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RI~SUMI~ 

L'ADN n u c l 6 o s o m a l  du  s p e r m a t o z o i d e ,  li6 h 
des  h i s tones ,  se t r a n s f o r m e  d u r a n t  la sperma-  
tog6n~se  en  u n e  f o r m e  sp~ciale li6e h des pro- 
t4 ines  bas ique ,  les p r o t a m i n e s .  Ce p roces sus  
p e r m e t  a u  n o y a u  du  s p e r m a t o z o i d e  de se 
c o n d e n s e r  p o u r  d e v e n i r  m a t u r e .  Ce t te  matu-  
r a t i o n  s ' ach~ve  d a n s  l '4p id idyme.  Lorsque  le 
s p e r m a t o z o i d e  p4n~ t r e  d a n s  l 'ovocyte ,  les 
p r o t a m i n e s  se d 4 t a c h e n t  p o u r  ~t re  rempla-  
c4es p a r  des  h i s t o n e s  e t  le n o y a u  peu t  se 
d4p loye r  p o u r  f o r m e r  le p r o n u c l 6 u s  male.  La  
c y t o m 6 t r i e  en  f lux h l ' a c r id ine  o r a n g e  est u n e  
t e c h n i q u e  ob jec t ive  p a r t i c u l i 6 r e m e n t  b i e n  
a d a p t 6 e  h l ' i nves t iga t ion  de la s t r u c t u r e  de la 
c h r o m a t i n e ,  t a n t  h l '~chelon de  c h a c u n  des  
s p e r m a t o z o i d e s ,  qu 'h  l '4chelon de  tou t  l '6jacu- 
lat. Elle p e r m e t  de t r a c e r  les n o y a u x  des cel- 
lu les  j e u n e s  d u r a n t  t o u t e  la spe rma togen6se ,  
d u  s t ade  d ip lo ide ,  p a s s a n t  p a r  le s t ade  t6tra-  
ploide,  j u s q u ' a u  s t ade  h a p l o i d e  du  spe rmato-  
zoide m a t u r e .  Elle p e r m e t  auss i  de  su ivre  le 
p r o c e s s u s  de  m a t u r a t i o n  des  s p e r m a t o z o i d e s  
d u r a n t  la  t r a v e r s ~ e  de  l 'dp id idyme.  Elle per-  
m e t  d ' i d e n t i f i e r  des  d4fau t s  de c o n d e n s a t i o n  
de  la c h r o m a t i n e  s p e r m a t i q u e  de  t y p e s  
divers :  h y p o - c o n d e n s a t i o n ,  h y p e r - c o n d e n s a -  
t ion ,  a b e r r a t i o n s  d i v e r s e s  a in s i  que  des  
t r o u b l e s  de  la d 6 c o n d e n s a t i o n  de  la ch roma t i -  
ne,  d~ t ec t ab l e s  p a r  u n e  6p r e uve  in  vitro. Ces 
d~fau ts  son t  suscep t ib le s  de  p e r t u r b e r  le pou- 
vo i r  f 6 c o n d a n t  des  s p e r m a t o z o i d e s ,  m~me 
apr~s  m i c r o - i n j e c t i o n  d a n s  l 'ovocyte .  Une  
m e i l l e u r e  c o m p r 6 h e n s i o n  des  c o n d i t i o n s  
a s s u r a n t  l ' in t6gr i t6  e t  la s tabil i t~ de  la chro-  
m a t i n e  n u c l ~ a i r e  p o u r r a i t  d a n s  l 'avenir ,  n o u s  
a i d e r  h am61iorer  la  qual i t4  des  t e c h n i q u e s  
ut i l i s~es  en  p r o c r 6 a t i o n  m 4 d i c a l e m e n t  assis- 
t4e. 

Mots-clds : cytomdtrie en flux; acridine orange; 
spermatogdn~se; maturation des spermatozo~des ; 
pouvoir fdcondant des spermatozo~des ; assistance 
mddicale ~t la procrdation ; hypo-condensation ; 
hyper-condensation ; aberrations de la chromatine 
spermatique ; ddfauts de ddcondensation de la chro- 
matine. 

I. INTRODUCTION 

Le spermatozo~de est  une  cellule for t  sp6ciale 
dont  la  fonct ion essent ie l le  est  de t r a n s f 6 r e r  
I'ADN du  g6nome mascu l in  h l 'ovocyte. L'ADN 
du n o y a u  du  spermatozo~de est  compact6  sous 
une  forme li6e h de pet i tes  prot6ines  bas ique,  
les p ro t amines .  Cet te  l iaison en t r e  les prota-  
mines  et  I 'ADN cr6e une  diff6rence avec la 
s t r u c t u r e  carac t6r i s t ique  du nucl6osome dans  
les cel lules  somat iques .  Les diff6rences s t ruc-  
tu re l les  en t r e  ce nucl6osome et  la c h r o m a t i n e  
s p e r m a t i q u e  ont  6t6 r6pertor i6es  et  sch6mat i -  
s6es [59]. 

Les c h a n g e m e n t s  s t ruc tu re l s  de la c h r o m a t i n e  
s u r v i e n n e n t  d u r a n t  la spermiogen6se.  La chro- 
m a t i n e  p rodu i t e  h la sui te  de la m6iose dans  
les s p e r m a t i d e s  rondes  est  du  type  nucl6oso- 
mal  d a n s  lequel  I 'ADN est  encore  li6 aux  his- 
tones.  Dans  les 6tapes u l t6r ieures ,  les h i s tones  
se d 6 t a c h e n t  de I 'ADN pour  ~tre r emplac6es  
d 'abord pa r  des prot6ines de t r a n s i t i o n  et  
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ensuite  par des protamines [13, 23]. 

Ce processus permet  ~ la t6te du spermatozoi- 
de de se condenser et de prendre  une forme 
a6rodynamique pour nager  plus vite. Lorsque 
le spermatozoide p6n6tre dans l'ovocyte, les 
protamines se d6tachent  pour 6tre remplac6es 
par  des histones et le noyau peut  se d6ployer. 
Ce processus implique l'activit6 des nucl6o- 
plasmines,  prot6ines chaperons,  pr6sents dans 
le cytoplasme de l'ovocyte [44, 45] Ainsi, la 
ch roma t ine  du pronucl6us  male  peut  
reprendre  la s t ructure  nucl6osomale indispen- 
sable au d6veloppement ul t6r ieur  de l'oeuf 
f6cond6. Ce bref  rappel des t ransformations de 
la chromatine qui se produisent  duran t  la 
gen6se du spermatozoide ainsi qu'apr6s son 
entr6e dans l'ovocyte nous permet  de mieux 
comprendre pourquoi des d6fauts de condensa- 
tion ou de d6condensation de sa chromatine 
peuvent  en t ra ine r  des troubles fonctionnel 
graves. 

La cytom6trie en flux est une technique parti- 
cul i6rement bien adapt6e ~ l ' investigation des 
changements  susmentionn6s de la chromatine 
spermatique.  Dans cette technologie, des cel- 
lules en suspension passent  en file indienne 
t ravers  un faisceau de lumi6re laser. Les varia- 
tions de r6fraction provoqu6es par chacune 
d'elles sur  ce faisceau sont analys6es, sauve- 
gard6es sur  o rd ina t eu r  et peuven t  ~tre 
reprises ul t6r ieurement .  Evenson et coll. [16, 
18] ont mesur6 la condensation de la chromati- 
ne en soumet tant  ces cellules ~ des colorations 
fluorescentes ~ l 'acridine orange ou ~ l 'iodure 
de propidium qui se l ient ~ I'ADN. 

Ces colorants s ' intercalent  en effet entre les 
bases des doubles chaines d'ADN et r6agissent 

la lumi6re laser en 6met tan t  des fluores- 
cences de longueurs d'onde sp6cifiques. La liai- 
son de prot6ines aux chaines d'ADN diminue 
l'acc6s des colorants ~ ces chaines et diminue 
l ' intensit6 de la fluorescence. Evenson [18] 
s'est servi de cette baisse de fluorescence dans 
l '6tude de la condensation de la chromatine 
spermatique,  tandis qu'~ l ' inverse, Samocha- 
Bone et coll. [51] ont utilis6 l ' augmenta t ion  de 
la fluorescence pour suivre le processus de 
d6condensation de la chromatine.  

Nous passerons en revue des 6tudes riches en 

r6f6rences b ib l iographiques  sur l 'analyse 
structurel le  de la chromat ine  spermatique en 
cytom6trie en flux. L'accent sera mis sur la 
condensation et la d6condensation nucl6aire 
ainsi que sur des applications cliniques pos- 
sibles. 

1. L e s  m ~ t h o d e s  d ' a n a l y s e  d e  l a  c h r o m a t i -  
ne  s p e r m a t i q u e  : 

Diverses m6thodes ont 6t6 utilis6es pour exa- 
miner  la s t ructure  de la chromatine.  Bartoov 
[5] et Dadoune [13] se sont servi de la micro- 
scopie 61ectronique de transmission.  Haidl et 
Schill, [25] ont utilis6 la coloration des histones 
au bleu d'aniline. 

Dans l 'une des 6tudes pionni6res ayant  utilis6 
la cytom6trie en flux, J anca  et coll. [29] ont 
suivi les modifications nucl6aires des cellules 
de la lign6e germinale  de la souris duran t  la 
premi6re onde de spermatogen6se. Elle a 6t6 
suivie par des t ravaux similaires chez la sou- 
ris, le rat, le singe et le hams t e r  [1, 33, 35]. 
Cette technique, capable de d6celer des cellules 
haploides, diploides ou t6traplo~des dans des 
suspensions de cellules testiculaires,  a 6gale- 
ment  permis de d6tecter le temps pr6cis d'ap- 
parit ion des spermatides dans  la premi6re 
vague de spermatogen6se. Elle a aussi permis 
de calculer la proportion des cellules haploides, 
diploides et triplo~des dans ces suspensions. Ce 
type d'investigation a 6t6 utilis6 par diff6rents 
groupes pour 6tudier des facteurs affectant la 
spermatogen6se [54, 47, 55]. Chez un homme 
qui pr6sentait  une d6ficience de la r6duction 
m6iotique, Weissenberg et coll. [61] ont r6cem- 
ment  d6montr6 par la cytom6trie en flux et 
l 'hybridation in s i tu  (FISH) la na ture  diploYde 
de la plupart  des spermatozoides 6jacul6s. De 
nombreux chercheurs  se sont servi de la cyto- 
m4trie en flux avec divers colorants fluores- 
cents de I'ADN tels que l ' iodure de propidium 
[14, 37] et le bromure  d '6thidium [40]. C'est 
Ballachey et coll. [3] qui ont propos6 l 'acridine 
orange pour la cytom6trie en flux de la chro- 
mat ine  spermatique.  

2. D ~ f i n i t i o n s  d e s  a n o m a l i e s  s t r u e t u r e l l e s  
d e  l a  c h r o m a t i n e  : 

Les valeurs du quotient  de la fluorescence 
rouge par la somme des fluorescences verte et 
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rouge a ins i  que  de sa  d6via t ion  s t a n d a r d  son t  
tr6s u t i les  p o u r  6 t u d i e r  la vuln6rabi l i t6  de 
I 'ADN s p e r m a t i q u e  ~ la d 6 n a t u r a t i o n  acide in  
situ.  E v e n s o n  et  coll. [19] on t  r appor t6  d a n s  le 
s p e r m e  de d o n n e u r s ,  des  c y t o g r a m m e s  ve r t s  e t  
rouges  b ien  d6f inis  e t  s t ab les  ~ longue  6ch6an-  
c e .  

Nous  avons  6 g a l e m e n t  ut i l is6 la colora t ion  
d 'Evenson ,  m a i s  n o u s  nous  s o m m e s  servi  de 
cri t6res c o m p l 6 m e n t a i r e s ,  le p o u r c e n t a g e  de 
cellules p ro je t6es  d a n s  d iverses  bandes  de l'ai- 
re de d i spe r s ion ,  se lon  l eu r  f luorescence  rouge  
et ve r te  (Fig. 1). A l 'aide de la colora t ion 
d 'Evenson  et  de ces cr i t6res ,  des i nves t i ga t i ons  
fa i tes  s u r  des  s p e r m a t o z o i d e s  pr61ev6s de  
r6gions p r o x i m a l e s  e t  d i s ta les  de l '6pid idyme,  
nous  on t  p e r m i s ,  chez le h a m s t e r  [58] et  chez 
l ' h o m m e  [20], d ' 6va lue r  la p ropor t ion  de sper-  
ma tozo ides  a y a n t  achev6  leur  m a t u r a t i o n  6pi- 
d idymai re .  D u r a n t  ce p rocessus  de condensa -  
tion, u n e  ba i sse  parall61e de l ' in tens i t6  des  
deux f luorescences ,  rouge  et  verte ,  a 6t6 obser-  
v6e, le q u o t i e n t  r ouge  - ve r t  r e s t a n t  cons tan t .  
Ainsi,  chez l ' h o m m e ,  ce quo t i en t  ne  m e s u r e  pas  
le degr6 de c o n d e n s a t i o n  de la c h r o m a t i n e  
s p e r m a t i q u e .  

Nous  avons  m e s u r 6  chez l ' h o m m e  [21] le degr6 
de c o n d e n s a t i o n  de la c h r o m a t i n e  s p e r m a t i q u e  
dans  des 6 jacu la t s  divers .  Des diff6rences on t  
6t6 observ6es  e n t r e  les s p e r m e s  n o r m a u x  (Fig. 
2) et  c e r t a i n s  6 jacu la t s  d ' h o m m e s  in fe r t i l es  
(Fig. 3, 4, 5). Des  t r a v a u x  en  cours  fond6s s u r  
le c y t o g r a m m e  de f luorescence  rouge  et  ver te ,  
il ressor t ,  chez l ' h o m m e ,  que la cy tom6t r ie  en  
flux ~ l ' ac r id ine  o r a n g e  p e r m e t  d '6va luer  la 
qual i t6  de la  c h r o m a t i n e  s p e r m a t i q u e  et  de  
d6couvr i r  d a n s  c e r t a i n s  6 jacula ts  d ivers  t ypes  
d ' anoma l i e s  : 

1. Exc6s de s p e r m a t o z o i d e s  h y p o c o n d e n s 6 s  
(Fig. 3), le p o u r c e n t a g e  des s p e r m a t o z o i d e s  
a y a n t  compl6 t6  l e u r  c o n d e n s a t i o n  nuc l6a i re  
6 t an t  p r 6 s e n t 6  en  p o u r c e n t a g e  de m a t u r i t 4 .  

2. Exc6s de s p e r m a t o z o i d e s  h y p e r c o n d e n s 6 s  
(Fig. 4). 

Ces deux  t y p e s  d ' a n o m a l i e s  on t  6 g a l e m e n t  6t6 
mis  en  6v idence  chez l ' h o m m e  p a r  une  m6tho-  
de de co lora t ion  d i f f6 ren te  [14] au  b r o m u r e  
d ' 6 t h i d i u m  et  ~ la m i t h r a m y c i n e .  

3. P r e s e n c e  de s o u s - g r o u p e s  sa te l l i t es  de sper-  
ma tozo ides  avec u n  q u o t i e n t  de f luorescence  
rouge  - ve r t  p lus  61ev6 que  celui  des cel lu les  qui  
se p r o j e t t e n t  d a n s  la b a n d e  n o r m a l e  (Fig. 5). 
D a n s  le sy s t6me  d ' E v e n s o n  et  coll. [19], ses  
sous -g roupes  sa te l l i t e s  on t  u n  q u o t i e n t  de fluo- 
rescence  p lus  61ev6 que  la n o r m a l e  et  corres-  
p o n d r a i e n t  s ans  dou t e  ~ la p o p u l a t i o n  marg i -  
hale ,  f o r t e m e n t  color6e ~ l ' iodure  de propi-  
d ium,  r appo r t6e  p a r  P a s t e u r  e t  coll. [40], e t  qui  
r e p r 6 s e n t e r a i t ,  se lon  eux,  u n  g roupe  de sper-  
ma tozo ides  ~ c o n d e n s a t i o n  nuc l6a i re  a l t6r6e  et  

c h r o m a t i n e  ins tab le .  Pe lu so  et  coll. [42] rap-  
p o r t e n t  6 g a l e m e n t  u n  p o u r c e n t a g e  de s p e r m a -  
tozoides  avec ADN d 6 n a t u r 6  p lus  61ev6 chez 
des  su je t s  in f6conds  que  chez les h o m m e s  nor-  
maux .  Les p o p u l a t i o n s  sa te l l i t e s  ~ q u o t i e n t  
61ev6 de f luorescence  rouge  - ve r t e  (Fig. 5) cor- 
r e s p o n d r a i e n t  a u x  s p e r m a t o z o i d e s  ~ t6 t e s  
rouges .  Ce type  de spermatozo~des  a 6t6 6gale- 
m e n t  observ6 a u  mic roscope  apr6s  co lora t ion  
l ' acr id ine  o r a n g e  [48, 56]. Des  6 tudes  compl6-  
m e n t a i r e s  son t  n6ces sa i r e s  pou r  61ucider la 
n a t u r e  de la c o n d e n s a t i o n  de I 'ADN d a n s  ces 
cellules.  

3. R ~ l e  d e  l ' ~ p i d i d y m e  d a n s  l a  c o n d e n s a -  
t i o n  d u  n o y a u  : 

La possibi l i t6  a u j o u r d ' h u i  d ' in jec te r  d a n s  les 
ovocytes  des  s p e r m a t o z o i d e s  tr6s difficiles 
t r o u v e r  e t  ~ pe ine  mob i l e s  d ' u n  6 jacu la t  p ra t i -  
q u e m e n t  a z o o s p e r m i q u e  et  de g6n6rer  tou te -  
fois u n  p r o n u c l 6 u s  m~le  et  u n  d 6 v e l o p p e m e n t  
e m b r y o n n a i r e  n o r m a l  a bou levers6  nos  concep-  
t ions  su r  le t r a i t e m e n t  de l ' infert i l i t6.  La  possi-  
bil i t6 d ' in jec te r  6 g a l e m e n t  avec succ6s des  
s p e r m a t o z o i d e s  non-6jacul6s ,  aspi r4s  de la  t6 te  
de l ' 6p id idyme ou pr61ev6s d ' une  biopsie  d u  tes- 
t icule  ou m~me ,  chez l ' an ima l ,  des s p e r m a t i d e s  
t e s t i c u l a i r e s  c o m m e  l ' on t  fa i t  U e h a r a  e t  
Y a n a g i m a c h i  en  1977 [57], n o u s  inv i t e  ~ u n e  
r6flexion renouve l6e .  Que l le  es t  l ' i m p o r t a n c e  
d u  p rocessus  phys io log ique  de m a t u r a t i o n  et  
d u  r61e de l ' 6p id idyme  te l  qu ' i l  a 6t6 r a p p o r t 6  
pa r  Cooper  en  1993 [12]. 

L ' ana lyse  de m i c r o p h o t o g r a p h i e s  61ectroniques  
a p e r m i s  ~ A u g e r  & D a d o u n e  en  1993 [2], de 
m o n t r e r  que  les spe rmatozo~des  de la t~te  de 
l ' 6p id idyme n ' 6 t a i e n t  pas  t r6s  d i f f6ren ts  des  
s p e r m a t o z o i d e s  t e s t i cu la i r e s .  Pa r  cont re ,  des  
di f f6rences  n o t a b l e s  6 t a i e n t  d i scern6es  e n t r e  
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F i g u r e  1. A i r e  de d i s p e r s i o n  en f o n c t i o n  des f luo-  
rescences  ~mises ,  rouge  e t  verte.  L ' a c r i d i n e  oran-  
ge  $met  u n e  f l u o r e s c e n c e  ver te  avec  I ' A D N  
bande  doub le  et  une  f l u o r e s c e n c e  rouge  avec  l 'aci-  
de nuc ld ique  ~ b a n d e  u n i q u e .  L ' u n  des  a v a n t a g e s  
de la  cy tomdt r i e  en  f l u x  es t  de p r d s e n t e r  les r$sul-  
t a t s  de l ' ~ c h a n t i l l o n  e x a m i n ~  ~ u n  doub le  ~che- 
lon, i nd i v idue l ,  p o u r  c h a q u e  sperma tozode ,  e t  glo- 
bal,  p o u r  t ou t e s  les c e l l u l e s  ( va leurs  moyennes ) .  
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F i g u r e  3 : E c h a n t i l l o n  de s p e r m e  color~ a l 'acr i -  
d ine  o r a n g e  e t  ana l y s~  p a r  la  cy tom~tr i e  en  f l ux .  
L ' a i r e  de d i s p e r s i o n  m o n t r e  u n  p o u r c e n t a g e  ~lev$ 
de s p e r m a t o z o f d e s  hypocondens~s  (Golan  e t  Coll.: 
M o l e c u l a r  H u m a n  R e p r o d u c t i o n ,  1997, 3 (1): 47- 
54, avec p e r m i s s i o n ) .  
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F i g u r e  2 : A i r e  de  d i s p e r s i o n  des  spermatozo~des  
d ' un  g roupe  de r~ f~rence  n o r m a l .  L 'dchant i l lon  de 
s p e r m e  color$ & l ' a c r i d i n e  o r a n g e  a ~t~ ana lys~  
p a r  la  cy tomdtr i e  en  f lux .  80 ~ 90 % des sperma to -  
zo ides  d ' ~ c h a n t i l l o n s  n o r m a u x  se d i s pe r s en t  d a n s  
une  bande  b ien  dd f in i e  (T). Le  p o u r c e n t a g e  de 
spermatozo~des  c o n c e n t r ~ s  d a n s  la  zone  M, 65 ~ 80 
%, cor re spond  a u x  spermatozo~des  bien m a t u r e s  
de la  q u e u e  de l '~p id idyme .  Les  axes  -x- e t  -y- repr$- 
s e n t e n t  l ' i n t ens i t~  r e s p e c t i v e  de c h a c u n e  des  f luo-  
rescences  ~mises,  ver te  ou rouge.  (Golan et  coll.: 
M o l e c u l a r  H u m a n  R e p r o d u c t i o n ,  1997, 3 (1): 47-54, 
avec  p e r m i s s i o n )  
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G r e e n  

F i g u r e  4. A i r e  de d i s p e r s i o n  en  cy tom$tr ie  en  f l u x  
d l ' ac r id ine  o r a n g e  d ' u n  ~ c h a n t i l l o n  de s p e r m e  
c o n t e n a n t  u n  p o u r c e n t a g e  dlev$ de s p e r m a t o -  
zo ides  hypercondens$s .  (Golan  e t  Coll.: M o l e c u l a r  
H u m a n  R e p r o d u c t i o n ,  1997, 3 (1): 47-54, avec  per -  
miss ion) .  
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F i g u r e  5. A i r e  de  d i s p e r s i o n  e n  c y t o m ~ t r i e  e n  f l u x  d 
l ' a c r i d i n e  o r a n g e  d ' u n  6 c h a n t i l l o n  d e  s p e r m e  
c o n t e n a n t  u n  p o u r c e n t a g e  a c c r u  d e  s p e r m a t o -  
zo~des  a b e r r a n t s .  Ces  s p e r m a t o z o ~ d e s  se  c o n c e n -  
t r e n t  d a n s  u n e  z o n e  s a t e l l i t e  (S)  a v e c  u n  q u o t i e n t  
d e  f l u o r e s c e n c e  r o u g e  - v e r t  p l u s  ~lev6 q u e  l a  nor -  
m a l e .  O n  n o t e  ~ g a l e m e n t  d e s  d ~ b r i s  c e l l u l a i r e s  p r o s  
de  l ' o r i g i n e  d e s  a x e s  x e t  y. L e s  s p e r m a t o z o ~ d e s  
q u o t i e n t  n o r m a l  d e  f l u o r e s c e n c e  se  t r o u v e n t  d a n s  
l a  b a n d e  p r i n c i p a l e  (T. G o l a n  e t  col l . , :  M o l e c u l a r  
H u m a n  R e p r o d u c t i o n ,  1997, 3 ( I ) :  47-54,  a v e c  p e r -  
m i s s i o n )  
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F i g u r e  6 : A i r e s  de  d i s p e r s i o n s  d e  sper -  
m a t o z o ~ d e s  d u  g r o u p e  de  r 6 f 6 r e n c e  nor -  
m a l e .  L ' 6 c h a n t i l l o n  d e  s p e r m e  s o u m i s  
u n e  6 p r e u v e  d e  d 6 c o n d e n s a t i o n  de  30 
m i n u t e s  a 6t6 e x a m i n ~  e n  c y t o m 6 t r i e  e n  
f l u x  d l ' a c r i d i n e  o r a n g e  a u x  t e m p s  
O ( A ) , 1 0 ( B ) ,  20(C)  e t  30  m i n u t e s  (D).  L a  
z o n e  i n c l u s e  d a n s  l a  f e n 6 t r e  R 1  c o r r e s -  
p o n d  a u x  s p e r m a t o z o ~ d e s  b i e n  m a t u r e s .  
L ' i n t e n s i t 6  d e s  d e u x  f l u o r e s c e n c e s  a u g -  
m e n t e  a v e c  l a  d u r 6 e  d e  l ' 6 p r e u v e .  
( S a m o c h a - B o n e  e t  co l l . :  M o l e c u l a r  
H u m a n  R e p r o d u c t i o n ,  1998, 4 (2): 133- 
37, a v e c  p e r m i s s i o n )  
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F i g u r e  7. A i r e s  de  d i s p e r s i o n  d e s  s p e r m a t o z o f d e s  p r 6 s e n t a n t  u n e  d d c o n d e n s a t i o n  n u c l d a i r e  d d f e c t u e u s e .  
L ' 6 j a c u l a t ,  s o u m i s  & u n e  6 p r e u v e  d e  d d c o n d e n s a t i o n  d e  30 m i n u t e s ,  a dt~ e x a m i n ~  p a r  l a  c y t o m d t r i e  e n  f l u x  
d r a c r i d i n e - o r a n g e  a u x  t e m p s  O(A) ,  20(B)  e t  30 m i n u t e s  (C).  L a  z o n e  i n c l u s e  d a n s  l a  f e n d t r e  R 1  c o r r e s p o n d  
a u x  s p e r m a t o z o ~ d e s  m a t u r e s .  L ' i n t e n s i t d  des  d e u x  f l u o r e s c e n c e s  n ' a u g m e n t e  s e n s i b l e m e n t  p a s  a v e c  l a  d u r c e  
de  l ' 6 p r e u v e .  ( S a m o c h a - B o n e  e t  col l . ,  M o l e c u l a r  H u m a n  R e p r o d u c t i o n ,  1998, 4 (2): 133-37, a v e c  p e r m i s s i o n )  
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les spermatozoides de la t6te et ceux de la 
queue de l'6pididyme. 

I1 ressort  aussi de nos t ravaux  [21, 22] chez 
l 'homme que, au terme du processus de la sper- 
matogen6se dans le testicule, la condensation 
de I'ADN est encore incompl6te dans le sper- 
matozoYde. Pour  la p lupar t  des spermato- 
zo~des, la condensat ion du noyau  s'ach6ve 
du ran t  leur  passage dans l '6pididyme. De nom- 
breux indices laissent h penser  que les anoma- 
lies de condensation de la chromat ine  pour- 
r a i e n t  6tre d 'origine 6p id idymai re .  Selon 
Evenson [17], Yossefi [58] et Golan [20, 21, 22] 
chez la souris, le rat,  le hamster ,  le singe et 
l 'homme, la cytom6trie en flux confirme le fait 
que le processus de condensat ion de la chro- 
mat ine  des spermatozoides se d6roule en gran- 
de part ie duran t  leur t rans i t  6pididymaire.  Ces 
au teurs  ont montr6, que la chromat ine  des 
spermatozoides pr61ev6s des portions proxi- 
males  de l '6pididyme 4tait moins condens6e 
que celle des spermatozoides pr61ev4s h distan- 
ce de la queue 6pididymaire. 

Ces observations sont h rapprocher  du succ6s 
de la f6condation in vitro (FIV) prat iqu6e avec 
des spermatozoYdes 6pididymaires.  Dans plu- 
sieurs esp~ces, des spermatozoides immatures  
p o u r r a i e n t  f6conder des ovocytes,  mais 
sera ient  incapables de g4n4rer des embryons 
viables [36]. I1 semblerai t  que cela soit 6gale- 
men t  vrai chez l 'homme. En effet, h l'4poque off 
l 'on prat iquai t  la FIV classique dans les cas 
d'obstruction vaso-6pididymaire, les spermato- 
zoides aspir6s des r6gions proximales de l'6pi- 
d idyme donnaient  un taux de grossesse plus 
faible [41, 52] que ceux qui ava ient  6t6 pr61ev6s 
de r6gions plus distales. 

A p p l i c a t i o n s  e l i n i q u e s  : 

De nombreux t ravaux [5, 14, 15] avaient  d6jh 
mont r6  que le processus de condensa t ion  
nucl6aire pouvait  6tre incomplet  dans certains 
6jaculats. La qualit6 de la chromat ine  sperma- 
tique, facteur  impor tant  de la f6condation, est 
par t icul i6rement  critique lorsqu'il faut  s61ec- 
t ionner  a rb i t ra i rement  un  spermatozo/de pour 
micro-injection ovocytaire. Roux et Dadoune 
[48] ont trouv6 dans le sperme une  bonne cor- 
r61ation entre  la matur i t6  nucl6aire et la sta- 
bili t6 de la chromat ine .  Dans  le sperme 

r6chauff6 et soumis ~ la cytom6trie en flux 
l 'acridine orange, Evenson et coll. [19] ont 
trouv6 chez des sujets inf6conds, un degr6 plus 
fort de d6naturat ion de I'ADN que chez des 
hommes normaux. Ces auteurs  [19] ont fait 
des observations similaires chez le taureau.  
Chez des donneurs  de sperme, Span6 et coll. 
[54] ont r6cemment  6tudi6 en cytom6trie en 
flux ~ l 'acridine orange l ' influence de facteurs 
ambiants  divers sur la chromatine sperma- 
tique. 

la suite de nombreuses  6tudes chez l 'homme 
et l 'animal [3, 14, 15, 19, 29, 53], Golan et coll. 
[20] ont 6valu6 dans l'6jaculat, selon le degr6 
de condensation de la chromatine en cytom6- 
trie en flux ~ l 'acridine orange, le pourcentage 
de spermatozoides ayant  achev6 la matura t ion  
6pididymaire. Outre les anomalies de conden- 
sation, d 'autres  d6fauts ont 6t6 r6v414s, sus- 
ceptibles de causer  un 6chec en micro-injection. 
Dans une autre  6tude ut i l isant  la m~me tech- 
nique [21] et por tant  sur  121 4jaculats de 
sujets inf6conds adress6s par  divers centres 
d'infertilit6, neuf  contenaient  un pourcentage 
61ev6 de spermatozoi'des hypocondens6s et six, 
un pourcen tage  61ev6 de spermatozoides  
hypercondens6s. Dans 15 6jaculats, d 'autres 
aberrations 6taient  mises en 6vidence, telles 
qu'un rapport  anormalement  61ev6 de fluores- 
cence rouge et verte dans des groupes satellites 
de spermatozoYdes. Ces 6jaculats pr6sentaient  
pour la p lupar t  des anomalies mult iples de 
num6ration,  de mobilit6 ou de morphologie 
mais ne formaient  pas un 6chantillon randomi- 
s6 et repr6sentatif .  Aussi, le pourcentage des 
anomalies  ch romat in i ennes  d6couvertes ne 
peut refl6ter leur  fr6quence r6elle dans les 
populations 6tudi6es. Ce travail  a n6anmoins 
mis au point une  m6thode fiable qui peut  per- 
met t re  une analyse syst6matique des anoma- 
lies de la chromat ine  dans des entit6s cliniques 
bien d6termin6es. 

Confirmant les t ravaux plus anciens de Le 
Lannou et Blanchard  [32], les techniques de 
s41ection de spermatozo~des, migrat ion ascen- 
dante  ou cen t r i fuga t ion  sur  g rad ien t  de 
Percoll, ont permis dans certains 6jaculats 
d 'augmenter  la proportion de spermatozoides 
structure chromat in ienne  normale.  A l'aide 
d 'une t echn ique  diff6rente,  le dosage des 
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nucl6oprot6ines en 61ectrophor6se, Colleu et 
coll. [11] ont 6galement  confirm6 chez l 'homme 
que ces deux techniques de s61ection am61io- 
raient  la qualit6 de la chromatine du sperme. 

On peut met t re  en 6vidence les d6fauts de liai- 
son des protamines  ~ I'ADN en soumettant  les 
noyaux des spermatozoides  ~ des r6actifs 
appropri6s avant  de les colorer ~ l 'acridine 
orange. Chez le hamster ,  la phosphatase alca- 
line renforcerait  la condensation nucl6aire des 
spermatozo~des pr61ev6s des r6gions proxi- 
males de l '6pididyme [58] mais n 'aurai t  aucun 
effet sur les spermatozoides des r6gions dis- 
tales. Cette enzyme lib6rerait les phosphates 
de la protamine phosphoryl6e et resserreraient  
les l iaisons des p ro tamines  ~ I'ADN. 
L'application similaire ~ des 6jaculats humains  
d'un t ra i t ement  ~ la phosphatase alcaline, n'a 
pas augment6 le degr6 de condensation de la 
chromatine bien que, chez certains sujets inf6- 
conds, elle pouvait  affecter la chromatine de 
sous-groupes satellites. L'oxydation de certains 
radicaux sulfhydriques des protamines pour- 
rait  aussi renforcer la condensation de la chro- 
matine [6, 30]. La diamide renforcerait 6gale- 
ment  la condensat ion de la chromatine sper- 
matique chez le hams te r  [58] tandis que le 
dithiothr6itol, agent  r6ducteur, aurai t  un effet 
oppos6. Le dithiothr6itol renforcerait  la double 
fluorescence verte et rouge et d6placerait les 
spermatozo~des de la queue de l '6pididyme 
hors de la bande des spermatozo~des matures.  
Par  contre, le t r a i t emen t  ~ la diamide ne modi- 
fie pas le pourcentage de la chromatine matu-  
re dans les 6jaculats de sujets normaux ou 
inf6conds. L'oxydation des radicaux sulfhy- 
driques ne serai t  donc pas le facteur bloquant 
de la matura t ion  de la chromatine dans les 6ja- 
culats examin6s. 

L e s  d 4 f a u t s  d e  d 4 c o n d e n s a t i o n  d u  n o y a u  
s p e r m a t i q u e  : 

Pour Sakkas  et coll. [50] qui ont examin6 des 
ovocytes non f6cond6s apr6s micro-injection, 
des d6fhuts de condensation de la chromatine,  
ainsi que d 'autres  alt6rations, pourraient  per- 
turber  la d6condensation spermatique indis- 
pensable au d6roulement  normal du processus 
de la f6condation. De nos jours, le r61e pr6pon- 
d6rant de la micro-injection dans l 'assistance 
m6dicale ~ la procr6ation souligne l'int6r~t de 

l 'analyse de la chromat ine  dans certains 6jacu- 
lats redevables  de cette technologie. Pour  
Philpott  [44, 45] et Pe r rau l t  [43], les liens sulf- 
hydriques des protamines  sont r6duits lorsque 
le spermatozoide p6n6tre dans le cytoplasme 
ovocytaire et les nucl6oplasmines ovocytaires 
lib6rent les protamines  de I'ADN et leur  sub- 
s t i tuent  les histones ovocytaires. C'est ce qui 
permet  a la t6te du spermatozoide de se 
d6ployer. 

Plusieurs  groupes, [4, 8, 10, 28, 31, 34, 38, 39, 
46] ont 6tudi6 la d6condensation de la chroma- 
tine spermat ique par  l 'observation au micro- 
scope des modifications de forme et de taille 
des noyaux spermatiques.  Pour obtenir  des 
r6sultats significatifs, ces techniques subjec- 
tives requi6rent  un examen long et pa t ient  de 
cellules aussi nombreuses  que possible. I1 est 
6galement fort difficile d'6tablir des crit6res de 
d6condensat ion  pr6cis et admis  par  tous.  
Aussi, la cytom6trie en flux constitue l 'a l terna-  
tive de choix. 

Jager  et coll. [28] ont essay6 diverses tech- 
niques in vitro pour imiter  le processus de 
d6condensation. Zucker et coll. [62] ont indui t  
la d6condensation des spermatozo~des du ra t  et 
du hams te r  avec le dodecyl-sulfate de soude et 
l 'agent r6ducteur  dithiothreitol.  La d6conden- 
sation a 6t6 6valu6e par  la mesure  de la dif- 
fraction lumineuse.  

La technique de Montag et coll. [38], pe rmet  
d ' induire la d6condensation de la chromat ine  
spermat ique ~ l 'aide de l 'h6parine, r iche en 
charges n6gatives, et du beta-mercapto-6tha- 
nol qui r6duit  les liens sulfhydriques de la pro- 
tamine.  Samocha-Bone et coll. [51] ont appli- 
qu6 cette technique  ~ des spermatozoides  
humains  normaux. La cytom6trie en flux 
l 'acridine orange a montr6 une  augmenta t ion  
de fluorescence des spermatozoides. Cette aug- 
menta t ion  se t radui t  par  le d6placement des 
cellules ~ droite de la zone [21] des spermato- 
zo~des matures  off se concentrent  les cellules 
chromat ine  condens6e.  Ce d6placement  se 
mesure  d'une mani6re  tr6s fiable et avec une  
excellente r6p6titivit6, par  la baisse du pour- 
centage de cellules rest6es dans la zone matu-  
re (Fig. 6). 

Plusieurs  6quipes, [7, 9, 24, 34, 50], ayan t  uti- 
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lis6 la technique d 'examen microscopique, ont 
sugg6r6 qu 'une condensation d6fectueuse de la 
chromatine pourrai t  6tre mise en 6vidence 
dans certains cas d'infertilit6. I1 serait  donc 
utile, dans  cer ta ins  6jaculats, d '6valuer  le 
pourcentage  de spermatozoYdes p r6sen tan t  
une chromat ine  inapte ~ se d6condenser et sus- 
ceptibles, m6me apr6s micro-injection, de ne 
pas f6conder l'ovocyte. 

N6anmoins,  H a m a m a h  et coll. [26] n'ont trou- 
v6 en micro-injection aucune diff6rence du 
pourcentage des spermatozo~des ~ chromatine 
normale entre  les cas ayant  eu une grossesse 
et les autres.  

La technique de Samocha-Bone et coll. [51] a 
permis de d6tecter d 'une mani6re rapide et 
efficace des 6jaculats contenant  un pourcenta- 
ge 61ev6 de spermatozoides incapables de se 
d6condenser (Fig. 7). I1 s'agissait de trois 6ja- 
culats de parapl6giques sur six, obtenus par 
61ectro-6jaculation. I1 se pourrai t  que, du ran t  
leur  r6tention prolong6e dans la queue de l'6pi- 
didyme, un nombre accru de spermatozoides 
aient  subi une  oxydation de leurs radicaux 
sulfhydriques. De plus, sur  trois 6jaculats qui 
pr6sentaient  des taux de p6n6tration insuffi- 
sants dans l '6preuve du hamster ,  l 'un d'eux 
montra i t  aussi  une  d6condensation ralent ie  
dans l '6preuve de d6condensation. 

P o s s i b i l i t 6 s  d ' a v e n i r  : 

La cong61ation de spermatozoides non-6jacu- 
14s, pr61ev6s chirurgicalement ,  est pratiqu6e 
de plus en plus f r6quemment  et permet  des 
cycles de f6condation assist6e suppl6mentaires  
sans r6intervent ion chirurgicale. Pour Roy6re 
et coll. [49] il faudrai t  am61iorer les techniques 
de cryo-pr6servation, en t enan t  compte non 
seulement  des crit6res habituels  de mobilit6, 
viabilit6 et d'int6grit6 des membranes  plasma- 
t iques mais  sur tout  de l'int6grit6 et de la sta- 
bilit6 de la chromat ine  nucl6aire. 

Dans des cas ~ hau t  risque d'6chec en f6conda- 
tion assist6e, des recherches futures pour- 
ra ient  contr ibuer  ~ met t re  au point des traite- 
ments  in vitro applicables ~ des 6jaculats 
d6fectueux avant  la micro-injection. On pour- 
rai t  par  exemple, t ra i ter  les spermatozoides 

avec des agents  r6ducteurs  de liens sulfhy- 
driques ou bien s61ectionner d'une mani6re 
efficace les spermatozoides aptes ~ se d6con- 
denser. La cytom6trie en flux pourrait  t r ier  les 
cellules selon les caract6ristiques de leur fluo- 
rescence. I1 devrai t  donc 6tre possible, dans un 
avenir plus ou moins proche, de trai ter  un 6ja- 
culat de mauvaise  qualit6 a l'aide de mar- 
queurs appropri6s et de s61ectionner les sper- 
matozoides ~ des fins th6rapeutiques en fonc- 
tion de la qualit6 de leur  chromatine. I1 fau- 
drait  cependant  que ces marqueurs  fluores- 
cents soient non toxiques et lavables avant  la 
micro-injection. I1 faut  relever ~ ce propos, l'ob- 
servation faite par  Hoshi et coll. [27] sur des 
noyaux de spermatozoides qui, soumis ~ des 
modifications ambiantes  violentes sont rest6s 
capables de former un pronucl6us dans des 
ovocytes de hams te r  et d ' induire un d6veloppe- 
ment  embryonnaire  pr6coce. Des travaux com- 
pl6mentaires chez l 'animal  sont indispensables 
avant  d 'envisager chez l 'homme l'application 
de tels proc6d6s de s61ection qui pourraient  
prendre la rel6ve de la migration ascendante  
ou de la centrifugation sur gradient  de Percoll. 
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A B S T R A C T  

A s s e s s m e n t  o f  s p e r m  c h r o m a t i n  s t r u c t u r e  
us ing  f low c y t o m e t r y  w i t h  ac r id ine  o r a n g e  

s t a in ing .  Cl in ica l  in te res t .  

Y. SOFFER, L. M. LEWIN. 

Dur ing  s p e r m a t o z o g e n e s i s ,  s p e r m  nuc leoso-  
mal  DNA type ,  l i n k e d  to  h i s tones ,  is t r ans fo r -  
med  in to  a spec i a l  f o r m  b o u n d  to smal l  bas i c  
p ro te ins ,  t he  p r o t a m i n e s .  This  p r o c e s s  a l lows  
s p e r m  n u c l e u s  to  c o n d e n s e  and  m a t u r e .  This  
m a t u r a t i o n  p r o c e s s  is a c h i e v e d  in the  epidi-  
dymis.  W h e n  a s p e r m a t o z o o n  e n t e r s  an  oocy- 
te, p r o t a m i n e s  a r e  r e l e a s e d  an d  r e p l a c e d  b y  
h i s t o n e s ,  e n a b l i n g  t h e  s p e r m  n u c l e u s  to  
e x p a n d  in to  a ma le  p r o n u c l e u s .  F low  cy tome-  
t ry  us ing  a c r i d i n e  o r a n g e  s t a in ing  is an  objec-  
t ive  and  q u a n t i t a t i v e  t e c h n i q u e  w e l l - a d a p t e d  
for  the  i n v e s t i g a t i o n  of  the  c h r o m a t i n  s t ruc-  
t u r e  at  t he  leve l  o f  e a c h  s p e r m a t o z o o n ,  as  wel l  
as the  w h o l e  e j a c u l a t e .  This  t e c h n i q u e  a l lows  
t r ac ing  t he  y o u n g  s p e r m  cell nuc le i  f r om the  
d ip lo id  s tage ,  t h r o u g h  t e t r a p l o i d  un t i l  t h e  
f inal  h a p l o i d  s t age  in  m a t u r e  s p e r m a t o z o a .  I t  
a l lows a lso  f o l l o w i n g  the  s p e r m  m a t u r a t i o n  
p r o c e s s  d u r i n g  t h e  e p i d i d y m a l  t r ans i t .  I t  
de t ec t s  v a r i o u s  s p e r m  c h r o m a t i n  condensa -  
t ion  de fec t s ,  h y p o c o n d e n s a t i o n ,  h y p e r c o n -  
d e n s a t i o n  o r  o t h e r  a b e r r a t i o n s ,  as wel l  as  
d e c o n d e n s a t i o n  d e f e c t s  b y  u s ing  an  in v i t ro  
assay. T h e s e  d e f e c t s  m a y  i m p a i r  s p e r m  fert i l i-  
zing abil i ty,  e v e n  a f t e r  s p e r m  m i c r o i n j e c t i o n  
in to  t h e  o o c y t e .  B e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  
s p e r m  c h r o m a t i n  i n t e g r i t y  an d  s t ab i l i t y  pre-  
r e q u i s i t e s  m i g h t  h e l p  us  i m p r o v i n g  the  quali-  
ty  of  v a r i o u s  t e c h n o l o g i e s  u s e d  in a s s i s t e d  
med ica l  p r o c r e a t i o n .  

Key-Words : Flow cytometry, acridine orange, sper- 
matogenesis, sperm maturation, sperm fertilizing 
ability; assisted medical procreation, sperm chro- 
matin, hypocondensation, hypercondensation, 
aberrations, chromatin decondensation defects. 
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