouhibi (1989). 
La Taurine-35S et l'Hypotaurine-35S sont 
identifi6es ~ ra ide  d'un chromatographe 
d'6change d'ions (Beckman 6300) coupl6 
un d4tecteur  de radioactivit6 (Flow one 
beta). 

�9 La s6cr6tion de taurine et d'hypotaurine 
par les cellules tubaires en culture a 6t6 
mise en 6vidence en i d e n d i f i a n t  et en 
dosant ces compos6s dans le milieu condi- 
tionn6 de ces cultures. L'action de la vitami- 
ne C sur cette s6cr6tion a 6t6 test6e. 

�9 L'activit6 Cyst6ine Sulfinate D6carboxyla- 
se (EC 4.1..29) a 6t6 recherch4e dans les 
cellules 6pith61iales tubaires.Les cellules 
sont lys6es par sonication dans un tampon 
phosphate. La CSD est immunocapt6e 
l'aide d'un antis6rum anti-CSD sp6cifique 
(Almarghini et al.. 1994), dont les immuno- 
globulines sont fix6es sur des particules de 
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protSine A-s~pharose (LEGAY et al., 1987). 
L'activit~ enzymatique est ensuite d~tect~e 
en mesurant par chromatographie d'~chan- 
ge d'ions la  formation d'hypotaurine, le pro- 
duit de la r~action enzymatique, apr~s incu- 
bation avec l'acide cyst~ine sulfinique, le 
substrat de renzyme (TAPPAZ et al., 1992). 

R~sultats 

Nous avons mis en ~vidence la synth~se de 
l'hypotaurine et de la taurine, ~ partir de la 
m~thionine, par les spermatozo~des de tau- 
reau et par les cellules tubaires de ch~vre. 
L'hypotaurine et la taurine sont pr~sentes 
dans ]e milieu conditionn~ des cultures de 
cellules ~pith~liales tubaires de vache, de 
truie, de lapine et de ch~vre. Chez la lapine 
cette presence est vitamine C-d~pendante. 
Nous avons mis en ~vidence une activit~ 
CSD dans les cellules ~pith~liales tubaires 
de vache et de ch~vre in vitro. Cette activit~ 
enzymatique n'a pas ~t~ mise en ~vidence 
dans les spermatozo~des de taureau. 

Discussion 

Les cellules ~pith~liales tubaires de ch~vre, 
de vache, de truie et de lapine s~cr~tent la 
taurine et l'hypotaurine in vitro. I1 est pos- 
sible que la  vitamine C pr~sente dans le 
liquide folliculaire induise la s~cr~tion de 
taurine et d 'hypotaurine par les cellules 
tubaires de lapine. Pour la l~re fois une 
activit~ CSD a ~t~ mise en ~vidence darts 
l'appareil g6nital de mammif~res L'hypo- 
taurine et la taurine sont synth~tis~es et 
s~cr~t~es par l '~pith~lium tubaire via la 
vole de l'acide cyst~ine sulfinique. L'hypo- 
taur ine et la taur ine  pr~sentes dans les 
s~cr~tions g~nitales sont donc au moins 
part ie l lement  le r~sultat  d'une synth~se 
locale. La presence de la CSD dans l'em- 
bryon est en cours d'~tude. 

0 0 0  

METABOLISME ENERGETIQUE DU 
SPERME HUMAN PENDANT LA 

CAPACITATION: ETUDE PAR RESO- 
NANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE 

DU 31P (RMN-31P) 

S. HAMAMAH, F. SEGUIN*, D. ROYERE, C. 
BARTHELEMY, S. AKOKA*, F. PERROTIN, J. 

LANSAC 

Unitd de Biologie de la Reproduction, Dept 
de Gyndco-Obs, Facultd de Mddecine, CHU 

Bretonneau, F-37044, Tours * Labo de 
Bioph Cell & RMN-INSERM U316, Facult6 

de Mddecine, F-37032, Tours 

Introduction 

L'~nergie et le profil m6tabolique jouent un 
rSle important pour g~rer puis assurer la 
vitalit~ et la mobilit~ des spermatozoides. 
Dans cette ~tude, nous avons d~termin~ par 
Resonance Magn~tique Nucl~aire du phos- 
phore (RMN-31P) des marqueurs ~nerg~- 
tiques tels que le Phosphore inorganique 
(PI), le Phosphomonoester (PM), le Phos- 
phodiester (PD), la Phosphocr~atine (Pcr) et 
l'Ad~nosinetriphosphate g, a, b (ATP). Ces 
marqueurs sont la cible des changements 
m~taboliques que les spermatozo~des subis- 
sent lors de la capacitation. 

Materiels et M~thodes 

Les spermatozoides de patients (n=20) par- 
t ic ipant  ~ une ten ta t ive  de FIV ont ~t~ 
laves puis incubus ~ 37~ dans du milieu 
Look's contenant du Glucose ou Look's sup- 
pl~ment~ avec 20 % (v/v) de lactate, fructo- 
se, liquide folliculaire ou calcium ionophore 
A23187. Les spectres RMN du 31P ont ~t~ 
obtenus /t 200 MHz sur un spectrom~tre 
AM 200 WB (BRUKER) ~quip~ d'une sonde 
de 5 mm 1H / 31P ~ partir de 0,4 ml de sus- 
pention spermatique. Les mesures ont ~t~ 
r~alis~es par d~termination de l'intensit~ 
des pics. Les valeurs ont et~ repr~sent~es 
en termes de moyenne _+ SEM. 
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Resul tats  

Le liquide folliculaire induit une augmenta- 
tion de l ' intensit~ des pics de I'ATP des 
spermatozoides en comparaison avec les 
spermatozo~des incubus avec le lactate, le 
fructose ou le calcium ionophore (ATP : 23,7 
+ 2,2 versus 17,4 + 2,9, 16,2 _+ 1,5 et 19,2 _+ 
2,2 respectivement). La supplementation du 
milieu avec le liquide folliculaire induit une 
augmentation du pH interne (pHi) des sper- 
matozoides par rapport  au t~moin (pHi: 
7,43 + 0,2 versus 7,01 +0,1 respectivement). 
Une telle valeur augmente de 0, 4 unit~ 
sous l'effet de la progesterone. 

Conc lus ion  

Les r~sultats obtenus dans cette ~tude mon- 
trent  qu'il est possible d'~valuer le profil 
~nerg~tique des spermatozoides humains de 
fa~on fiable et r~p~titive malgr~ la grande 
h~t~rog~n~it~ des spermes. Cette ~tude 
d~montre l'importance de la RMN-31P dans 
l 'exploration de la voie m~tabolique du 
sperme. Une telle analyse  devra i t  per- 
mettre d'~lucider des alterations m~tabo- 
liques que les spermatozoides subissent lors 
de la preparation pour f~conder l'ovocyte. 

Q 0 0  

IMPLICATION DE L'ANION SUPER- 
OXYDE DANS LA REACTION ACRO- 
SOMIQUE DES SPERMATOZOiDES 
HUMAINS INDUITE PAR UN CAL- 

CIUM IONOPHORE 

JF. GRIVEAU, P. RENARD, D. LE LANNOU 

C.H.U. de Rennes 

Introduct ion  

Les spermatozoides humains sont extrSme- 
ment sensibles au stress oxydatif du fait de 
leur contenu important en acides gras poly- 
i n sa tu r~s  et de la fa ib lesse  de leurs  
d~fenses enzymatiques. De tr~s r~centes 

~tudes ont cependant montr~ que des d~ri- 
v~s oxyg~nes, anion superoxyde et/ou per- 
oxyde d 'hydrog~ne,  j o u e r a i e n t  un r61e 
impor tan t  dans le contr61e de certaines 
fonctions du spermatozoide telles que la 
capacitation et/ou la r~action acrosomique. 
Le but de ce travail a ~t~ d'~tudier l'impli- 
cation de l'anion superoxyde dans ces der- 
nitres. 

M~thodes  

Apr~s s~paration sur gradient de Percoll, les 
spermatozoa'des provenant d'hommes fertiles 
ont ~t~ capacit~s pendant 6 heures a 37~ 
sous 5 % de CO2 en presence ou non de 
superoxyde dismutase (SOD, 500 U/ml). La 
r~action acrosomique a ensuite ~t~ induite 
par 10 ttM de calcium ionophore A23 187. 
La production d'anion superoxyde ainsi que 
le taux de r~action acrosomique ont alors ~t~ 
mesur~s. L'analyse des acides gras des sper- 
matozoides mis en presence d'anion super- 
oxyde a ~galement ~t~ r~alis~e. 

R~sul ta ts  

L'addition de calcium ionophore entra~ne 
la fois une augmentation de la production 
d'anion superoxyde par les spermatozo~des 
de l'ordre de 4 /t 5 fois et une augmenta- 
tion du taux de la r~action acrosomique. 
La presence de SOD dans le milieu d'incu- 
bation ne permet plus de d~tecter de pro- 
duction d 'anion superoxyde et en t ra ine  
une r~duction significative de la r~action 
acrosomique. Cette diminution est iden- 
tique, que l 'addition de SOD ait lieu au 
d~but du processus de capacitation ou seu- 
lement  15 min. avant  l ' induction par le 
ionophore calcique. La presence de vitami- 
ne E, nettoyeur intramembranaire de radi- 
caux libres, induit ~galement une baisse 
significative du taux de r~action acroso- 
mique induite.  Tandis que le niveau de 
r~action acrosomique spontan~e n'est pas 
augment~ en pr6sence d'anion superoxyde, 
une liberation d'acides gras membranaires 
non est~rifi~s est observ~e. 
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Conclus ion 

Ces r6sultats sugg6rent que la production 
d'anion superoxyde par les spermatozoides 
humains pourrait  ~tre impliqu6e dans la 
r6action acrosomique induite par le iono- 
phore calcique A23 187, peut ~tre h travers 
une d6esterification des phospholipides qui, 
en augmentant la fluidit4 membranaire 
travers Faction d6stabilisante des lysophos- 
pholipides form6s, augmenterait sa fusiog4- 
nicite et permettrait ainsi les diff6rents 6v6- 
nements associ6s h la r4action acrosomique 
ainsi qu'h la f4condation. 
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ANOMALIES DE LA STRUCTURE 
CHROMATINIENNE DES SPERMATO- 
ZOIDES HUMAINS DETECTEES PAR 
LA CYTOMETRIE DE FLUX A L'ACRI- 

DINE ORANGE. 

Y. SOFFER 1, R. GOLAN 2, L. SHOCHAT 2, 
R. WEISSENBERG 3, LM.  LEWIN 2 

1 Centre d'Infertilitd Masculine, Centre Mddical 
Assaf Harofe ; 2 Service de Biolchimie Clinique, 
Facultd de Mddecine Sackler, Universitd de Tel 
Aviv ; 3 Institut d'Endrologie, Centre Mddical 

Sheba. Tel Aviv, Israe'l 

Introduct ion 

Alors qu'il est possible, de nos jours, de 
f4conder des ovocytes par l'injection intra- 
cytoplasmique du sperme, il est n6cessaire 
de d4velopper des moyens d'exploration per- 
mettant d'6valuer l'int4grit6 des structures 
i n t r a n u c l 4 a i r e s  des s p e r m a t o z o i d e s  
humains. 

M4thodes 

Dans cette 6tude, la chromatine sperma- 
tique humaine d'4chantillons normaux et 
anormaux 4t6 6dudi6e par la m4thode de 
cy tom6t r ie  de flux fi l ' ac r id ine  orange  
d 'Evenson  DP (Meth in Cell Biol. 

1990;33:401-10) et h l'aide d'un proc6d6 ori- 
ginal de traitement des donn4s. L'acridine 
orange 4met une fluorescence verte avec 
l'ADN h double bande et une fluorescence 
rouge avec l 'acide nuc l4 ique  h bande  
unique. L'un des avantages de la cytom6trie 
de flux est d'obtenir des donn4s distinctes 
pour chaque spermatozoide  d'un m~me 
6chantillon ainsi que la valeur moyenne 
pour tous les spermatozoides. 

R4sultats 

Dans l'aire de dispersion obtenue en fonc- 
tion de la f luorescence 4mise, rouge ou 
ver te ,  80 h 90% des s p e r m a t o z o i d e s  
d '6chant i l lons  humains  normaux  selon 
I'OMS, tombent dans une bande bien d4fi- 
nie. 65 h 80% d'entre eux se resserrent dans 
une zone compacte (Cr6neau) analogue 
celle d6crite pour le sperme du hamster  
(Yossefi S et al. Molec Reprod Develop 
1994;37:93-8). Des 6chantillons de sperme 
contenant un taux 41ev4 d'anomalies mor- 
phologiques donnent souvent des modes de 
dispersion caract6r is t iques  d 'anomalies  
structurales diverses de la chromatine sper- 
matique : 

1. un taux bas de cellules dans le cr6neau 
normal, 

2. un taux faible de cellules dans la bande 
normale, 

3. un taux 61ev6 de spermatozoides h fluo- 
rescence accrue, sugg6rant  moins de 
chromatine d6condens4e, 

4. une proportion accrue de spermatozoides 
fort  quo t i en t  de f luorescence  

rouge/verte sugg6rant un accroissement 
des formes immatures et, ou 

5. une zone pro6minente de mati6re h tr~s 
faible fluorescence, tr~s suggestive d'un 
sperme surcondens4. 

Conclusion 

A la lumi6re de ces r4sultats, il ressort que 
la cy tom6tr ie  de flux est  un moyen de 
valeur pour l'4tude de la structure nucl4aire 
du sperme. 
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Des 6tudes sont actuellement men4es pour 
61ucider la nature des divers d4fauts de la 
chromatine et leurs implications dans Fin- 
fertilit6 du male. 

0 0 0  

IDENTIFICATION DES STADES PRE- 
COCES DE LA SPERMATOGENESE 
DANS DES E J A C U I ~ T S  D'HOMMES 

HYPOFERTILES PAR L'UTILISATION 
D'UN ANTICORPS MONOCLONAL 

ANTI-PROACROSINE 

SOULEZ B., VOLLE P., LEROY-BILLIARD M., 
HERMAND E., DI~FOSSEZ A. 

Service de Pathologie de la Reproduction, Mater- 
nitd Salengro, CHRU de Lille. 

L'identification des stades pr4coces de la 
spermatog4n~se dans le sperme est difficile 
avec les colorations classiques. A notre 
connaissance aucune technique ne permet 
de d6finir de mani~re pr6cise la nature de 
ces cellules dans les 6jaculats. Shrevel et 
coll. [1] ont d6crit, en utilisant des biopsies 
testiculaires, l 'expression de proacrosine 
par les cellules spermatiques d6s le stade 
spermatocyte I et nous avons utilis4 ce mar- 
queur pour identifier les cellules germi- 
nales retrouv6es dans le sperme de certains 
patients hypofertiles. 

Les cellules rondes observ6es dans le sper- 
me ont 6t6 isol4es sur gradient de Percoll 
partir d'6jaculats trait4s en vue de FIV ou 
d'IIU. Apr6s lavage, les isolats d4pos4s sur 
lame ont 6t6 test4s avec l 'anticorps 4D4 
(immuno-cytochimie indirecte) et contre 
color4s au May Grunwald Giemsa. 

La mise en 6vidence de proacrosine associ4e 
l'observation de crit6res morphologiques, 

nous a permis une identification pr4cise des 
cellules germinales jeunes retrouv4es dans 
certains 6jaculats. 

Par  ail leurs l 'expression de proacrosine 

dans des cellules morphologiquement anor- 
males, atypiques par leur taille ou leur rap- 
port nucl4o-cytoplasmique, parfois multinu- 
cl6es, permet de rattacher ces cellules /t la 
lign6e spermatique et de pr4ciser les ano- 
mal ies  de la spe rma tog6n6se  chez ces 
patients infertiles. 

L'anticorps utilisd a dt~ obtenu par  l'dquipe 
D. ESCALIER. J.M. GALLO, M. ALBERT, G. 
DAVID, J. SCHREVET et sa production stabili- 
sde ~t bioMdrieux. (1) J.REPROD. Fertil, 1994, 
100:567-575 
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MARQUAGE DES SPERMATOZOIDES 
HUMAINS AVEC DEUX FLUORO- 

CHROMES: APPLICATION AU TEST 
D'ATTACHEMENT DES SPERMATO- 

ZOIDES A LA ZONE PELLUCIDE 
D'OVOCYTES HUMAINS NON 

FECONDES 

R. LEVY, C. CLAVEL, F. EUSTACHE, 
M. BENCHAIB, J. LORNAGE, M. C. PINATEL, 

H.CORDONIER, J. F. GUI~RIN. 

Laboratoire de Biologie de la Reproduction et du 
Ddveloppement. H6pital Edouard Herriot, Place 

d'Arsonval, 69437 LYON CEDEX 03 

Introduct ion 

Mettre au point et valider une technique 
simple de marquage des spermatozoides 
humains avec deux fluorochromes, la fluo- 
resc4ine (FITC) et la rhodamine (TRITC), 
selon le protocole de Parrish et Foote (Biol. 
Reprod.1985), puis appliquer ce marquage 
au test d'attachement des spermatozoides 
la zone pellucide d'ovocytes humains non 
f6cond6s 48 heures apr~s f6condation in 
vitro (FIV), soit frais, soit apr6s conserva- 
tion en solution hypersaline (Liu, Fertil. 
Steril. 1988). 
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Materiel  et M~thodes  

45 spermes ont ~t~ ~tudi~s. Les spermato- 
zo~des s~lectionn~s apr~s gradient  de Per- 
coll et laves ont ~t~ m a r q u i s  avec 2 solu- 
t ions de f luorochromes  (FITC et TRITC) 
pures  ou d i lu t e s  au 1/4. Une  ana lyse  du 
mouvement  a ~t~ r~alis~e sur les spermato- 
zoides ainsi trait~s avant  et apr~s marqua- 
ge pa r  les  2 f l u o r o c h r o m e s  ( a n a l y s e u r  
d'images ATS 20, de J.C.Diffusion Interna- 
tional). 

Analyse statist ique : test  non param~trique 
de Wilcoxon. 

R~sul tats  

Lors de la mise au point du marquage des 
spermatozoides, une toxicit~ a t t r ibute  aux 
f l u o r o c h r o m e s  a ~t~ o b s e r v 6 e  pour  des  
s p e r m e s  de c o n c e n t r a t i o n  < ~ 40 
millions/ml. Cette toxicit~ a pu ~tre corrig~e 
en ut i l i sant  une solution de fluorochrome 
dilute au 1/4. 

Le marquage des spermatozo~des humains  
p a r  les  2 f l u o r o c h r o m e s  u t i l i s ~ s  ~ des  
concentra t ions  ad~quates  n 'alt~re pas de 
fa~on significative les diff~rents param~tres 
de la mobilit~ (ATS 20): vitesse curvilin~ai- 
re, amplitude de la t~te, lin~arit~ et de l'ac- 
tivation. 

D i s c u s s i o n  - Perspec t ive  

L'innocuit~ des fluorochromes et l 'absence 
de modifications significatives des caract~- 
ristiques de la mobilit~ apr~s marquage des 
spermatozo~des  h u m a i n s  p r ~ s e n t e n t  un  
int~r~t majeur  pour l'~tude de l'~tape essen- 
tielle que constitue l 'at tachement des sper- 
matozo~des ~ la zone pellucide des ovocytes. 
Ce t e s t  es t  en cours  de v a l i d a t i o n  dans  
notre laboratoire. 

Les premiers tests effectu~s ont permis de 
comparer  les capacit~s d 'a t tachement  ~ la 
zone pellucide d'un sperme "test", marqu~ 
par  l 'un des f luorochromes  ~ celles d 'un  
s p e r m e  n o r m a l  "contr61e",  m a r q u ~  pa r  
l 'autre fluorochrome. Ce test  pr~sente ~ga- 

lement l'int~r~t de permettre l'~tude de ref- 
fet d'une substance sur l 'aptitude des sper- 
matozoades ~ fixer la zone pellucide des ovo- 
cytes. 
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MISE EN EVIDENCE ET LOCALISA- 
TION DE RECEPTEURS AUX CYTO- 

KINES A LA SURFACE DES SPERMA- 
TOZOIDES HUMAINS 

P. SCHWED*. R. FIERRO ~176 B. GOBERT A, B. 
FOLIGUET ", MC. BENE A, G. FAURE A 

�9 Laboratoire d'Histologie-Embryologie, Facultd 
de Mddecine, NANCY, FRANCE 

A Laboratoire d'Immunologie, Facultd de Mddeci- 
ne, NANCY, FRANCE 

*Service de Gyndcologie, Hopital BIKOUR- 
HOLIM, JERUSALEM, ISRAEL 

~ Depto. Ciencias de la Salud, U.A.M.-I, CONA- 
CYT, MEXICO, MEXIQUE 

In troduct ion  

Le l iquide  s~minal  h u m a i n  cont ien t  des 
cytokines ~ une concentration significative. 
Le r61e de ces substances reste encore hypo- 
th~tique,  mais  la possibilit~ d 'une action 
sur  les fonctions des gametes  males n 'est  
pas exclue. Ceci impl iquera i t  toutefois la 
presence de r~cepteurs aux cytokines ~ la 
surface des spermatozo~des. 

But  du  travai l  

Nous avons recherche, dans cette ~tude, la 
pr6sence et la localisation des chaines de 
p l u s i e u r s  r ~ c e p t e u r s  aux  c y t o k i n e s  au  
niveau de la membrane des spermatozo~des 
humains: IL2R, IL2R[~, IL6R, de l 'IFNyR et 
la cha ine  [3 commune  aux r~cepteurs  de 
l'IL3, de l'IL5 et du GM-CSF. 

Materiel  et m ~ t h o d e s  

Les observations ont port~ sur 20 spermes 
humains  frais et t ra i t~s par  Percoll. Les 
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spermatozo~des ont ~t~ incubus avec des 
anticorps monoclonaux (CD25,CD122) ou 
polyclonaux (CD126, GP130, CDll9) non 
conjugu~s puis avec respec t ivement  du 
s~rum anti-immunoglobulines de souris ou 
de lapin conjugu~es ~ la fluoresceine. Apr~s 
le dernier  lavage, les suspensions cellu- 
laires ~taient fix~es au paraformaldehyde, 
puis analys~es en cytom~trie de flux. Une 
partie des ~chantillons a ~t~ ensuite exami- 
nee en microscopie UV. 

Sur deux pools de spermatozoades centrifu- 
ges (sperme frais et apr~s gradient de Per- 
coll), une ~tude immunochimique a ~t~ pra- 
tiqu~e pour d~terminer les caract~ristiques 
mol~culaires des cha~nes identifi~es en 
immunofluorescence. 

La localisation des r~cepteurs a ~t~ par 
ailleurs pr~cis~e en microscopie ~lectro- 
nique ~ transmission, sur des coupes fines 
obtenues apr~s inclusion dans le bioacryl 
des spermatozo~des fLX~S et laves. La fixa- 
tion des anticorps a ~t~ r~v~l~e par la pro- 
t~ine A marquee ~ ror colIo~dal. 

R~sultats 

Les ~tudes cytom~triques montrent  l'ex- 
pression sur les spermatozo~des des chaines 
des r~cepteurs aux cytokines caract~ris~s 
par les 5 anticorps sp~cifiques marquis .  
L'intensit~ du marquage est faible mais 
significative. La microscopie UV indique 
que les anticorps se fLxent essentiellement 
sur la piece interm~diaire du gamete, locali- 
sation pr~cis~e en microscopie ~lectronique. 

L'intensit~ du marquage est identique en 
cytom~trie de flux avant et apr~s Percoll. I1 
existe une relation inverse entre le pourcen- 
tage  de spermatozoades  m a r q u i s  et la 
numeration, et entre rintensit~ de fluores- 
cence et la mobilit~ ~ 3 heures. 

Pour 4 des 5 anticorps (CD122 exclu) les 
~tudes en immunopr~cipitation et immuno- 
chimie permettent de retrouver une bande 
dont le poids mol~culaire est celui des 
cha~nes des r~cepteurs recherch~es. 

Discuss ion  et conc lus ion  

Ces ~tudes montrent la presence de r~cep- 
teurs aux cytokines au niveau de la piece 
interm~diaire des spermatozo~des humains. 
Des r~sultats r~cents sugg~rent le r61e de 
cette partie du gamete dans la r~gulation 
du taux des radicaux libres. Les cytokines 
(du plasma s~minal, mais aussi du tractus 
g~nital f~minin) pourraient ainsi intervenir 
par l'interm~diaire de ces r~cepteurs mem- 
branaires dans la preparation fonctionnelle 
du spermatozo~de ~ la capacitation et ~ la 
r~action acrosomique. 
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ANTIGENES DE MEMBRANE DEFI- 
NIS PAR LES ANTICORPS ANTI- 
SPERMATOZOIDES DE CLASSE 

IgA et IgG 

J. AUER., M. DE ALMEIDA, P. JOUANNET 

Laboratoire de Biologie de la Reproduction, h6pi- 
tal Cochin-Port-Royal 

123 Bd de Port-royal, 75014 PARIS 

Introduct ion 

De nombreuses  ~tudes menses  ces der- 
nitres ann~es ont tent~ d'identifier les anti- 
g~nes, cibles des anticorps anti-spermato- 
zoade, responsables de certaines infertilit~s 
masculines. Des techniques util isant des 
anticorps s~riques ont ~t~ le plus souvent 
employees dans ces ~tudes, mais elles com- 
portent  le risque d' identification d'anti- 
g~nes ubiquitaires, souvent sous-membra- 
naires, non impliqu~s dans l'infertilit~. L'in- 
t~grit~ m e m b r a n a i r e  du spermatozo~de 
~tant conserv~e jusqu'~ sa rencontre avec 
l'ovocyte, seuls les antig~nes presents sur la 
membrane de spermatozo~des peuvent ~tre 
les cibles fonctionnelles des anticorps. Afin 
d'isoler des anticorps dirig~s contre les anti- 
g~nes de surface, nous avons absorb~ les 
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s6rums avec les spermatozo~des mobiles 
d'hommes fertiles et nous avons 61u6 les 
anticorps ensuite. Nous savons maintenant, 
que la r6ponse immune d6tect6e au niveau 
s6rique ne r6fl~te pas toujours la situation 
au niveau local, c'est-h-dire dans l'6jaculat, 
ni en t i t re ,  ni en classe d 'ant icorps,  ni 
m~me dans la topographie de fixation des 
anticorps sur les spermatozoides. I1 nous a 
donc paru essentiel de travailler avec les 
anticorps 61u6s h partir des spermatozoides 
6jacul6s, puisque ce sont les seuls h ~tre 
effectivement impliqu6s dans rinfertilit6. 

Mat6riels  et M6thodes  

Nous avons test6 des 61uats spermatiques 
de 11 sujets dont l'infertilit6 6tait d'origine 
immunologique et qui pr6sentaient les anti- 
corps des deux classes, IgA et IgG. Par  
ail leurs,  nous avons analys6 des 61uats 
s6riques de 8 de ces hommes. Des pr6para- 
tions membranaires totales obtenues h par- 
t ir  des spermatozo~des normaux ont 6t6 
solubilis6es en 2 % de SDS et s6par6es en 
SDS-PAGE en gel de 12 %. Le transfert a 
6t6 effectu6 en conditions renaturantes sur 
membrane de PVDF et les prot6ines r6v6- 
16es par immunod6tection en chimiolumi- 
nescence. 

R6sul tats  

Les anticorps 61u6s des spermatozo~des 
reconnaissent 18 prot6ines entre 18 et 110 
kDa. Trois zones prot6iques, 19/18, 68/64 et 
37/36 kDa sont reconnues par 11, 10 et 9 
su je ts  r e s p e c t i v e m e n t .  Les an t icorps  
s6riques sp6cifiques de membrane r6v~lent 
avec une plus grande fr6quence les zones de 
68/64, 37/36 et certaines prot6ines <25 kDa. 

D i s c u s s i o n  

L'6tude comparative des prot6ines r6v616es 
par les 61uats spermat iques  et s6riques 
nous a permis de mettre en 6vidence une 
h6t6rog6n6it6 qualitative et quanti tat ive 
des r6ponses immunes inter-individuelles. 
Pour chaque individu, les sp6cificit6s anti- 
g6niques d6finies par les anticorps circu- 

lants et locaux ne sont pas toujours iden- 
tiques. De plus, chaque classe d'anticorps 
peut reconnaitre les mol6cules-cible diff6- 
rentes. 

Malgr6 cette h6t6rog6n6it6 apparente, la 
majorit6 des anticorps 61u6s et ce quelle que 
soit leur classe, reconnaissent fortement la 
zone de 19/18 kDa. L'isolement de ces pro- 
t6ines est en cours et permettra de d6finir 
son implication 6ventuelle dans l'interac- 
tion gam6tique. 
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INCIDENCE DE LA PRESENCE D'AU- 
TOANTICORPS CHEZ L'HOMME SUR 
LA FERTILITE DU COUPLE : ETUDE 
RETROSPECTIVE DU CHU DE CAEN 

E. SZERMAN-JOLY (1)(2), N. DEFENOUILLERE. (2) 
, D. HERLICOV[EZ (1), E. DENIS (1), 

A. SAUVALLE (1), M. HERLICOVIEZ (L), 
MA. DROSDOWSKY (2) 

(1) Centre d'Assistance Mddicale a la Procrdation 
(2) Laboratoire de Biochimie CHRU C6te de 

Nacre 14033 CAEN Cedex 

De nombreux travaux ont permis d'6tablir 
que les anticorps dirig6s contre les sperma- 
tozoides sont susceptibles d'alt6rer la ferti- 
lit6 du couple. Chez l'homme l'auto-immu- 
nisation antisperme est observ6e dans deux 
situations, soit lors d'une alt6ration du sys- 
t~me de d6fense immuni ta i re ,  soit lors 
d'une rupture de la barri~re h6mo-testicu- 
laire ou une augmentation de la perm6abili- 
t6 au niveau des voies eff6rentes. La pr6- 
sence d'anticorps antispermatozo~des est la 
cause d'une "st6rilit6 relative" et non pas 
absolue. On parlera plutSt d'hypofertilit6. 
En effet, des divergences importantes exis- 
tent entre les auteurs q u a n t a  l'incidence 
r6elle des anticorps sur la fertilit6 du fait 
d'une part de l'h6t6rog6n6it6 des anticorps 
r6agissant contre de nombreux 6pitopes sur 
les spermatozoides et d'autre part de l'utili- 
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sation des diff6rentes techniques de dosage 
non s tandardis6es .  A l 'heure  actuelle,  la 
technique des immunobilles (IBT) tend ~ se 
g6n6raliser; elle permet ~ la fois la d6termi- 
nation de l'isotype, la topographie de fixa- 
tion et le pourcentage de spermatozoides 
porteurs d'anticorps. 

L'utilisation de cette technique au CHU de 
Caen a d6but6 en Janvier  1986. Nous avons 
prat iqu~ a l 'occasion d 'un p r emie r  bi lan 
d ' infer t i l i t6  1467 reche rches  d 'an t icorps  
antispermatozoides chez des hommes non 
azoospermes et d6pist4s 93 pat ients  IBT 
positifs (taux > 20 % IgG et/ou IgA, soit une 
incidence de 6,2 %) .Parmi ceux-ci 44 pr6- 
sentaient  un spermogramme normal. Une 
cause d'infertili t6 f6minine 6tait associ6e 
chez 40 couples. 

Dans notre population, les taux d'IgG et/ou 
d'IgA sont sup6rieurs ~ 60 % dans 77 % des 
cas sans corr61ation avec une 6tiologie sp6- 
cifique. Le signe d'appel ayant  entrain6 la 
recherche d'auto-anticorps consiste dans 55 
% des cas en un test de Hfinher n6gatif ou 
pauvre .  La pr6sence d ' agg lu t ina t s  a 6t6 
signal4e le jour  du dosage dans 67 % des 
cas. Une  a s t h 6 n o s p e r m i e  ou une  chu t e  
secondaire de mobilit6 est associ6e 6gale- 
ment  au test IBT (+) dans 55 % des cas. 

Parmi ces couples, 8 d'entre eux ont pr6sen- 
t6 u n e  g r o s s e s s e  s p o n t a n 6 e ,  5 on t  eu 
recours ~ I'IAD en premi6re intention et 55 
aux PMA (IIU et/ou FIVETE). L 'analyse  
des r 6 s u l t a t s  de F I V E T E  (34 coup les )  
mont re  que le t aux  de segmenta t ion  des 
ovocytes est  n e t t e m e n t  d iminu6 lorsque  
l 'homme est por teur  d 'ant icorps  avec un  
taux d'IgG et d'IgA _> 60 % et que la locali- 
sation des anticorps sur la totalit6 du sper- 
matozoide diminue de fa~on importante le 
pouvoir f6condant quel que soit le taux, par 
rapport ~ une localisation uniquement  fla- 
gellaire. 

On peut  constater  que dans de nombreux 
cas, la pr4sence d'anticorps chez l 'homme 
n'est pas le seul facteur intervenant  dans la 

st6rilit4 du couple et qu'il est n6cessaire de 
rechercher d'autres facteurs d'infertilit6. Le 
d6veloppement des techniques de d6pistage 
uti l isant des anticorps monoclonaux sp6ci- 
fiques dirig~s contre des antig6nes directe- 
ment  impliques dans le processus de liaison 

la m e m b r a n e  pe l luc ide  p e r m e t t r a  de 
s61ectionner les st6rilit6s immunologiques 
"vraies". 
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ANALYSE AUTOMATISEE DU MOU- 
VEMENT DES SPERMATOZOIDES: 
REPRODUCTIBILITE ET INTERET 

POUR LE CHOIX D'UNE TECHNIQUE 
D'AMP 

C. FILLION, M. KRAEMER, B. MARTIN-PONT, 
J. GONZALES 

Service d'Histologie Embryologie Cytogenetique, 
laboratoire de Biologie de la Reproduction, Hopi- 

tal Jean Verdier, av. du 14 Juillet,93143 
BONDY. 

Introduct ion 

L'analyse automatis4e du mouvement  des 
s p e r m a t o z o i d e s  a p p a r a i t  a u j o u r d ' h u i  
comme un examen impor tant  lors de l'ex- 
ploration d'une infertilit6 d'origine masculi- 
ne ou idiopathique. Dans une 6tude pr6c6- 
dente nous avons en effet montre qu'il exis- 
ta i t  une  corr61ation en t re  cer ta ins  para-  
m6tres cin6tiques (VSL, VCL et ALH) et le 
taux de f6condation en FIV. 

Le but de la pr6sente 6tude est de v6rifier 
la f iabil i t4 de l ' ana lyse  a u t o m a t i s 6 e  du 
mouvement  en 6tudiant sa reproductibilit6 
chez un m6me pat ient  pour des 6jaculats 
diff6rents.  A par t i r  de ces r6sul ta ts ,  s'ils 
s'av6rent concordants, une strat6gie th6ra- 
peutique peut ~tre propos6e. 

Mat4riel ct m4thodes  

32 pat ients  ont effectu6 deux recueils de 
sperme dans un intervalle  de 3 ~ 6 mois. 
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Les param~tres  cin6tiques des spermato-  
zoYdes (VSL, VCL et ALH) 6tudi6s dans  
l '6jaculat  et apr~s pr6para t ion  en Percoll 
(90 - 45 %) ont  6t6 d6 te rmin6s  avec un 
CASA (Cell Trak  / Motion Analysis ,  ver- 
sion 3.20) ; ils ont 6t6 compar6s entre les 
deux recueils.  L'6cart  des r6sul ta ts  entre  
les deux mesures  a 6t6 exprim6 en pour- 
centage apr~s calcul du rappor t  entre  les 
deux valeurs  obtenues.  

R6sul ta t s  et d i s c u s s i o n  

Lorsque  les pr6 l~vements  sont  effectu6s 
dans de bonnes conditions (recueil complet 
au laboratoire,  d61ai d 'abstinence de deux 

trois jours, aucun signe infectieux sper- 
mat ique. . . )  les 6car ts  en t re  les r6su l ta t s  
des analyses des deux recueils sont faibles. 
Apr6s pr6para t ion en Percoll, les valeurs  
des pa ram6t re s  cin6t iques mon t ren t  une 
excellente reproductibil i t6 puisqu'elles ne 
different au max imum que de 10 % dans 
2/3 des cas. En outre, en ce qui concerne la 
VCL (param~tre le mieux corr~le au taux 
de f 6 c o n d a t i o n  en FIV,  r = 0 ,59) ,  les  
valeurs  compar6es sont tr~s proches, leur 
6cart 6tant inf6rieur h 20 %, et dans un cas 
sur  deux les va leurs  ne dif ferent  pas de 
plus de 5 %. 

Cette 6tude montre  que l 'analyse automa- 
tis6e du m o u v e m e n t  des spermatozo ides  
est fiable et reproductible ce qui justifie de 
ne pas r6p6ter sys t6mat iquement  cet exa- 
men. Du fait de l 'existence d'une corr61a- 
tion entre  les param~tres  cin6tiques et le 
taux de f6condation en FIV, il parai t  licite 
dans les cas d'infertilit6 masculine off pr6- 
dominent  l'oligo et/ou l 'asth6nospermie de 
r6al i ser  une ana lyse  du m o u v e m e n t  des 
spermatozo~des par  un CASA afin de pro- 
poser  la technique  d 'AMP la plus appro- 
pri6e. 
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ANALYSE DU PLASMA SEMINAL 
HUMAIN EN SPECTROSCOPIE A 
RESONANCE MAGNETIQUE, EN 

RELATION AU TEMPS 
D'INCUBATION 

M. EUGENE ~ L. LE MOYEC ~ E. ERDEI*, V. 
MALETIC*, J. TRITTO *~ G. ARV~S*, 

A. LE Duc ~ 

* Hopital Tenon, Service du Pr Gabriel Arvis, 
Paris, Hopital Saint-Louis, Service du Pr Alain 

Le Duc, Paris. 

Introduct ion  

La composition du fluide s6minal est  tr~s 
complexe et r ep r6sen te  le r6su l t a t  d 'une 
s6rie de r6ac t ions  e n z y m a t i q u e s  qui  se 
d6roulent dans le m6me temps. La biochi- 
mie fonctionnelle du fluide s6minal est tr~s 
mal connue du fait des difficult6s d'analyses 
sur une matrice tr~s visqueuse qui deman- 
de des m6thodologies analytiques de longue 
dur6e  et d i f f6rentes .  La spec t roscop ie  
r6sonance  magn6 t ique  des f luides biolo- 
giques est actuellement disponible pour une 
ut i l isat ion de routine, elle est tr6s rapide 
(10 minutes), elle n'est pas destructive du 
tissu, elle n'est pas r6serv6e ~ une s61ection 

priori des produits et elle donne des infor- 
mations compl6mentaires sur la dynamique 
mol6culaire. 

M6thodes  

Des 6chantillons de fluide s6minal d'envi- 
ron 450 micro litres, pr61ev6s sur des sujets 
normaux et fertiles, ont 6t6 mis dans des 
t u b e s  p o u r  s p e c t r o s c o p i e  ~ r 6 s o n a n c e  
magn6tique sans aucune pr6paration. Les 
mesu re s  ont 6t6 r6alis6es ~ 20 ~ dans  un 
s p e c t r o m ~ t r e  B r u c k e r  AM400 avec une  
technique ~ pulsation isol6e avec une pr6- 
s a t u r a t i o n  du s igna l  de l ' eau  ~ 15 - 30 
minutes, 1, 2, 4, 8, 12 et 24 heures apr~s le 
recueil du sperme. 

R6sultats  

Les p r inc ipa les  composan te s  ident i f i6es  
sont le citrate, la spermine, la glyc6rophos- 
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phocholine (GPC), la phosphorylcholine 
(PC), la choline (Ch), N-ac~tyl d~riv~s des 
glycoprot~ines, lactate, leucine / isoleuci- 
ne/valine, lysine alanine, leucine/arginine, 
fructose/inositol ,  g lu tamate /g lu tamine .  
L 'ampl i tude  des spectres  en r~sonance 
magn~tique augmente entre t15 et t30 
cause de l ' augmenta t ion  de la mobilit~ 
mol~culaire li~e ~ la liquefaction du liquide. 
Les analyses en fonction du temps, mon- 
trent une diminution de la phosphorylcholi- 
ne (PC) et une augmentation de la choline 
(Ch) avec un constant  temporel  de 180 
minutes, par contre la glyc~rophosphocholi- 
ne reste stable jusqu'~ 480 minutes. Apr~s 
ce d~lai la concentration des aminoacides 
augmente progressivement ~ cause de l'hy- 
drolyse des prot~ines. La choline est m~ta- 
bolis~e en dim~thylglycine, le citrate et les 
sucres s'effondrent et la fermentation alcoo- 
lique appara~t. 

Conc lus ion  

Les r~sultats pr~liminaires montrent  des 
donn~es dynamiques utilisables pour une 
nouvelle procedure clinique dans l'explora- 
tion de la fonction s~minale. La spectrosco- 
pie ~ r~sonance magn~tique protonique in 
vitro du fluide s~minal, peut ~tre propos~e 
comme une technique non invasive rapide, 
pour ~valuer les modifications d~pendantes 
du temps d'incubation du fluide s~minal et 
comparer aux r~sultats 
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L'ASSURANCE DE QUALITE EN BIO- 
LOGIE DE LA REPRODUCTION : 

APPLICATION AU SPERMOCYTO- 
GRAMME 

A. BOURGUIGNAT (1), A. CLAVERT (2), 
G. FERARD (1) 

(1) Facultd de Pharmacie, Laboratoire de Biochi- 
mie Appliqude, STRASBOURG (2) CECOS, 

Hopitaux Universitaires de Strasbourg, STRAS- 
BOURG 

L'utilisation des r~sultats de laboratoire 
dans l'aide ~ la d~cision (pronostic et/ou dia- 
gnost ic)  n~cess i te  d 'avoir  des donn~es 
fiables, donc une assurance dans la qualit~ 
d'ex~cution des analyses. Ceci peut ~tre r~a- 
lis~ par la mise en place de confrontations 
inter laboratoires, chacun d'entre eux rece- 
vant et analysant des specimens identiques. 

Nous nous sommes proposes d'appliquer la 
d~marche introduite dans les ann~es 1975 
en Biochimie ~ la Biologie de la Reproduc- 
tion. Nous vous pr~sentons aujourd'hui les 
premiers r~sultats de l'~volution de la cohe- 
rence des r~sultats pour l'examen du sper- 
mocytogramme, une des premieres ~tapes 
dans l'exploration de l'infertilit~ masculine. 

Materiel  et M~thodes  

37 laboratoires situ~s majoritairement dans 
le Nord-Est de la France ont accept~ de par- 
ticiper ~ la mise en place d'un tel syst~me 
d~auto~valuation. Les participants re~oivent 
deux lames pr~fix~es provenant  chacune 
d'un m~me ~jaculat. La coloration est effec- 
tu~e par le laboratoire selon sa technique 
habi tuel le ;  un cer ta in  nombre de para- 
m~tres sont ~tudi~s (proportion de sperma- 
tozo~des normaux, anomalies particuli~res 
de forme, indice d'anomalies multiples .... ). 
L'~tude des r~sultats se fait sur l'ensemble 
des donn~es rendues par les laboratoires. 
Pour chaque param~tre, une "zone d'accep- 
tabilit~" est d~finie (actuellement, elle est 
de + 15 % autour d'une valeur cible). Comp- 
te tenu de la presence de deux ~chantillons, 
I ' interpretation statistique se fait ~ l'aide 
du diagramme de Youden en termes d'exac- 
titude et de precision. 

R~sul tats  

La p~riode d'~valuation se situe d'avril 1992 
novembre 1994. A titre d'exemple, nous 

discutons l'~volution de rindice d'anomalies 
multiples. 

Lors de la premiere confrontation, la pro- 
portion de laboratoires situ~s dans les deux 
zones d 'acceptabil i t~ ~tait  de 10 %; en 
novembre 1994, elle est de 40 %. 
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Dans le m~me temps, la dispersion des 
r~sultats (mat~rialis~e par le coefficient 
de variation) se r~duit de mani~re signifi- 
cative (de 25 % a 12 % environ) montrant  
une harmonisation des r~sultats. 

C o n c l u s i o n  

Apr~s deux ann~es  d ' eva lua t ion  de la 
coherence inter laboratoires des r~sultats 
de l 'examen du spermocytogramme, nous 
avons montre l'efficacit~ d'une telle pro- 
c~dure qui devra ~tre poursuivie et d~ve- 
lopp~e pour  d ' au t r e s  p a r a m ~ t r e s  cou- 
rants, utilis~s dans l 'exploration de l'in- 
fertilit~ masculine. 

0 0 0  

lin dont l '~tude du caryotype effectu~e 
lors de l'exploration d'une azoospermie a 
permis de caract~riser une translocation 
r~ciproque ~quilibr~e complexe impli- 
quant un chromosome 7, 8 et Y. 

L'hybridation in situ d'une pansonde du 
chromosome 7 a objectiv~ la translocation 
de materiel 7q sur le bras court du chro- 
mosome 8 et sur le bras long du chromo- 
some Y. 

La mise en dvidence d'un tel remanie-  
m e n t  p e r m e t  d ' exp l i que r  la p r e s e n c e  
d'une azoospermie. En effet, il est pro- 
bable que la complexit~ de ces transloca- 
t ions  r e n d  imposs ib l e  l ' a p p a r i e m e n t  
m~iotique, bloquant ainsi la spermatoge- 
n~se. 

T R O U B L E S  DE LA FERTILITE MAS- 
CULINE A S S O C I E S  A U N  REMANIE-  

MENT CHROMOSOMIQUE COM- 
PLEXE: A P R O P O S  D'UN CAS 

D'AZOOSPERMIE AVEC 
TRANSLOCATION T (7; 8; Y). 

S. BRIAULTL, A. GUICHETL, C BARTHELEMY 
2, eL. MORAINEL 

1: Unttd de Gdndtique, CHU Bretonneau, 
37044 Tours cedex, 2: Unitd de Biologie de la 
Reproduction, CHU Bretonneau, 37044 Tours 

cedex. 

Les remaniements  chromosomiques ~qui- 
libr~s constituent une cause fr6quente de 
troubles de la fertilitY. Ces remaniements  
sont le plus souvent des t ranslocat ions  
r~ciproques ~quilibr~es simples qui se 
manifestent  par des avortements sponta- 
n~s rdp~t~s. En revanche,  les remanie-  
men t s  de la s t r u c t u r e  chromosomique  
d~pist~s lors de l'exploration de troubles 
s~v~res de ta spermatogen~se sont g~n~- 
ra lement  h type de t ranslocat ions com- 
plexes. 

Nous rapportons le cas d'un sujet mascu- 
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CRYPTORCHIDIE ET I N F E C O N D I T E  
MASCULINE 

R. MIEUSSET, L. BUJAN, G. MANSAT, 
A. MANSAT, F. PONTONNIER 

Centre de Stdrilitd Masculine, H6pital La 
Grave, Toulouse 

La c r y p t o r c h i d i e  a pour  consequence  
possible l ' i n % c o n d i t s  Dans le but  de 
mieux  comprendre  les re la t ions  en t r e  
cryptorchidie  et in%condit~, p lus ieurs  
param~tres  cliniques et biologiques ont 
~t~ recueillis chez 85 hommes f~conds et 
95 hommes inf~conds ayant  un ant~c~- 
dent  de cryptorchidie uni-ou bilat~rale 
t ra i t~e  m~dica lemen t  ou chi rurgica le-  
ment. 

La cryptorchidie est associ~e ~ une r~duc- 
tion du volume du test icule at teint .  La 
spermatogen~se (quantitative et qualita- 
tive) des cryptorchidies est s~v~rement 
alt~r~e. 
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Deux fac teu r s  de r i sque  ont  ~t~ isol~s 
dans cette population cryptorchide : 

1. l ' ex i s tence  d 'un  t e s t i cu l e  a s c e n c e u r  
in t e rmi t t en t ,  qui semble plus f r~quente  
apr~s t ra i tement  m~dical que chirurgical, 
est associ~e ~ une production de sperma- 
tozo~des quant i t a t ivement  moindre; 

2. la presence d'une t empera ture  scrotale 
a n o r m a l e m e n t  augment~e  qui est  asso- 
cite ~ une r~duction des volumes testicu- 
laires, ~ une spermatogen~se plus alt~r~e 
et ~ une plus grande fr~quence d'inf~con- 
dit~ primaire.  

0 0 0  
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EPIDIDYME 

CARACTERISATION ET IDENTIFICA- 
TION DE PROTEINES SYNTHETI- 

SEES PAR L'EPIDIDYME DE PORC 

P. SYNTIN.,JL. DACHEUX, F. DACHEUX 

URA INRA-CNRS 1291, PRMD 
NouziUy,37380 Laboratoire de Biologie de la 

Reproduction, Sciences et Techniques, 
Tours,37200. 

Parmi les fluides de l'organisme, le milieu 
e n v i r o n n a n t  les gametes  males  est un 
milieu sp~cifique. Cette sp~cificit~ est ren- 
due possible grace h l'existence d'une bar- 
ri~re biologique entre le milieu sanguin et 
le milieu germinal. Par micro prdl~vements 
de fluides ~pididymaires et n~osynth~ses de 
prot~ines h partir de tissus ou de tubules, 
nous avons pu caract~riser les prot~ines 
majeures  secr~t~es dans l '~pididyme et 
identifier la plupart d'entre elles. 

Les prot~ines prdsentes dans les diff~rentes 
parties de cet organe et les produits de n~o- 
synth~se in vitro en presence de methionine 
35S ont dt~ s~par~s par electrophor~se bi- 
dimensionnelle. L'analyse des gels et des 
autoradiographies a ~t~ faite h l'aide d'un 
analyseur d'image adapt~ aux gels d'~lec- 
trophor~se en deux dimensions (Syst~me 
Kepler, LSB corporation)(*). Ce syst~me 
permet  d 'effectuer des comparaisons de 
taches entre les diffdrents gels et de quanti- 
tier leur surface et leur intensitY. 

Grace h ce syst~me, une cartographie com- 
plate repr~sentant les positions dlectropho- 
r~tiques des diff~rentes prot~ines synthdti- 
s~es et s~cr~t~es dans  les d i f f~ren tes  
r~gions ~pididymaires a pu ~tre r~alis~e. 
Cette carte contient 212 spots. Plusieurs 
prot~ines sont polymorphes (pI et poids 
mol~culaires diff~rents). Dans ces condi- 
tions, 134 polypeptides diff~rents ont ~t~ 
positionn~s. 

Des micros~quen~ages de la partie N-termi- 
nale des prot~ines ont ~t~ r~alis~s h partir 
de transfert des s~parations ~lectrophor~- 
tiques sur membrane de nylon. Le micros~- 
quen~age a ~t~ effectu~ sur un appareil Por- 
ton LF 3000 (BECKMAN) [1] (*). Par  
recherche d'homologie par le logiciel FASTA 
ou BLAST h partir de banques de donn~es 
(Genbank, EMBL, PIR, SwissProt) plu- 
sieurs prot~ines ont pu ~tre caract~ris~es. 
Ainsi parmi les prot~ines les plus impor- 
tantes  nous avons pu identifier des pro- 
t~ines apparent~es aux glutathione-peroxi- 
dases, N-acetyl ~-hexosaminidases, manno- 
sidases, lipocalines, procathepsines et h des 
prot~ines de rSle inconnu telle que la cluste- 
rine (SGP-2) ou ESP1.6. 

Ces prot~ines sont les plus importantes en 
concentration ou en biosynth~se dans cet 
organe. Leurs rSles dans la physiologie du 
spermatozo~de ne sont pas connus. 

[1] Atelier de Microsdquen~age des protdines, 
INRA, Nouzilly, 37380. (Telephone: 42 47 78 67). 

(*J Appareillages co-financds par la Region 
Centre et l'INRA. 
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POLARISATION DES SECRETIONS 
PROTEIQUES DANS L'EPIDIDYME 

DE PORC : 
ANALYSE QUANTITATIVE 

P. SYNTIN, JL. DACHEUX, F. DACHEUX 

Laboratoire de Physiologie de la Reproduction, 
Unitd Associde INRA-CNRS 1291. Nouzilly, 

37380 

L'activit~ de synth~se et de s~cr~tion des 
cellules ~pididymaires a dt~ analys~e chez 
le porc par biosynth~se in vitro tout le long 
de l'organe dans le but : [1] de d~finir une 
sp~cialisation r~gionale, [2] de quantifier 
les prot~ines s~crdt~es dans les diff~rentes 
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r6gions et [3] de d4terminer l'orientation de 
la s6cr6tion prot4ique dans les tubules : api- 
cale ou basale. 

Des incubat ions  in vitro en pr6sence de 
m6thionine 35S ont 6t6 r6alis4es soit h par- 
tir de f ragments  de t issus 4pididymaires 
soit h partir de tubules isol4s porvenant de 
10 r4gions 6pididymaires.  Les prot6ines 
n4osynth6tis6es, s6cr4t6es ~ l'int6rieur ou 
l'ext4rieur du tube sont s4par4es par 61ec- 
trophor~se bidimensionnel le  et d6tect6e 
par autoradiographie. L'analyse quantitati- 
ve des s6cr6tions a 6t6 r6alis6e h l'aide d'un 
syst6me informatique uti l isant  un logiciel 
pour gel 2D (Kepler, LSB corporation) qui 
int6gre la surface et l ' intensit6 de chaque 
spot. 

Deux types de prot4ines ont 6t6 identifi4es 
selon la polarisation de la s6cr4tion : [1] des 
prot4ines majeures, sp4cifiques de l'6pididy- 
me et r4gionalis6es sont s4cr4t4es dans la 
lumi6re du tube par les cellules 4pith61iales 
et [2] des prot6ines mineures, non r6gionali- 
s6es sont s6cr6t6es h l 'ext6rieur du tube, 
tout le long de l'6pididyme. Ces prot6ines 
communes, trouv6es 6galement dans le tes- 
ticule, le rete testis et les vas efferentes, 
proviennent vraisemblablement d'un autre 
type cellulaire constituant la paroi du tube 
(tissu conjonctif, tissu musculaire lisse...). 

En ce qui concerne les prot6ines majeures 
et sp6cifiques, nous avons ainsi identifi4 
cinq r4gions 6pididymaires : la t6te proxi- 
male (EO-E1), la t~te m4diane (E2-E3), la 
t~te distale (E4-E5), le corps (E6-E7) et la 
r6gion caudale (EB-E9). Les deux premi6res 
r4gions sont caract4ris4es respectivement 
par la s6cr4tion du train A (E0-E1) et de la 
clusterine (E2-E3) qui repr6sentent chacu- 
ne 70 ~ 80 % de la s6cr6tion totale des pro- 
t6ines. Une telle intensit6 de s6cr4tion n'a 
jamais 4tait d6crite auparavant  et semble 
~tre sp4cifique de l'6pididyme de proc. Dans 
la t6te distale trois compos6s apparaissent : 
les trains I (21%), E (4,3 %) et N (10,5 %). 
Le corps est caract6ris6 par deux compos4s 
majeurs : les trains M (3,3 %) et H (22,4 %). 

Dans la r6gion caudale aucune prot4ine 
majeure sp6cifique n'est s6cr4t4e, les com- 
pos4s n4osynth6tis6s sont s6cr6t6s h l'ext6- 
r i e u r  du  t ube  et  c o m m u n s  aux a u t r e s  
r6gions. 

Le rfle des prot4ines 4pididymaires sp6ci- 
fiques n 'es t  pas clair, m~me pour  celles 
ayant une activit6 enzymatique identifi4e. 
Cer ta ins  compos6s in te rag i s sen t  avec la 
membrane du gam6te mais la signification 
de la s4cr6tion s4quentielle des prot6ines 
6pididymaires vis h vis de la matura t ion  
des spermatozoides n'est pas 61ucid6e. 

O O 0  

ANALYSE QUANTITATIVE ET QUALI- 
TATIVE DE L'EPIDIDYME DANS LES 

AZOOSPERMIES EXCRETOIRES : 

Approche morphom4trique par 
analyse d'image 

F. PERROTIN, S. HAMAMAH, D. ROYERE, 
C. BARTHELEMY, G. BODY, J. LANSAC 

Unitd de Biologie de la Reproduction, Ddparte- 
ment de Gyndcologie Obstdtrique, CHU Breton- 

neau, 37044 Tours cedex 

Introduction 

Chez les mammif'eres, les spermatozoides 
leur sortie du testicule sont incapables de 
f6conder l'ovule, ils acqui6rent leur pouvoir 
f6condant lors du transit  dans la queue de 
r6pididyme. Cependant, des grossesses ont 
pu ~tre obtenues chez l 'homme apr6s f6con- 
da t ion  in vitro (FIV) ou apr~s inject ion 
in t ra-cytoplasmique (ICSI) de spermato-  
zoides pr61ev6s au niveau de la t6te de l'6pi- 
didyme. De tels r6sultats posent le probl~- 
me du r61e de r6pith61ium du canal 6pididy- 
maire  dans la ma tu ra t ion  des spermato- 
zoides. Ce travail a eu pour but d'6tudier 
quant i ta t ivement  et quali tat ivement l'4pi- 
th61ium 4pididymaire des patients atteints 
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d'une ag6n6sie v6siculo-d6f6rentielle (AVD) 
et de d6terminer si la qualit6 de l'6pith6- 
lium peut influencer la capacit6 des sper- 
matozo~des ~ f6conder l'ovocyte. 

Mat6riel et m6thodes  

Lors de pr61~vements de sperme 6pididy- 
maire pour la r6alisation d'une FIV, des 
biopsies des r6gions du corps de la t~te et de 
la queue de l'6pididyme ont 6t6 effectu6es. 
Des coupes semi-fines ont 6t6 pr6par6es et 
6tudi6es par analyse d'image assist6e par 
ordinateur (Alcatel TITN, SAMBA 2000). 
Le rapport des surfaces totale et luminale 
des coupes du tube 6pididymaire, l'6pais- 
seur 6pitheliale et la longueur des st6r6ocils 
ont ainsi 6t6 mesur6es. 

R6sultats  

Notre 6tude nous a permis de distinguer, en 
fonction de la longueur r6siduelle de l'6pidi- 
dyme trois groupes de patients (GI: 0,5-2 
cm, GII: 2-4 cm et GIII: >4 cm). Nous avons 
observ6 au niveau de la t~te de l'6pididyme 
une variation significative de chacun des 
trois param~tres 6tudi6s entre  les GI et 
GIII (p<O,O1). De plus l'6paisseur de l'6pi- 
th61ium et la longueur des st6r6ocils sont 
significativement abaiss6es en l'absence de 
f6condation lors de FIV conventionnelle 
(p<O,O1). 

Conclus ion 

Les r6sultats de notre 6rude sugg~rent l'in- 
t6r~t de l'analyse morphom6trique de l'6pi- 
th61ium 6pididymaire dans les AVD. L'alt6- 
ration de param~tres tels que l'6paisseur de 
l'6pith61ium ou la hau teur  des st6r6ocils 
pourrait ~tre utilis6e pour expliquer et pr6- 
dire les 6checs de f6condation avec sperme 
6pididymaire. 
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L'ABSENCE D'UNE PROTEINE EPIDI- 
DYMAIRE DU SPERMATOZOIDE EST 

ASSOCIEE A CERTAINS CAS 
D'INFERTILITE IDIOPATHIQUE 
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* Service d'Histologie-embryologie orientd en Bio- 
logie de la Reproduc t in  - Universitd par i s  V -  

H6pi ta l  C O C H I N  - 123 B d  de Port-Royal  - 75014 
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ny-Reproduct ion  - Universitd Lava l  - Centre de 

Recherche  du  C H U L  - 2705  B d  Laur i e r  - S te  Foy 
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Introduct ion 

Les modifcations membranaires des sper- 
matozoYdes au cours de la maturation 6pidi- 
dymaire, en particulier l'acquisition de nou- 
velles prot6ines, constituent un pr6requis 
l'interaction des gametes. Nous avions pr6- 
c6demment d6montr6 que la P34H, une pro- 
t6ine du spermatozo~de humain d'origine 
6pididymaire, joue un r61e dans le proces- 
sus de la liaison du spermatozoade ~ la zone 
pellucide [1]. 

Dans cette 6tude la P34H a 6t6 quantifi6e 
sur les spermatozo~des d'hommes fertiles 
pour 6tablir une valeur de r6f6rence puis 
chez des hommes ayant une infertilit6 idio- 
pathique, afin de mettre en 6vidence une 
6ventuelle corr61ation entre la pr6sence de 
la P34H et la fertilit6 masculine. 

Materiel  et  M6trhodes 

Un anticorps polyclonal sp6cifique de la 
P34H a 6t6 utilis6 pour r6aliser des Wes- 
t e r n  blots de prot6 ines  ex t r a i t e s  d 'un 
nombre constant  de spermatozo~des. La 
quantit6 de P34H a 6t6 mesur6e par densi- 
tom6trie apr~s r6v61ation des Western blots 
par Chimioluminescence. 

Un test de liaison des spermatozo~des ~ la 
zone pellucide humaine a 6t6 r6alis6 avec 
les spermatozo~des d'hommes pr6sentant 
d i f f6rents  n iveaux  d 'express ions  de la 
P34H. 
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Rdsultats  et D i scuss ion  

Trois  exp6r i ences  r~a l i s6es  de man i~ re  
ind~pendante montrent  que le niveau d'ex- 
pression de la P34H est  constant  chez un 
m~me individu et que la quantit6 exprim~e 
est similaire chez t o u s l e s  hommes fertiles 
6tudi~s (n=17). A partir de ces r6sultats une 
v a l e u r  de r ~ f 6 r e n c e  a 6t~ d ~ t e r m i n ~ e  
(100%). Dans la population d 'hommes fer- 
tiles les valeurs varient  de 58 h 133 %. 

En  c o m p a r a i s o n  avec  ce t t e  p o p u l a t i o n  
d'hommes fertiles, le niveau d'expression de 
la P34H est  de 30 % ou moins chez 9/16 
hommes infertiles. Les autres patients ont 
un niveau d'expression similaire par  rap- 
port aux t6moins fertiles. De plus les sper- 
matozoYdes  d ' h o m m e s  a y a n t  un  f a ib l e  
niveau d'expression de la P34H ont une tr~s 
faible capacit6 de liaison h la zone pellucide. 

Conc lus ion  

Nos r6sultats montrent  que le niveau d'ex- 
pression de la P34H sur les spermatozoides 
v a r i e  d ' un  h o m m e  h l ' a u t r e  et  que  les  
faibles quantit6s de cette prot6ine sperma- 
tique sont associ~es h certains cas d'inferti- 
lit~s idiopathiques. La P34H pourrai t  ~tre 
utilis~e comme marqueur  de la fonction ~pi- 
d idymaire  chez l 'homme et servir au dia- 
gnos t ic  de ce r t a ines  infer t i l i t~s  inexpli-  
qu~es. 

(fonds CRM et FRSQ, FB boursier de la Socidtd 
de Secours des Amis des Sciences). 

1. BOU]~ ET COLL, 1994, Biol. Reprod. 51 : 577- 
587 
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ASSISTANCE MEDICALE 
A LA PROCREATION 

EVALUATION D'UN PROTOCOLE 
SIMPLIFIE POUR L'INJECTION 

INTRACYTOPLASMIQUE D'UN SPER- 
MATOZOIDE (ICSI) 

M. JEAN, P. BARRIERE, S. MIRALLIE, 
H. LUCAS, MF. DUBIN, M. ROCH 

Laboratoire de Biologie de la Reproduction, 
CHU de NANTES 

Introduct ion  

L'injection in t racy top lasmique  d 'un sper- 
matozo~de (ICSI) connait un d~veloppement 
consid6rable dans le t ra i tement  des inferti- 
lit6s masculines s~v~res. Cependant,  l'injec- 
t ion, avec le spermatozoi 'de  s~lectionn~, 
d ' une  so lu t i on  de p o l y v i n y l p y r r o l i d o n e  
(PVP) dans le cytoplasme de l'ovocyte peut 
pr6senter, en raison de la nature de ce pro- 
duit, un risque toxique potentiel. 

Le bu t  de ce t r ava i l  a ~t6 d ' 6va lue r  les 
r6sul ta ts  de I 'ICSI en u t i l i sant  un milieu 
d'injection sans PVP. 

Materiels  et M~thodes  

L'ICSI a 6t6 pratiqu~e au cours de 15 cycles 
chez des pat ients  pr~sentant  une oligoas- 
t h 6 n o s p e r m i e  s~v~re: n u m e r a t i o n  (mil- 
lions/ml): 14.7 +/- 13.1 (1-45); mobilit6 pro- 
gressive (%) : 10.2 +/- 10.6 (0-30). Les sper- 
matozo~des sont pr6par~s par 2 lavages/cen- 
t r i fuga t ions  dans  une  so lu t ion  sal ine  de 
Tyrode .  Le culot  de spe rma tozo~des  es t  
ensuite remis en suspension dans 0.2 ml de 
B2 de Menezo et utilis6 di rectement  pour 
I'ICSI. La micromanipulat ion des ovocytes 
e s t  r~a l i s6e  d a n s  du  B2 qu i  e s t  a in s i  
employ6 comme milieu d'injection pour le 
spermatozoade s61ectionn6. 

90 



R~sul tats :  

�9 ovocytes recueillis :175 

�9 ovocytes matures  inject~s: 130 

�9 ovocytes intacts apr~s l'ICSI: 121 

�9 zygotes diploides: 40 

�9 embryons transferals: 40 

�9 t a u x  de f~conda t ion  / ovocyte  m a t u r e  
inject~ : 33 % taux de transfert / cycle: 86.6 % 

�9 taux de grossesse / cycle: 13.3 % 

�9 i grossesse g~mellaire ~volutive (12 SA) 

�9 i avortement spontan~ pr~coce 

C o n c l u s i o n  

Malgr~ la taille r~duite de cette s~rie, l'ab- 
sence de PVP dans le milieu d'injection ne 
parai t  pas affecter les r~sultats  de l'ICSI. 
Bien que ces premiers  r~sul ta ts  mdri tent  
d 'e t re  confirm~s, il semble  donc l~gitime 
d'~viter l'emploi du PVP pour la microinjec- 
tion du spermatozoide  compte- tenu  de la 
toxicit~ potentielle de ce produit. 

0 0 Q  

FIV OU ICSI  ? 

V A L E U R  P R E D I C T I V E  DE D I F F E -  
R E N T S  P A R A M E T R E S  D U  S P E R M E  

C. WITTEMER, S. WARTER*, B. SUDAN*, RM. 
DEMAND*, J. OHL, K. BETTAHAR-LEBUGLE, 
L. MOREAU, P. DELLENBACH, Y. RUMBLER. 

Ddpartement de PMA, Service de gyngcologie-obs- 
tdtrique, C.M.C.O., 67300 Strasbourg / Schilti- 

gheim *Laboratoire de Biologie de la 
Reproduction, Hopital Civil, 67000 Strasbourg 

I n t r o d u c t i o n  

Les e x a m e n s  conven t ionne l s  du spe rme  
semblent avoir une valeur pronostique limi- 
t~e en ce qui concerne la r~ussite ou l'~chec 

d'une PMA. Des m~thodes plus objectives 
d ' ana lyse  p e r m e t t e n t  - elles de cibler  la 
technique de PMA la plus adapt~e h chaque 
couple ? 

Mater ie l  et  m ~ t h o d e s  

C e t t e  ~ tude  a ~t~ m e n ~ e  de m a r s  
d ~ c e m b r e  94 e t a  conce rn~  49 c o u p l e s  
consultant  pour infertilit~ primaire. L'~ge 
moyen des femmes ~tait de 33,3 ans (26-42), 
celui des hommes de 35,3 ans (29-45). 

Le nombre de cellules et les param~tres cin~- 
tiques (CASA,Hamilton-Thorn HTM- S) ont 
~t~ ~tudi~s dans le sperme frais et apr~s trai- 
tement capacitant (milieu B2-Menezo durant 
5 heures). La r~action acrosomique a ~t~ ana- 
lys~e apr~s induction au calcium ionophore et 
marquage fluorescent (FITC-PSA). 

Les 49 couples de l'~tude ont ~t~ inclus ult~- 
r i eurement  dans un protocole de f~conda- 
tion in vitro. Dans t o u s l e s  cas la r~ponse 
ovarienne h la st imulation a ~t~ de bonne 
qua l i t~  avec au  mo ins  q u a t r e  ovocy te s  
matures  recueillis. 

R ~ s u l t a t s  

D'apr~s les r~sultats des tentatives de FIV, 
les couples ont ~t~ r~partis en deux catego- 
ries: les "f5conds": obtention d'embryons d~s 
le premier cycle et les "inf~conds": aucune 
f~condation apr~s deux voire trois cycles. 

Pour tous les spermes 29 variables ont ~t~ 
analys~es (analyses pr~-FIV). La population 
a ~t~ class~e en deux groupes h l 'aide de 
t ' ana lyse  mul t i f ac to r i e l l e  d i s c r iminan t e  
(STATITCF) qui a permis de mettre en ~vi- 
dence 7 variables paraissant  les plus discri- 
minantes  : param~tres  cin~tiques dans le 
sperme frais 1.VSL 2. VCL 3. ALH para-  
m~tres de la r~action acrosomique: 4. pour- 
centage de spermatozoides  in tac ts  apr~s 
induction, 5. difference entre le nombre de 
s p e r m a t o z o i d e s  i n t a c t s  a v a n t  et  apr~s  
induction par  le calcium, 6. pourcentage de 
spermatozo~des pr~sentant apr~s induction 
une r~action acrosomique de type ~quato- 
riLl et 7. de type termin~e. 
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Le c l a s semen t  effectu~ ~ pa r t i r  de ces 7 
va r i ab le s  cor respond au c l a s s e m e n t  r~el 
"f~conds / inf~conds" darts 69,4% des cas. 

D i s c u s s i o n  

Dans  nos condit ions de t rava i l  les para-  
m~tres les plus pr~dictifs sont certains les 
param~tres  cin~tiques du sperme frais et 
l'~tude de la r~action acrosomique. 

Ces param~tres permettent  une orientation 
plus appropri~e vers l 'une ou l 'autre tech- 
nique de PMA (FIV ou ICSI) pour optimiser 
les chances de grossesse des couples infer- 
tiles. 

O O Q  

E T U D E  D E S  F A C T E U R S  P R E D I C T I F S  
D ' E C H E C S  R E P E T E S  D E  F E C O N D A -  

T I O N  I N  V I T R O .  

H. LE JEUNE *, C. ERIBON, D. BOULIEU, 
V. BIED, F. PAYAN, M PUGEAT*, JC. CZYBA, 

JF. GUERIN 

Fdddration "Femme Mdre Nouveau-ng", Hopital 
Edouard Herriot et *Clinique Endocrinologique, 

Hopital de l'Antiquaille, Lyon. 

L'injection intra-ovocytaire d'un spermato- 
zo~de (ICSI) reconnait 2 types d'indications, 
des  a l t e r a t i o n s  tr~s s~v~res du spermo-  
gramme ne permet tant  pas de r~aliser une 
f~condation in vitro (FIV) classique et les 
~checs de f~condation lors de tenta t ive(s)  
ant~rieure(s) de FIV classique. Pour pr~ci- 
ser les indications de recours ~ l'ICSI apr~s 
un premier  ~chec de f~condation in vitro, 
nous avons cherch~ ~ mettre en ~vidence les 
caract~r is t iques  pe rme t t an t  de pr~dire le 
caract~re r~cidivant des ~checs de f~conda- 
tion. Pour cela, nous avons men~ une ~tude 
r~ t rospec t ive  de 115 doss iers  de couples  
engages dans un programme de f~condation 
in vitro (FIV), s~lectionn~s sur une absence 
de t r a n s f e r t  e n t r e  le 1 /1 /1992  e t  le 
31/12/1993. L 'ensemble  des t en ta t ives  de 
FIV r~alis~es par  ces couples dans  notre  
centre (288 cycles) a ~t~ revu. Pour juger  du 

caract~re r~cidivant ou non des ~checs de 
f~condation lors d'une tentative de FIV clas- 
sique, les dossiers comportant  au moins 2 
cyc le s  de F I V  on t  ~t~ s~ l ec t ionn~s ,  en  
excluant les modalit~s particuli~res de FIV 
(FIV avec spe rme  de donneur ,  FIV avec 
spe rmatozo ides  ~pididymaires ,  FIV avec 
ICSI). Nous avons proc~d~ ~ une ~tude com- 
parant  les caract~ristiques des couples clas- 
ses en 2 groupes:  un groupe "non r~cidi- 
vant", n 'ayant  pr~sent~ qu'un seul ~chec de 
f~condation sur 2, 3 ou 4 FIV (35 couples; 
97 FIV) et  un groupe "r~cidivant", ayan t  
pr~sent~ au moins 2 ~checs de f~condation 
sur 2, 3 ou 4 FIV (21 couples; 52 FIV). 

Les couples du groupe "r~cidivant" pr~sen- 
tent, par  rapport  groupe "non r~cidivant": 

- un facteur mascul in dans l ' indication de 
FIV plus frequent (71,4% vs 40%; p<O,05), 

- un volume testiculaire (droit+gauche) plus 
bas (33,7_+6,2 vs 39,3_+9,2 ml; p<O,OS), 

- au  s p e r m o g r a m m e ,  un  n o m b r e  moins  
impor t an t  de spermatozo~des mobi les  en 
t r a j e t  direct ,  i n i t i a l e m e n t  (50,5_+53,5 vs 
91,0_+81,3 106/ej; p<0,05)  et  ~ 6 h e u r e s  
(38,2+42,1 vs 80,3_+76,6 106/ej; p<0,05), une 
l e u c o s p e r m i e  p l u s  fo r t e  (0,72_+1,98 vs  
0,05_+0,14; p<0,05), 

- apr~s s~lection sur  grad ien t  de Percoll,  
une diminution du pourcentage de sperma- 
tozoYdes mobiles (47,6_+25,3 vs 67,2_+21,6%; 
p<0 ,05) ,  de la  v i t e s s e  c u r v i l i n ~ a i r e  
(66,6_+13,7 vs 78,5_+11,8 mm/s; p<0,01), de la 
v i t e s s e  en t r a j e t  d i r e c t  (35,9_+14,5 vs  
47,2_+14,3 mm/s; p<0,05), 

- un pourcentage plus ~lev~ de tes t  Pene- 
t rack anormal (47,1% vs 13,6%; p<O,O5), 

- sur  le spe rme  util is~ pour  la FIV sans  
f~condation, une diminution de la concen- 
t r a t i o n  des  s p e r m a t o z o ~ d e s  m o b i l e s  
(22,7+29,2 vs 27,9_+20,4 106/ml; p<0,05) et 
une diminution de la numerat ion des sper- 
matozoides mobiles en t ra je t  direct apr~s 
s~lection sur gradient de Percoll (5,72+5,32 
vs 6,35_+3,15 106/ml; p<0,05), enfin un pour- 
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centage plus ~lev~ de d~ficit de la fixation 
des spermatozoides  sur  la zone pellucide 
lors de la FIV: (75% vs 35,3%; p<0,001). 

Dans le groupe "non r~cidivant", nous avons 
compar~ les caract~ristiques des FIV avec 
ou sans ~chec de f~condation; les FIV avec 
dchec de f~condation se caract~risent par 

- un nombre plus faible d'ovocytes recueillis 
(7,8+5,3 vs 9,7_+6,1; p<0,05), 

- un nombre plus faible d'ovocytes matures  
(3,8+3,0 vs 5,5+3,6; p<0,05), 

- et enfin, un pourcen tage  plus  ~lev~ de 
d~ficit de la fixation des spermatozoides sur 
la zone pellucide (35,3% vs 9,7%; p<0,01). 

Ains i ,  les  ~checs isol~s de f~conda t i on  
pa ra i s sen t  li~s h un faible nombre  d'ovo- 
cytes  m a t u r e s  recuei l l is ,  pa r  contre,  les 
dchecs r~cidivants de f~condation semblent 
plus en rapport  avec des alterations mascu- 
line. 
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FIV ET I N F E R T I L I T E  MASCULINE:  
O P T I M I S A T I O N  D U  TAUX DE GROS- 

S E S S E  A P R E S  MODIFICATION DE LA 
T E C H N I Q U E  DE CAPACITATION DU 

SPERME: E T U D E  P R O S P E C T I V E  S U R  
79 CAS. 

C. WITTEMER, J. OHL, K. BETTAHAR- 
LEBUGLE, a. MOREAU, P. DELLENBACH 

Ddpartement de P.MA., service de gyndcologie-obs- 
tdtrique, C.M. C. O. 67300 Strasbourg-Schiltigheim 

I n t r o d u c t i o n  

La mise au point de I'ICSI est sans conteste 
une perc~e majeure  dans le t ra i tement  de 

l ' infertilit6 masculine.  Cependant ,  la FIV 
classique demeurera  dans de nombreux cas 
la technique de premiere intention voire la 
seule disponible. Dans cette optique, nous 
avons cherch~ ~ optimiser les techniques de 
capacitation classiques en combinant l'utili- 
sation de produits  connus de longue date: 
pentoxyfylline, 2'deoxyadenosine et liquide 
folliculaire. 

M a t e r i e l  e t  M ~ t h o d e s  

Les techniques de stimulation- ovarienne, 
de r e c u e i l  o v o c y t a i r e  et  de t r a n s f e r t  
embryonnai re  sont  celles utilis~es classi- 
quement dans notre centre. 

Seule la technique de capacitation du sper- 
me diff'ere : 

le sperme frais m~lang~ volume ~ volume 
avec du B2 + 10% s~rum (de la conjointe) et 
3mM de pentoxyfylline (PTF) est d~pos~ sur 
un g rad i en t  de Percoll .  Apr~s lavage,  le 
cu lo t  e s t  r e p r i s  d a n s  du B2 avec  3mM 
2'd~oxyad~nosine et incub~ 45 minutes  
37~ Apr~s lavage, le culot de spermato- 
zo~des est repris dans du B2 et utilise pour 
l ' i n s~mina t ion  des  ovocytes .  S p e r m a t o -  
zo~des et ovocytes sont incubus 18 heures  
dans du B2 contenant 50% de liquide folli- 
culaire de la femme. La suite des ~v~ne- 
men t s  est  ident ique  ~ celle de toutes  les 
autres tentatives de FIV. 

R ~ s u l t a t s  

Cette  ~tude a ~t~ men~e au C.M.C.O. de 
janvier  1994 ~ juin 1995 et a concern~ 79 
couples repartis en deux groupes 1 et 2. 

- Le groupe 1:49 couples ayant  connu 1 ou 
2 ~checs de FIV ant6rieurs ( < 12% f~con- 
dation, aucune grossesse). 

- Le groupe 2 :30  couples ayant  un sperme 
de m a u v a i s e  qualitY, s u s c e p t i b l e s  de 
b~n~ficier d 'une ICSI et pour  lesquels  
c'~tait la premiere tentative de PMA. 
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groupe 1 groupe 2 

st4 masculine pure 11 17 

st4 multifactorielle 27 13 

st~ +/- inexpliqu~e 11 0 

% f4condation 30 31,2 

nombre TE 30 16 

Grossesses 11 10 

% G/PO 22,5 30 

% GfrE 37 62,5 

Discuss ion  

Les taux de grossesse obtenus pour cette 
population de "mauvais cas" nous am~nent 

la question suivante: ne faudrait-il pas 
ut i l iser  cette technique de capaci tat ion 
dans tousles cas de FIV? D'autre part, les 
r~sultats obtenus dans le groupe 2 mon- 
t rent  l'int4r~t qu'il peut y avoir/~ ne pas 
orienter directement les couples en ICSI. 
En particulier dans les centres de PMA ne 
disposant pas obligatoirement de la tech- 
nique de microinjection ! 

000  

SEXUALITE 

QUELS DOSAGES HORMONAUX 
DANS LES DYSFONCTIONS 

ERECTILES ? 

J. BUVAT, A. LEMAIRE, M. BUVAT-HERBAUT, 
J. RATAJCZYK, G. COUPLET*, 

JC. FOURLINNIE* 

Association pour l'dtude de la pathologie de l'appa- 
reil reproducteur et de la psychosomatique, 49 rue 
de la Bassee - 59000 LILLE *Laboratoire de biolo- 

gie mddicale, 17 rue de la Digue - 59000 LILLE 

Afin de pr4ciser le r61e causal du facteur 
hormonal dans les dysfonctions ~rectiles 
(DE), et le bilan hormonal le plus appropri4 
compte-tenu des n4cessit4s d'4conomie en 
mati~re de sant4, nous avons analys4 les 
r4sultats des dosages hormonaux pratiqu4s 
chez les 852 derniers hommes ayant consul- 
t4 notre centre pour DE. 

Mat4riels et M~thodes 

852 hommes consultant pour DE ont eu un 
dosage de testost4rone (test.) plasmatique 
totale. 320 d'entre eux ont aussi eu un dosa- 
ge de test. libre, 274 de test. non li4e h la 
Sex Hormone Binding Globulin (SHBG) 
(test. biodisponible) et 334 un dosage de 
prolactine (PRL) h jeun et apr~s 20 mn de 
d4cubitus. La test. a 4t~ dos~e par m4thode 
radio-immunologique (RIA). La test. libre 
l'a ~t4 apr~s purification et dialyse, et la 
test biodisponible apr~s prdcipitation de la 
SHBG par le sulfate d'ammonium. La PRL 
a 4t4 dos4e par RIA jusque 1993 puis par 
immunochimiluminescence. 

La plupart des r4sultats anormaux ont 4t4 
recontrSl~s. Afin de d~terminer la responsa- 
bilit4 des anomalies, les donn4es hormo- 
nales ont 4t4 compar4es aux donn~es cli- 
niques (ant4c4dents, histoire de la DE, int4- 
r~t sexuel = IS, examen clinique), aux r4sul- 
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tats des autres explorations de l 'impuissan- 
ce, et ~ ceux des t r a i t emen t s  hormonaux  
(androg6nes, gonadotrophines chorioniques, 
b romocr ip t ine  = BCR). Les  r 6 s u l t a t s  de 
cette s6rie de dosages non syst6matiques de 
la PRL ont 6t6 compar6s ~ ceux de dosages 
s y s t 6 m a t i q u e s  fai ts  p r6c6demmen t  dans  
notre centre chez 1370 hommes. 

R4sul tats  

La test .  to ta le  6tai t  abaiss6e (< 3 ng/ml) 
chez 59 hommes (7.5 %), et tr6s abaiss6e (< 
2 ng/ml) chez 13 (1.5 %). Parmi 35 valeurs 
abaiss6es recontr614es dans le m~me labo- 
ratoire, le second dosage fut normal 15 fois 
(43 %). Pa rmi  39 hommes  avec test .  < 3 
ng/ml, et dont il fut possible de juger objec- 
t i vemen t  de la responsabi l i t6  du fac teur  
hormonal ,  celui-ci ne para i ssa i t  en cause 
que 9 fois (23 %) dont 7 (18 %) de fa~on pr6- 
dominante, et 2 (5%) de fa~on partielle. La 
test. totale 6tait aussi souvent abaiss6e en 
cas d'IS normal (7 %) que d'IS diminu6 (8.2 
%). Ne la doser qu'en cas d'IS diminu6 ou 
d'anomalie clinique aurait  conduit ~ m6con- 
naitre 44 % des cas avec test. < 3 ng/ml et 
33 % de ceux qui furent clairement am61io- 
r6s par les androg6nes. 

Le dosage de tes t .  l ibre ne s 'av6ra  ut i le  
dans  aucun  cas. Pa rmi  28 pa t i en t s  avec 
test. totale < 3 ng/ml, il n'6tait pas plus sou- 
vent abaiss6 chez ceux avec responsabilit6 
prouv6e du facteur hormonal (75 %). Parmi 
27 cas avec test. libre 61ectivement abais- 
s6e, les androg6nes ne furent  efficaces, et 
seulement discr6tement, que chez 25 %. 

La test. biodisponible fut un peu plus infor- 
mative. Parmi 21 patients avec test. totale 
normale, elle 6tait abaiss6e (< 0.85 ng/ml) 
chez 4 des 6 cas avec responsabilit6 du fac- 
teur hormonal contre 8 des 15 cas sans res- 
ponsabilit6. Parmi 15 cas avec abaissement  
61ectif, la contribution hormonale 6tait pr6- 
pond6rante une fois et probable, mais par- 
tielle, 4 fois. En d6finitive, ce dosage n'eut 
qu'une seule fois des cons6quences impor- 
tantes. 

Chez 334 patients s41ectionn4s sur la base 
d'une diminution de l'IS, d'une gyn4comas- 
tie, ou d'une test. totale < 4 ng/ml, la PRL 
ne fut trouv6e 61ev6e que deux fois (30 et 40 
ng/ml).  Seul  le second cas fu t  am41ior4 
sexuellement par la BRC. Aucun n'avait de 
t u m e u r  h y p o p h y s a i r e .  Ces donn4es  ont  
confirm6 la diminution progressive de l'inci- 
dence des hyperpro lac t in6mies  constat4e 
dans notre centre depuis 1978: parmi 539 
patients ayant  b4n6fici6 d'un dosage syst6- 
matique entre 1978 et 1982, 2.2 % avaient 
une PRL ent re  20 et 35 ng/ml, 1 %  > 35 
ng/ml, r4v41ant 4 fois sur  5 (0.76 %) une 
t u m e u r  hypophysai re .  Apr6s avoir 6tudi6 
1704 patients, dont 1370 avec dosage syst4- 
matique, les incidences correspondantes ne 
sont plus que de 1.63 %, 0.65 % et 0.35 %. 
La BRC n'am61iora que 40 % des patients 
avec PRL entre 20 et 35 ng/ml, ce qui est 
peu diff6rent de l'effet placebo, mais 64 % (7 
sur 11) des cas > 35 ng/ml. 

C o m m e n t a i r e s  et Conc lus ions  

Nos donn6es, int6gr6es ~ une m4ta-analyse 
des grandes s4ries de la litt6rature, confir- 
ment la tr6s faible pr6valence du facteur hor- 
monal dans les DE: diminution de la test. 
to ta le  dans 8.5 % des cas, augmen ta t ion  
significative de la PRL( > 35 ng/ml) dans 0.7 
%. La diminution avec le temps de l'incidence 
des hype rp ro lac t in6mies  et des t u m e u r s  
hypophysaires s'explique probablement par 
le fait qu'on a d6couvert, dans les premi6res 
ann6es qui ont suivi la diffusion du dosage de 
la PRL, un grand nombre de cas anciens, non 
diagnostiquables jusque 1/t. La d6tection sys- 
t6matique de ces anomalies hormonales ne 
d6bouche sur un t ra i tement  efficace qu'au 
plus dans 27 % des DE non s61ectionn4es. Les 
seules autres cons4quences significatives du 
bilan hormonal sont la d4tection de tumeurs 
hypophysaires dans 0.3 % des cas (compila- 
tion de 4246 patients). Trois s4ries totalisant 
1077 cas avec dosage syst6matique de la test. 
n'ont pas conduit ~ d6couvrir une seule autre 
pa thologie  qu'il  eu t  6t6 pr6 judic iab le  de 
m6connaitre. 
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Ces donn~es ne justifient pas un bilan hor- 
monal syst~matique en cas de DE. I1 faut se 
base r  sur  l'fige, l 'examen clinique et I'IS. 
Avant  40 ans, si cl inique et IS sont  nor- 
maux, aucun dosage n'est n~cessaire. Apr~s 
40 ans, ou en cas d 'anomalie  clinique, la 
test. totale suffit. En cas de gyn~comastie 
ou de test. < 4 ng/ml, il faut ajouter la PRL, 
et en cas d'IS diminue, la PRL et ~ventuel- 
lement TSH. Tout dosage anormal doit ~tre 
v~rifi~. Test. libre et biodisponible, comme 
FSH et LH, ne sont pas justifi~es en routi- 
ne. 

0 0 0  

EVALUATION DU CONTEXTE HOR- 
MONAL CHEZ DES PATIENTS PRE- 

SENTANT DES TROUBLES RESPIRA- 
TOIRES DURANT LE SOMMEIL 

(HYPOPNEES OU SYNDROME DES 
A P N E E S  DU SOMMEIL (SAS) 

A. LEMAIRE, J.BUVAT 

Association E P A R P  47-49 rue de la Bassde 
L I L L E  59000 

Nous avons d~jh rapportS, comme d'autres 
auteurs,  l ' importante fr~quence des apn~es 
ou des hypopn~es survenant  durant  le som- 
meil chez des sujets pr~sentant des troubles 
~recti les avec anomal ies  de l ' enreg is t re -  
ment  des ~rections nocturnes .  

Nous ~valuons dans cette dtude le contexte 
hormonal de ces patients ainsi que le reten- 
t issement  sur la libido et l'~ventuelle rela- 
tion h la pathologie respiratoire .  

Materiel  et M~thodes  

Les param~tres cardiorespiratoires ont ~t~ 
~tudi~s avec le sys t~me informat is~ IMS 
200 - CARDAS. Ils f u r e n t  r ecue i l l i s  au  
moyen de divers capteurs: d~tecteur infra- 
rouge  d ' o x y m ~ t r i e ; d ~ t e c t e u r  de mouve -  
ments  fixe au poignet;capteurs thoracique 
et abdominal;microphone trach~al;matelas 

d~tecteur de mouvements.  Nous avons rete- 
nu les param~tres suivants: 
�9 sa tura t ion minimum en 02 (SaO2) 
� 9  et dur~e des apn~es 

Les modifications du ry thme cardiaque et 
respiratoire ainsi que du tonus musculaire  
ont permis de d~finir indirectement  la qua- 
lit~ du sommeil des pat ients  explores. 

L 'enregis t rement  des ~rections nocturnes a 
~t~ effectu~ au moyen du rigiscan. Le trac~ 
~tait jug~ normal lorsqu'il ~tait mis en ~vi- 
dence au moins deux ~rections d'une dur~e 
sup~rieure fi 10 minutes  et d 'une rigidit~ 
d'au moins 70% (selon le rigiscan). Dans le 
cas  c o n t r a i r e ,  le t r ac~  ~ ta i t  cons id~r~  
pathologique. 

L ' en reg i s t rement  s 'est  effectu~ pour  tous 
les pat ients  dans les m~mes conditions de 
t empera tu re  ambiante  . I1 se d~roulait de 
22 heures  fi 7 heu re s .  

Apr~s la nuit  d 'enregistrement,  le pr~l~ve- 
m e n t  s a n g u i n  ~ ta i t  e f f ec tu~  ; les p a r a -  
m~tres hormonaux suivants  ~taient doses: 
t e s t o s t e r o n e  to ta le ,  l ibre,  b iodisponib le ,  
LH, FSH. 

38 pat ients ,  fig~s de 37 h 65 ans, ont ~t~ 
explores. 

R~sul ta t s  

Les patients furent r~partis en 2 groupes selon 
que la rigidim~trie nocturne ~tait normale 
(groupe 1; n = 18) ou pas (groupe 2; n = 20 ). 

P a r m i  les pa t i en t s  p r ~ s e n t a n t  une  P E N  
n o r m a l e  ( g roupe  I), la SaO2 m i n i m u m  
dtait toujours sup~rieure h 90% h l'excep- 
tion d'un cas. La SaO2 minimum moyenne 
~tait ~gale h 90.5% _+ 2.27. En revanche,  
parmi les pat ients  ayant  une PEN pr~sen- 
t an t  des anomalies  (groupe 2), on retrou- 
vait  chez 15 pat ients  une SaO2 inf~rieure 

90%.  La testosterone totale ainsi que ses 
fractions actives, h savoir  la tes tos terone  
libre et biodisponible,  ~taient  l~g~rement 
plus basses  dans le groupe 2 que dans le 
groupe 1. 
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patients testost6 testost6rone testost. 
rone totale libre biodisponible 

Groupe 1 6.94 22.19 1.85 

Groupe 2 5.38 18.66 1.55 

La diff6rence n'est  pas significative .En 
outre, nous avons mis en 6vidence une rela- 
tion entre la saturation minimale en 02 et 
le t aux  de t e s to s t6 rone  biodisponible ,  
comme cela a d6j~ 6t6 rapport6 par d'autres 
auteurs ( r = 0.428390; p<.01 ) 

La libido a 6t6 6valu6e selon les donn6es de 
l'interrogatoire parmi 15 patients du groupe 
I e t  13 patients du groupe 2 Elle 6tait jug6e 
diminu6e 3 fois sur 13 parmi les patients du 
groupe 2 alors que le taux de testost6rone 
restait sup6rieur ~ 3 ng/ml. 

Conc lus ion  

Nos donn6es confirment l'association fr6- 
quente des taux abaiss6s de testost6rone aux 
hypopn6es et aux apn6es du sommeil. Diff6- 
rents auteurs ont confirm6 l'existence d'un 
hypogonadisme dans le cadre des SAS. Celui- 
ci pourrait 6tre central, rhypoxie favorisant 
l'augmentation des opio~des endog~nes, qui 
ont un r61e inhibiteur sur la lib6ration des 
gonadotrophines. I1 pourrait aussi 6tre p6ri- 
ph6rique par une atteinte directe des cellules 
de Leydig secondaire ~ l'hypoxie. 
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RESULTATS A 2 ANS D'UNE ETUDE 
MULTICENTRIQUE EUROPEENNE 

SUR LA SECURITE ET L'EFFICACITE 
DU TRAITEMENT PAR AUTO-INJEC- 

TIONS INTRACAVERNEUSES DE 
PROSTAGLANDINE El (PGEI) CHEZ 

DES PATIENTS AVEC DYSFONCTION 
ERECTILE CHRONIQUE. 

J. BuvAT*, D. HAURI, G.S. KROTOVSKY, E. 
MEULEMAN, V. MICHAL, H. PORST, G. WAG- 

NER, E. WESPES 

* Association pour l'etude de la pathologic de 
l'appareil reproducteur et de la psychosomatique 

(EPARP), 49 rue de la Bassee - 59000 LILLE 

Nous rapportons ici les r6sultats ~ 2 ans du 
premier essai prospectif d'injection intraca- 
verneuse de substance vaso-active r6alis6 
selon les r6gles des bonnes pratiques cli- 
niques. Cet essai d6buta en 1991 dans 8 
centres europ6ens. 

Mat6riels  et M6thodes  

Cent soixante deux patients (~ge moyen 54 
ans) avec dysfonction 6rectile d'6tiologie 
diverse, 6voluant depuis au moins 6 mois, 
ont 6t6 inclus. Tous r6pondaient ~ des doses 
de 1 ~ 20 ttg de PGE1 (ALPROSTADIL- 
ALPHADEX, Laboratoires Schwarz Phar- 
ma). Les pat ients  psychog~nes n '6taient 
inclus qu'apr~s 6chec d'un traitement psy- 
choth6rapique ou sexoth6rapique. Apr~s 
recherche de la dose minima efficace et 
apprentissage de la m6thode des auto-injec- 
tions, les patients ont 6t6 revus tousles  2 
mois. Ils ont b6n6fici6 de bilans biologiques 
syst6matiques tous les 2 mois pendant la 
premi6re ann6e, puis tous les 6 mois, d'exa- 
mens cliniques complets et d'~lectrocardio- 
grammes tous les 6 mois, d'un pharmaco- 
doppler pulse tous les ans. Les r6sultats du 
traitement, et les effets ind6sirables, furent 
6valu6s lors de chaque consultation. Celles- 
ci compor t a i en t  p a r t i c u l i ~ r e m e n t  la 
recherche syst6matique d'anomalies locales 
et particuli~rement de zones de fibrose. Les 
patients devaient consigner les r6sultats 
des injections sur des agendas sp6ciaux, et 
rempl issa ient  6galement chaque ann6e, 
comme leur partenaire, un questionnaire 
6valuant leur degr6 de satisfaction du trai- 
tement, et l'impact de celui-ci sur leur vie 
psychologique et conjugale. 

R6sultats  

Cent seize des 162 patients ont poursuivi le 
t r a i t emen t  jusque la fin de la premiere  
ann6e. Parmi ceux-ci, 80 (~ge moyen 51 
ans) ont d6but6 la seconde ann6e de traite- 
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ment, et 74 Font finie. Parmi les 46 patients 
qui ont arr~t4 le traitement pendant la pre- 
miere ann6e, 7 Font fait pour effets ind6si- 
rables incluant l'apparition de nodules aux 
sites d'injection, des 6rections douloureuses, 
des 6rections prolong6es, et dans un cas une 
suspicion de r6action allergique. Les 116 
pa t i en t s  qui compl6t6rent  la p remie re  
ann6e f i rent  6400 injections dont 9 1 %  
furent suivies de rapport. Les 74 qui com- 
pl6t6rent la seconde firent 3860 injections 
dont 94 % furent suivies de rapport. Cette 
am61ioration avec le temps du taux de suc- 
c6s des inject ions  i n t r a c a v e r n e u s e s  se 
retrouva dans chaque groupe 6tiologique, et 
m6me en ne p renan t  en compte que les 
sujets ayant poursuivi le t rai tement  pen- 
dant les 24 mois. Quatre-vingt neuf  pour 
cent des patients rapport6rent une am61io- 
ration de leur personnalit6, et 80 % une 
am61ioration de leur relation de couple, 
sous l'effet des injections. 

En ce qui concerne les effets ind6sirables, 
pendant  la premi6re ann6e 14 pat ients  
(8.6%) pr6sent6rent des 6rections de plus de 
3 heures, et 2 patients un total de 5 6rec- 
tions de plus de 6 heures. I1 ne fut plus 
observ6 de priapisme au cours de la seconde 
ann6e, et seulement 5 patients (6.2 %) pr6- 
sent6rent un total de 15 6rections de plus 
de 3 heures. Durant les deux, 13 patients 
(7.9 %, dont 11 d6s la premi6re ann6e, et 2 
la seconde ann6e), install6rent des modifi- 
cations fibreuses telles que nodules sous- 
cutan6s,  p laques  ou nodules  des corps 
caverneux (n=10), induration plus diffuse 
des corps caverneux (n=2), ou courbure du 
penis (n= 1). Dix d'entre eux avaient eu des 
h6matomes ou fait des injections sous-cuta- 
n6es, ou des injections inefficaces, avant 
l'apparition de ces nodules, 6voquant la res- 
ponsabil i t6 d 'une technique  d ' injection 
d6fec tueuse .  Vingt cinq pour  cent  des 
patients ont d6crit une douleur suite aux 
injections.  Dans la majori t6 des cas, il 
s'agissait d'une minime sensation de ten- 
sion. La douleur n'a g~n6 le rapport que 
chez 7 sujets la premi6re ann6e (4.3 %) et 2 

la seconde ann6e (2.5%). Seuls 2 patients 
ont arr~t4 le traitement du fait de cet effet 
ind6sirable. 

C o n c l u s i o n  

Les deux premi6res ann6es de cet essai 
long terme, qui se poursuit actuellement, 
montrent  donc que les auto-injections de 
PROSTAGLANDINE E1 (PGE1) sont un 
t ra i t ement  efficace, assez bien tol6r6, et 
sans danger important,  des dysfonctions 
6rectiles chroniques. 
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CHIRURGIE P E N I E N N E  D'AGRAN- 
DISSEMENT : TRAITEMENT CHIRUR- 

GICAL O U "  P E N I S  BUILDING "? 
TECHNIQUE ? INDICATIONS ? 

LIMITES ? CONTRE-INDICATIONS.  

M.SCHOUMAN*, M.ABECASSIS**, 
J.MIGNOT*** 

Centre d'Urologie, d'Andrologie et de Sexologie- 
164, avenue Charles de Gaulle-92200 NEUILLY.  

*Uro-Andrologie, **Mddecine esthdtique, 
* * *Psycho-sexologue. 

La chirurgie p6nienne d'agrandissement a 
recours ~ des techniques permettant d'agir 
sur la longueur de la verge d'une part, et 
d'autre part sur la circonf6rence. 

Met4r ie l  et  M4thodes  

Parmi les diff6rentes techniques propos6es 
notre choix s'est fix6 sur : 

- la section du ligament suspenseur associ6e 
une plastie cutan6e pour l'allongement, 

- la ponction r4injection de graisse trait6e 
dans l'espace p6ricaverneux pour l'6paissis- 
sement (Lipo-p6no-sculpture). 

L'al longement pr6visible est de 2 cm en 
moyenne et concerne la taille de la verge au 
repos comme en 6rect ion.  Une p las t ie  
p6noscortale est parfois n6cessaire pour 
compl6ter la tubulisation de la racine de la 
verge. 

98 



L'6paississement est calcul6 en fonction des 
mensurations du patient, de la quantit4 de 
graisse pr41evable (c'est exceptionnellement 
un facteur limitant) et de la r4sorption pr6- 
visible d'environ 45% qui conduit ~ surdoser 
la q u a n t i t 4  de g r a i s s e  r6 in jec t4e .  U n e  
r6sorption trop impor tante  conduit  ~ une 
r6-injection . Le pr616vement et la r4injec- 
tion de la graisse peuvent ~tre r6alis6s en 
ambulatoire.  L'allongement n6cessite pour 
sa part  une anesth4sie et une courte hospi- 
talisation. 

Une population de 307 patients ont 6t4 trai- 
t4s, 11 par  l igamentoplast ie seule, 27 par 
intervention mixte, 269 par lipo-p4no-sculp- 
ture seule. 

R~sultats 

La ligamentoplastie permet en moyenne un 
a l l o n g e m e n t  de 2 cm que l 'on conse rve  
grace ~ l 'adjonction de la plastie cutan6e 
(conform4ment  aux t r avaux  de Bondil et 
Delmas sur le cadavre). La section ligamen- 
taire 6tant subtotale, on n'a jamais observ6 
de modification de la qualit6 des 6rections 
de l'angle p6no-abdominal. 

La l i po -p6no- scu lp tu re  p e r m e t  un  ga in  
moyen de 1,8 cm en 6paisseur. Compte tenu 
de la r4sorption, le r6sultat est stable apr6s 
6 mois. L'indice de satisfaction apr~s la pre- 
miere injection est de 70 %. Une seconde 
injection peut-~tre pratiqu6e sous anesth6- 
sie locale. Des interventions secondaires, de 
type circoncision par exemple, ont permis 
de cons ta ter  qu'il s 'agissait  de v4ritables 
greffes de graisse  avec const i tu t ion  d 'un 
tissu graisseux organise (confirmation ana- 
tomo-pathologique). 

Les complications observ6es sont de type 
infectieux, observ4es sur 4 cas rapproch6s 
dans le temps. Elles 6taient dues a un d6faut 
de st6rilisation du materiel et ont eu comme 
cons4quence un retard de cicatrisation. 

Indicat ions  

3 populations se ddgagent : 

- Les petites verges " vraies ". Indication 
indiscutable avec prise en charge par l'assu- 
rance maladie. 

- Les i n d i c a t i o n s  p u r e m e n t  e s t h 6 t i q u e  
(verge normale mais souhaite plus - ~ rap- 
procher de la chirurgie mammaire).  Conseil 
psychologique. Pas de prise en charge par la 
S6curit6 Sociale. 

- Les dysmorphophob iques  : Eva lua t i on  
psychologique obligatoire. At ten t ion  aux 
d61ires local is6s  ou p a r a n o i a q u e s .  Ces 
patients ne seront jamais satisfaits et peu- 
vent aller jusqu'~ la violence verbale, voire 
physique. La fronti6re avec la population 
pr6c4dente est difficile ~ 6tablir, d'ofi l'im- 
portance du travail en 6quipe avec les psy- 
cho-sexologues. 

Conclus ion 

L'augmentat ion de volume de la verge est 
une intervention techniquement  r6alisable 
sans difficult6s ni cons6quences facheuses 
sur le plan anatomique. La s61ection rigou- 
reuse des patients est une 6tape capitale et 
doit faire appel ~ une 6quipe pluridiscipli- 
naire. 

0 0 0  
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DIVERS 

APPORT DE L' EXPLORATION BIO- 
LOGIQUE, CLINIQUE ET RADIOLO- 

GIQUE AUX O./LT.S ASSOCIEES A 
UNE INFECTION SPERMATIQUE 

ET/OU UNE LEUCOSPERMIE 

N. R~VES1, L. SIBERT2, B. MACE1 

1. Laboratoire de biologie de la reproduction, 
CHRU Charles Nicolle, 76031 Rouen 

2. Service d'Urologie, CHRU Charles Nicolle, 
76031 Rouen 

Introduct ion  

Un s p e r m o g r a m m e  effectu6 chez des 
hommes infertiles r4v61e dans pros de 80% 
des cas une oligoasth4nospermie (OATS). 
Les causes les plus fr6quemment retrou- 
v6es sont la varicoc~le, les infections sper- 
matiques, la cryptorchidie, I'existence d'an- 
ticorps antispermatozoides et les anomalies 
structurales du spermatozoide. 

Le but de ce travail est de mettre en 4viden- 
ce l'int6r~t d'effectuer une exploration biolo- 
gique, clinique et radiologique dans les 
OATS associ6es ~ une infection du plasma 
s6minal et/ou une leucospermie. 

Sujets  et M4thodes  

22 hommes consultant par une inf6condit6 
et pr6sentant  une OATS associ6e ~ une 
infection du plasma s4minal (spermoculture 
positive, pr6sence de chlamydiae (chlamy- 
diae trachomatis), mycoplasmes (Ureaplas- 
ma urealyticum)) (n=15), ou 'a une leuco- 
spermie isol6e (n = 7) ont b6n6fici6: 

- d'un dosage du fructose, de la L-carnitine, 
du zinc et de la transferrine dans le liquide 
s4minal. 

- d'un examen cytobact4riologique urinaire 
(ECB) selon la technique de Stamey. 

- d'un examen clinique urologique 

- d'une 6chographie scrotale et prostatique 
par voie transrectale 

R4sul tats  

74% des pat ients  pr4sentent  une baisse 
d'au moins un marqueur s6minal, le plus 
souvent 6voquant une atteinte prostatique. 
L'ECB des urines est positif dans 60% des 
cas. Le germe est essentiellement retrouv6 
dans l 'urine du le r  jet et apr~s massage 
prostatique. I1 correspond au germe retrou- 
v6 dans le plasma s6minal dans 46% des 
c a s .  

70% des patients ont un signe clinique uro- 
logique ou signe 4chographique, la varicoc6- 
le et les s ignes d ' a t t e i n t e  p ro s t a t i que  
(hypertrophie prostatique, sensibilit4 pros- 
tatique et calcifications intraprostatiques) 
6 tant  les plus fr6quents.  L'4chographie 
confirme l 'examen clinique dans 60% des 
cas (varicoc61e et signes prostatiques). 66% 
des ECB positifs du liquide s6minal pr4sen- 
tant  une baisse des marqueurs s4minaux 
prostatiques sont associ4s ~ une anomalie 
clinique et 4chographie. 

Conc lus ion  

Une exploration compl6te biologique, cli- 
nique et radiologique des OATS permet un 
diagnostic 6tiologique dans 70% des cas 
pouvant conduire ~ une attitude th4rapeu- 
tique 6ventuelle (cure d'une varicoc61e, par 
exemple) ou une attitude pr6ventive (anti- 
bioth6rapie prophylactique pour les OATS 
dans un contexte d'infection urinaire et de 
prostatite chronique) avant de d6buter un 
programme de procr6ation m4dicalement 
assist4e. 

0 0 0  
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HYPOSPERMIE, KYSTE PROSTA- 
TIQUE ET INFERTILITE A PROPOS 

DE 4 CAS 

JM. RIGOT*. B. HATTAB*, L. LEMA1TRE**, E. 
MAZFMAN* 

*Clinique urologique Professeur E. Mazeman 
CHRU LILLE **Clinique Radiologique Profes- 

seur L. Lemaitre CHRU LILLE 

La prise en charge d'une infertilit~ masculi- 
ne due a une obstruction de l'appareil g~ni- 
tal profond est difficile. A la classique r~sec- 
t ion des canaux ~jacula teurs  les au teu r s  
proposent dans un premier temps une ponc- 
t ion ~vacua t r i ce  sous contr61e ~chogra- 
phique avec analyse du contenu kystique, 
~ventuel lement  cong~lation du sperme et 
opacification du kyste. En cas d'~chec ou de 
r~cidive du kyste ils r~alisent une marsu- 
pialisation endoscopique sous contr61e ~cho- 
graphique. 

R~sultats 

Patient v/n/m p v/m/n m.s.e v/n/m g 

1 32 ans 4 0,1/0/0 + 0,1/7/50 + 4,8/-/- 

2 39 ans 6 1,5/21/0 + 1,2/40/10 + 1,2/40/10- 

3 33 ans 5 0,8/10/10 - 12,5/65/20 + 3,5/13/15 + 

4 24 ans 2 1,2/4/0 + 3,1/44/55 + 

- P r~ l~vemen t  r iche en spe rma tozo ide s  
mobiles (3/4) et la cong~lation possible (3/3) 
permettent  d'envisager ult~rieurement une 
a ide  m~d ica l e  ~ la  p r o c r e a t i o n  en  cas 
d'~chec de la marsupialisation sous contrSle 
~chographique. En effet si la marsupialisa- 
tion sous contr61e ~chographique preserve 
au m a x i m u m  la dynamique  de l 'u r~ thre  
prostat ique on constate une ameliorat ion 
du volume seulement 2/3 et la survenue de 
grossesse 2/4. 
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AGENESIES VESICULO-DEFEREN- 
TIELLES ET GENE C.F.T.R. 

F.PIGEON *, D.GAILLARD **, C. CLAVEL **, 
C.FEREC *****, B.DELEPINE *, Me. MELIN*, 
G.HARIKA ***, Y.YouINou ****, P.VILLENA 
****, B.LARDENNOIS ****, C.QUEREUX *** 

*Laboratoire de cytogdndtique et Biologie de la 
Reproduction. **Laboratoire Pol Bouin. ***Ser- 

vice de Cryndcologie-Obstdtrique. ****Service 
d'Urologie. -C.H.U. REIMS- *****Centre de Bio- 

gdndtique-CTS de BREST. 

PATIENTS n ~ - ~ge - dur~e d'infertilit~ en 
ans 

V/N/M: Volume/ml - Numerat ion  10 6/ml. 
Mobilite % ~ la premiere heure. 

G: grossesse 

P: ponction du kyste sous ~chographie, pre- 
sence de spermatozoides mobiles. 

M.SE.: marsupialisation sous contr61e ~cho- 
graphique 

Discuss ion 

L'int~rSt de la ponction pr~c~dant la chiru- 
gie endoscopique est double: 

- Diagnostic precis des l~sions c'est ~ dire 
kyste s~minal inf~rieur au kyste prostatique; 

Environ 60% des hommes pr~sentant  une 
ag~n~sie v~siculo-d~%rentielle bi lat~rale 
(CBAVD) isol~e sont porteurs d'au moins 
une  m u t a t i o n  du g~ne C .F .T .R . (Cys t i c  
F ib ros i s  T r a n s m e m b r a n e  C o n d u c t a n c e  
Regula to r ) [1 ,2 ] .  La  co r r e l a t i on  avec la  
mucoviscidose avait d~jh ~t~ d~montr~e en 
1968 par Kaplan et col.[3]. 

Anomalie constitutionnelle  ou acquise ? 

Un examen  morphologique de l ' appare i l  
g~ni ta l  a pu ~tre r~alis~ chez un foetus 
mascul in  porteur  de la d~l~tion DF508 
l '~tat homozygote. Le d~veloppement des 
~pididymes, canaux d~f~rents et v~sicules 
s~minales est normal ~ 14 semaines d'am~- 
norrh~e. L'ag~n~sie d~crite chez l 'enfant et 
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l 'adulte [4] est donc un processus secondai- 
re (obstruction ou isch~mie) ou l'expression 
du g~ne C.F.T.R. est vraisemblablement en 
cause [5]. 

E t u d e  de 16 p a t i e n t s  p r ~ s e n t a n t  une  
CBAVD : 

Nous avons pu r~aliser une ~tude en Biolo- 
gie Mol~culaire, coupl~e ~ une exploration 
u r o l o g i q u e  et s p e r m i o l o g i q u e  chez  13 
patients porteurs d'une CBAVD isol~e et 3 
atteints de mucoviscidose (forme respiratoi- 
re). 13 exons ont ~t~ analys~s par D.G.G.E. 
actuellement. 

-pour les 13 CBAVD isol~es : 

�9 4 sont h~t~rozygotes composites 

�9 5 sont h~t~rozygotes pour la DF508 

�9 4 sont n~gatifs 

soit 69% de pat ients  pr~sentant  au moins 
une des mutat ions analys~es et 30,7% d'h~- 
t~rozygotes composites. 

-les 3 pa t ien ts  a t t e in t s  de mucoviscidose 
sont pour l'un homozygote DF508 et h~t~ro- 
zygotes composites pour les 2 autres. 

Ces patients porteurs de CBAVD peuvent  
l 'heure actuelle b~n~ficier d'ICSI apr~s pr~- 
l~vement de spermatozo~des ~pididymaires. 
La recherche d'h~t~rozygotie chez la femme 
es t  un  p r ~ a l a b l e  i n d i s p e n s a b l e  ma i s  le 
conseil g~n~tique restera d~licat, en cas de 
t ransmiss ion  foetale, devant  l 'absence de 
correlation g~notype-ph~notype. 
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