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GENETIQUE ET
CYTOGENETIQUE

GROSSESSE EVOLUTIVE OBTENUE
APRES BIOPSIE TESTICULAIRE,
CONGELATION SPERMATIQUE ET ICSI
CHEZ UN SUJET AZOOSPERMIQUE
PRESENTANT UNE “PSEUDO”
MOSAIQUE KLINEFELTER.

R. WAINER*, F. MERLET*, C. MUTTI**,
M. MONTAGNON**, M. BERGERE*** M.
ALBERT**, C. FELSENHELD* M. BAILLY*,
R. LOMBROSO*, J. SELVA***,

J.P. BISSON*.

* Département de PMA CHI Poissy / Saint
Germain 78300 ** Laboratoire de cytogénétique
Hoépital A. Paré Boulogne 92100
**% Laboratoire de cytogénétique. Hopital A Béclére
Clamart 92141

Le syndrome de Klinefelter a été décrit en
1942, il associe des anomalies morphologiques
a une azoospermie, une élévation des gonado-
trophines, et un caryotype 47 XXY (homogéne
ou mosaique).l’azoospermie a conduit ces
patients a se tourner vers I'TAD depuis plu-
sieurs décennies. L’apparition de I'ICSI a per-
mis l'obtention de quelques grossesses pour
certains de ces couples. Depuis peu, les tech-
niques de recueil spermatique par biopsie tes-
ticulaire et enfin la congélation du sperme tes-
ticulaire permettent d’espérer des succes plus
fréquents chez ces patients.

Observation : Le couple A. essaie d’obtenir
une grossesse depuis 1992. Mme A. est 4gée de
32 ans, son bilan est strictement normal. Mr. A
est agé de 45 ans, sans atcdt particulier, sa
mere était dgée de 22 ans a sa naissance. Il
mesure Im73 pour 71 kg. Il a observé depuis sa
puberté que sa barbe était peu fournie, ne
nécessitant qu'un ou deux rasages par semai-
ne. La pilosité pubienne est normale mais sa
pilosité sur le reste du corps est trés réduite. I1
présente une légére gynécomastie. Le pénis est
de dimensions normales mais ’atrophie tes-
ticulaire est symétrique avec un volume d’en-
viron 6 ml pour chacun des testicules.3 sper-
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mogrammes ont confirmé 'azoospermie avec
absence de cellules de la lignée germinale
apres centrifugation. Les marqueurs séminaux
sont normaux. Chez ce patient la FSH est & 27
ui/1 et la testostéronémie a 4.5ng/ml Le caryo-
type sanguin en 1994 a retrouvé 2 cellules
47XXY sur 34 mitoses étudiées soit 6% des cel-
lules. Le caryotype sanguin en 1998 n’a pas
retrouvé de cellules 47 XXY sur 50 mitoses étu-
diées. lére consultation au CECOS en Janvier
1995, 11 IAD ont été réalisées de Mars 1996 a
Juin 1997 lere consultation en Aofit 1997 au
CH Poissy / Saint Germain. En Janvier 1998:
exploration chirurgicale testiculaire. Les épidi-
dymes et les canaux déférents sont normaux.
Biopsies testiculaires droites: syndrome de
“Sertoli cell only ”. Biopsies testiculaires
gauches: quelques tubes séminiferes au sein
desquels on repéere des cellules germinales a
différents stades de maturation et quelques
spermatozoides dans les lumiéres de ces tubes.
6 paillettes de sperme testiculaire sont
congelées a partir du surnageant, | paillette est
décongelée pour test: 6 spermatozoides vivants
sur 9 vus. 5 paillettes conservées. Une étude
des cellules germinales disponibles lors du test
de décongélation est réalisée en hybridation
in situ (FISH avec sondes X, Y, 18). Aucune
anomalie de 'appariement méiotique XY n’est
constatée sur cet échantillon. Apres conseil
génétique et consentement éclairé du couple,
une ICSI est réalisée le 18/05/98: 5 ovocytes
recueillis, 5 ovocytes fécondables, 1 paillette
décongelée, 1 embryon 2 cellules type 1 trans-
féré le 20/05/98 permettant la survenue d’une
grossesse évolutive de déroulement normal. Le
dépistage de T21 établit un risque individuel
pour cette patiente de 1/2762. L’amniocentese
proposée a été refusée par le couple.

Discussion :

Cette observation illustre tout d’abord, la capa-
cité d’obtenir une grossesse en cas d’azoosper-
mie apres biopsie testiculaire, et ICSI différée
grace a la congélation de spermatozoides du
surnageant

-Cette grossesse a été obtenue des la 1ere ICSI
alors que 11 inséminations intra cervicales
donneur, (mal acceptées par la patiente ... ),
s’étaient soldées par un échec au préalable.



-Cette observation pose aussi la question de
I'interprétation de ces caryotypes avec faible
taux de mitoses aneuploides. Ces quelques cel-
lules 47 XXY correspondent-elles a4 un simple
artefact technique ou ont-elles une place dans
le cadre des mosaiques du syndrome de
Klinefelter, la clinique associant ici ’azoosper-
mie, 'atrophie testiculaire et la gynécomastie ?

-Le FISH sur les cellules testiculaires peut
apporter une intéressante contribution au
conseil génétique, en confirmant ou en infir-
mant la présence de mosaique au niveau des
cellules germinales. La difficulté est d’obtenir
un nombre suffisant de cellules disponibles a
cet effet. Mais la décision d’'un diagnostic pré-
natal voire d’'un diagnostic préimplantatoire
est complexe; les caryotypes éventuellement
découverts 47 XXY et 47XXX ne justifient pas
l'interruption médicale de grossesse ni aux
yeux des patients, ni aux yeux des praticiens.
Cependant il existe une interrogation sur
Paugmentation des anomalies de ségrégation
autosomique au cours de la méiose chez ces
patients, ce qui invite a 'amniocenteése avec les
risques inhérents de ce geste.

-Enfin, on imagine assez bien le difficile par-
cours psychologique de ces couples de ’annon-
ce d'un stérilité définitive, a l'acceptation de
I'TAD, puis du recours possible a I'ICSI avec
sperme du conjoint associée cependant a un
risque mal défini de transmission génétique.

FREQUENCE ELEVEE DE DELETIONS
DU CHROMOSOME Y CHEZ DES
HOMMES PRESENTANT UN INFERTILI-
TE NON-IDIOPATHIQUE

KRAUSZ C.*, SIFFROI J.P**, BARBAUX S.*,
SOULEYREAU-THERVILLE N.*,
ANTOINE J.M.** ARVIS G.*#**

DELAFONTAINE D.#**** PLESSIS G.**¥##%,

TAAR J Pp*##*xik JEANDIDIER E ##sdorts
DADOUNE J.P**, FELLOUS M*.,

MCELREAVEY K.*

*: Laboratoire d’'Immunogénétique Humaine,
Institut Pasteur, Paris **: Service d’Histologie,
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Biologie de la Reproduction et Cytogénétique,
Hoépital Tenon, Paris.

**%: Service de Gynécologie-Obstétrique, Hopital
Tenon, Paris.; ****Service d’Urologie, Hopital
Tenon, Paris. *****Médecine de la Reproduction,
Paris. ***%%*CHU Caen *******[qboratoire
Dhuys, Bagnolet.

*¥xxxx0%%CHU Mut house.

Des délétions cytogénétiquement détectables
et des microdélétions du bras long du chromo-
some Y (Yq) ont été décrites en association avec
des troubles de la spermatogenése entrainant
des azoospermies ou des oligospermies séveres.
Ces délétions ont été utilisées pour définir
trois régions de 1'Yq (AZFa, AZFb et AZFc) qui
sont absentes de facon récurrente chez des
patients présentant des infertilités apparem-
ment idiopathiques. Cependant, la fréquence
et la localisation de ces délétions, ainsi que les
rapports génot3~phénotype observés chez les
patients, varient considérablement selon les
études. Ces variations peuvent traduire des
différences de méthodologie dans le recrute-
ment des hommes infertiles ou dans la tech-
nique utilisée pour la recherche des microdélé-
tions mais peuvent également étre le reflet de
réelles différences dans la fréquence et 1’éten-
due de ces derniéres dans la population mas-
culine.

Dans une étude en aveugle, 132 hommes infer-
tiles ont été testés (46 infertilités idiopa-
thiques et 86 non idiopathiques) pour la
recherche de microdélétions Yq par l'utilisation
de 40 marqueurs STSs. 25% des patients dont
Iinfertilité restait inexpliquée présentaient
une délétion située soit dans AZFa, soit dans
AZFDb ou encore AZFc. Les microdélétions loca-
lisées dans le locus AZFb étaient regroupées
dans la partie proximale. Il n’existait pas de
corrélation apparente entre la position et la
taille des délétions et le phénotype d’infertilité
chez les patients de ce groupe.. De plus, ces
derniéres étaient retrouvées a la fois chez des
hommes, azoospermiques ou oligospermiques.

Un nombre significatif de microdélétions (11%)
a été détecté dans le groupe de patients pré-
sentant une infertilité non-idiopathique.
Celles-ci incluaient des délétions situées res-
pectivement dans les trois locus AZF et aucune



différence significative dans leur position ou
leur étendue n’a pu étre mise en évidence par
rapport au groupe des hommes a infertilité
idiopathique. L’atteinte du chromosome Y pou-
vait ainsi étre associée, par exemple, a des
antécédents d’orchites (AZFa), a un hypogona-
disme hypogonadotrophique (AZFb) ou encore
a une absence congénitale des canaux défé-
rents (mutation delta F508+, AZFe). La majo-
rité de ces délétions étaient de grande taille et
ne représentaient probablement pas un poly-
morphisme associé.

Ces résultats soulignent l'utilité du dépistage
systématique des microdélétions de 1'Y chez
tous les patients consultant pour bénéficier
d’une assistance médicale a la procréation.

RELATION ENTRE PRENOTYPE CLI-
NIQUE, PARAMETRES SPERMATIQUES
ET FREQUENCE DES ANEUPLOIDIES
DANS LES NOYAUX SPERMATIQUES
DE 50 SUJETS INFERTILES.

N.RIVES 1, L.SIBERT 2, A.SAINT CLAIR1,
N.SIMEON 1, G.JOLY 1, B. MACE 1

1Laboratoire de Biologie de la Reproduction,
2 Service d’Urologie, CHU Rouen.

INTRODUCTION

La majorité des anomalies chromosomiques
résultent d’erreurs se produisant au cours de
la gamétogenése chez des parents ayant un
caryotype normal et plus rarement lors des
premiéres étapes de divisions blastomériques.
L’appréciation du contenu chromosomique des
spermatozoides constitue une approche indi-
recte pour étudier les nondisjonctions poten-
tielles pouvant intervenir au cours de la méio-
se. Une évaluation de la fréquence des aneu-
ploidies dans les spermatozoides de sujets
infertiles semble donc intéressante a la fois
pour mettre en évidence une susceptibilité par-
ticuliere a la nondisjonction de certains chro-
mosomes lorsque la spermatogenése est alté-
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rée et pour établir une relation éventuelle
entre les phénotypes clinique et biologique de
ces patients et le taux d’aneuploidie observée.

Le but de ce travail a été d’étudier par hybri-
dation in situ fluorescente, a 'aide de sondes
de peinture chromosomique, les fréquences de
disomie observées pour les chromosomes 1, 13,
14, 18, 21, 22, X et Y dans les noyaux sperma-
tiques de sujets infertiles et de comparer ces
résultats a une population de sujets fertiles.

MATERIEL ET METHODES

Etude A : 50 patients consultant pour une
infertilité primaire ou secondaire et 10 sujets
témoins fertiles le plus souvent donneurs de
sperme au CECOS sont inclus dans I'étude.
Une analyse des parameétres spermatiques est
effectuée sur trois spermogrammes a trois
mois d’intervalle afin de définir les anomalies
spermatiques observées. Le phénotype clinique
de chacun des patients est établi a 'issue d’'un
examen clinique urologique associé a une écho-
graphie testiculaire. Le caryotype sur lympho-
cytes circulants est normal chez chacun des
sujets étudiés. L'hybridation in situ en double
marquage a l'aide de sondes de peinture chro-
mosomique (STAR*FISH, Cambio Biosyso) est
réalisée sur des noyaux spermatiques isolés
directement des éjaculats et préalablement
décondensés par le DTT 25mM dans du
Tris-HCI 1 M pH 9.5.

Etude B : Cing patients infertiles présentant
une altération des parametres spermatiques et
cinq sujets contrdles fertiles aux parameétres
spermatiques normaux sont étudiés.
L’hybridation in situ en double marquage a
laide des sondes des chromosomes X et Y est
réalisée sur des noyaux spermatiques isolés
sur gradient de Percoll et sur la phase supé-
rieure d'un gradient d’Optiprepe retenant les
spermatozoides morphologiquement anor-
maux.

RESULTATS

Etude A : Une élévation significative de la fré-
quence des disomies autosomiques est obser-
vée chez les sujets infertiles avec la fréquence
la plus élevée pour le chromosome 18 (0,5 1 %)
et la fréquence la plus faible pour le chromoso-
me 1 (0,35%). L'incidence de spermatozoides



YY et XY est augmentée chez ces méme sujets
(p= 0,018 et p= 0,0002 respectivement). Les
altérations méiotiques semblent directement
liées a la sévérité de l'oligospermie (p=0,023).
Aucune relation n’a pu étre établie entre le
phénotype clinique [ectopie testiculaire uni ou
bilatérale (n=14), varicocele (n=12), infection
urogénitale (n=1 1)] et les fréquences de diso-
mie observée.

Etude B : Aucune relation significative n’a pu
étre établie entre la morphologie et la fréquen-
ce d’aneuploidies gonosomiques des spermato-
zoides.

CONCLUSION

L'ensemble de ces observations conforte 'hypo-
thése qu’au cours de la spermatogenése de
sujets aux parametres spermatiques altérés ,
une diminution de la fréquence des appariem-
ments chromosomiques et des phénomeénes de
recombinaison génétique peuvent entrainer un
arrét de la spermatogenése et/ou une augmen-
tation des nondisjonctions des chromosomes.
L'arrét au stade méiotique pour certaines cel-
lules de la lignée germinale est responsable de
l'oligospermie et les nondisjonctions ou anoma-
lies d’appariemment de I'élévation de la fré-
quence des aneuploidies dans le gaméte mature.

ANALYSE DE LA SEGREGATION MEIO-
TIQUE DES CHROMOSOMES SEXUELS
CHEZ UN SUJET 46,XY/47,XXY ET UN
SUJET 47,XXY.

N.RIVES 1, G.JOLY1, A.BACHY1,
L.SIBERT 2, N. SIMEON 1, B.MACE 1

1Laboratoire de Biologie de la Reproduction
28ervice d’Urologie, CHU Rouen.

INTRODUCTION

Le syndrome de Klinefelter est une des plus
fréquentes anomalies chromosomiques chez
I’homme (une naissance sur 600). Le caryotype
constitutionnel peut-étre de type 47,XXY
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homogeéne ou en mosaique 46,XY/47,XXY. Ce
syndrome, secondaire & une non-disjonction
méiotique d’origine paternelle ou maternelle,
est généralement associé a une azoospermie ou
a une oligospermie extréme.

Le but de notre étude a été d’évaluer la fré-
quence des aneuploidies des chromosomes
sexuels dans les spermatozoides de deux sujets
infertiles présentant 'un un syndrome de
Klinefelter homogéne et 'autre un syndrome
de Klinefelter en mosaique, a la fois pour éva-
luer le risque d’aneuploidie gonosomique pour
la descendance de tels sujets mais aussi pour
mettre en évidence l'existence ou non d’une
ségrégation méiotique réguliére des spermato-
gonies 47 XXY.

SUJETS ET METHODES Sont inclus dans
cette étude :

¢ Un patient, 4gé de 26 ans, présentant une
oligoasthénotératospermie (0,2 millions/ml,
40% spermatozoides mobiles (a+b), 19% sper-
matozoides morphologiquement normaux)
dont le caryotype effectué sur lymphocytes cir-
culants et sur fibroblastes révele une formule
47 XXY. Lhybridation in situ sur ces mémes
cellules (100 métaphases et noyaux interpha-
siques analysés) confirme ’absence de
mosaique gonosomique somatique.

¢ Un patient, 4gé de 41 ans, présentant une

asthénotératonécrospermie (32millions/ml,
25% spermatozoides mobiles (a+b), 12% sper-
matozoides morphologiquement normaux)
dont le caryotype constitutionnel révele une
mosaique 46,XY/47,YXY (5% de cellules
47 XXY).

e C(Cing sujets fertiles, 4gés de 28 a 41 ans,
aux parametres spermatiques normaux et au
caryotype constitutionel normal (46,XY),

comme groupe controle.

L’hybridation in situ est réalisée en triple mar-
quage a l'aide de sondes centromériques
[sondes des chromosomes X, Y et 12, VYSISe].
La décondensation et la dénaturation des
noyaux spermatiques s’effectuent simultané-
ment dans une solution de NaOH 3M.

Au moins 10 000 noyaux spermatiques ont été
analysés pour chacun des sujets inclus dans
cette étude.



RESULTATS

Chez le sujet 47,XXY, les fréquences de sper-
matozoides 24, XX, 24,YY et 24, XY sont signifi-
cativement plus élevées que les fréquences
observées chez les sujets fertiles (p<0,0001). Le
nombre de spermatozoides diploides (46,YY,
46,XY) est également augmenté. Le rapport
spermatozoides 23,X/23,Y (1,03) ne differe pas
du ratio 1: 1.

Chez le sujet 46,XY/47,XXY, une élevation
significative de la fréquence des spermato-
zoides disomiques (24,XX, 24,YY), hyperha-
ploides (24,XY) et diploides est observée
(p>0,0001).

Les taux de spermatozoides aneuploides sont
plus élevés chez le sujet 46,XY/47 XXY.

CONCLUSION

Ces résultats mettent en évidence une éléva-
tion significative de la fréquence d’aneuploidie
gonosomique dans les noyaux spermatiques de
sujets ayant une anomalie de leur caryotype
constitutionel intéressant les chromosomes
sexuels. Cependant, cette augmentation reste
modérée. Les cellules germinales 47,XXY sont
capables de rentrer en méiose selon un appa-
riemment préférentiel entre chromosomes
homologues et produire des spermatozoides
hyperhaploides 24,XY. Chez le sujet 47, XXY, le
pourcentage conséquent de spermatozoides
haploides (98,4%) renforce l'’hypothése de la
présence d'une lignée germinale euploide
46,XY majoritaire et donc d’'une mosaique ger-
minale 46,XY/47 XXY.

DEPISTAGE DES MICRODELETIONS
DU BRAS LONG DU CHROMOSOME Y
PAR CO-AMPLIFICATION DE MAR-
QUEURS DES REGIONS AZF a, b, ET ¢
ET DU GENE SRY.

H. LEJEUNE, C. DUCROS, I. PLOTTON, C.
BARRET, M. TILL, M. PUGEAT.

Laboratoire de la Clinique Endocrinologique (HL,
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CD, IP, CB, MP}, Hépital de I’Antiquaille,
Laboratoire Central d’Hématologie et de
Cytogénétique (MT), Hopital Edouard Herriot,
Hospices Civils de Lyon, Université Claude
Bernard Lyon I (IP, MT, MP) et INSERM-INRA
U418 (HL, MT), Hépital Debrousse, Lyon.

Depuis la description par Tiepolo et Zuffardi
(1976) de délétions du bras long du chromoso-
me Y chez des hommes azoospermiques, la
constitution de la carte du chromosome Y
(Vollrath et al, 1992 ; Foote et al, 1992) a per-
mis la recherche de microdélétions non détec-
tables a 'analyse cytogénétique. Il a ainsi été
mis en évidence des microdélétions chez 13,5 %
des patients présentant une azoospermie par
trouble de la spermatogéneése (Reijo et al,
1995) puis chez des patients oligospermiques.
Trois zones apparaissent particulierement sou-
mises aux microdélétions : AZFa, AZFb et
AZFc (Vogt et al, 1996). Comme I'ICSI permet
d’obtenir des grossesses dans des cas de micro-
délétion, un dépistage est recommandé en rai-
son de la transmission de pére en fils.

Nous avons développé une procédure de détec-
tion des microdélétions du bras long du chro-
mosome Y en réalisant 'amplification par PCR
des séquences sY84 pour la région AZFa,
sY143 pour la région AZFb et sY254 pour la
région AZFc. Plusieurs contrédles sont réalisés :
chaque séquence d’intérét est co-amplifiée avec
le marqueur sY14 situé dans le géne SRY de
détermination du sexe masculin. Dans chaque
série sont inclus : un “blanc” (sans ADN), un
ADN de femme et un ADN d’homme fertile et
ADN d'un homme 46, XX, SRY+. Chez ce
sujet, les marqueurs sY84, sY143 et sY254
sont absents alors que le marqueur sY14 est
présent. Il présente un tableau d’azoospermie
par trouble de la spermatogéneése. L'étude en
FISH avec la sonde AMELY et I’étude de mar-
queurs étagés du chromosome Y (sY14, sY18,
sY57 et sY65 présents ; sY72, sY84, sY143 et
sY254 absents) montrent que ce patient est
porteur d’'une translocation d’'un fragment du
bras court de chromosome Y sur le bras court
d'un des chromosome X : 46, X, ish
tX;Y)(p23;p11AMEL Y+). Nos conditions de
coamplification en PCR soulignent les micro-
délétions du fait de 'augmentation de I'inten-



sité de la bande sY14:SRY, en cas de microdé-
létion.

Chez 166 patients présentant un trouble de la
spermatogénese la fréquence des microdélé-
tions est de 13,7% (7/51) en cas d’azoospermie ;
2,4% (3/115) en cas d’oligospermie. Les micro-
délétions sont significativement plus fré-
quentes dans les azoospermies (13,7%) que les
oligospermies (2,4%), p=0,01 (test exact de
Fisher). Dans 7 cas la microdélétion touche la
région AZFc : 5 azoospermies, 2 oligospermies
; dans 2 cas, la région AZFb : 1 azoospermie, 1
oligospermie et dans un cas a la fois les régions
AZFb et AZFc : azoospermie. Huit patients sur
10 ont un volume testiculaire inférieur a 15 ml.
La FSH dépasse 3 fois ’écart-type d’'une popu-
lation témoin d’hommes fertiles chez 8 patients
sur 10. Un patient a des antécédents de cryp-
torchidie, 2 patients présentent un varicocele.
Le dépistage des microdélétions du bras long
du chromosome Y par coamplification des
sondes des régions AZF a, b et ¢ et du géne SRY
(sY14) confirme la fréquence des microdélé-
tions observées dans les autres séries d’azoo-
spermie par trouble de la spermatogénése et,
que la fréquence des microdélétions est
moindre dans les oligospermies.

RECHERCHE DE MICRODELETIONS
DU CHROMOSOME Y DANS LES
INFERTILITES MASCULINES

Etude de 102 hommes infertiles et de 38
hommes normospermiques.

SEIFER I. 1-2, AMAT S. 1-2, DELGADO-
VISCOGLIOSI P.1, BOUCHER D. 2,
BIGNON Y-J 1

1 Unité d’oncogénétique INSERM CRI 9502 & EA
2145, Centre J. Perrin, B.P. 392, 63011
Clermont-Ferrand cedex. France.

2 Service de biologie du développement et de la
reproduction (CECOS, FIV) EA 975, Hétel Dieu,
63000 Clermont-Ferrand. France.

RESUME: Pres de 30% des infertilités ont une
origine masculine. Elles apparaissent dans un
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certain nombre de cas de novo et apparemment
idiopathiques. L'objectif de notre travail était
d’évaluer, dans ces situations, la prévalence
des microdélétions de 3 zones AZF a, b, et ¢ du
bras long du chromosome Y par les techniques
de biologie moléculaire. Nous avons exclu de
notre étude toutes les azoo- ou oligozoosper-
mies pouvant avoir une cause héréditaire,
endocrinienne, excrétoire ou présentant une
anomalie cytogénétique constitutionnelle.
Cent deux hommes infertiles avec azoo- ou oli-
gozoospermie diment établie par un spermo-
gramme, ont été étudiés. Parmi eux, 67 cas
étaient idiopathiques, dont 15 avaient des
antécédents d’infections génitales ou des
signes biologiques isolés évocateurs d’obstruc-
tion partielle des voies excrétrices génito-uri-
naires. Nous avons aussi étudié 15 cas avec
varicocele et 20 cas avec cryptorchidie. A par-
tir du sang périphérique de chaque patient,
I'ADN a été extrait puis amplifié par PCR mul-
tiplex avec des marqueurs génomiques STS
des 3 zones AZF du chromosome Y, et les pro-
duits obtenus analysés sur gel d’agarose.
Compte-tenu de la difficulté a affirmer une
absence de signal en biologie moléculaire, nous
avons controlé par PCR multiplex toutes les
suspicions de délétions par coamplification
avec le marqueur SRY. Six microdélétions du
bras long du chromosome Y ont été objectivées
parmi les 102 malades étudiés, concernant
toutes, de facon remarquable, la zone AZFc et
les marqueurs intragéniques au geéne DAZ.
Nous avons de plus un cas de délétion plus
large du bras long du chromosome Y incluant
les 3 zones AZF, qui était en fait objectivable
par 'analyse cytogénétique. Nous n’avons, par
contre, retrouvé aucune délétion d’'un quel-
conque des 11 marqueurs STS testés, parmi la
population témoin des 38 hommes normosper-
miques appariés en age. Tous les cas de micro-
délétions du chromosome Y ont été observés
dans les 67 azoo/oligozoospermies purement
idiopathiques soit une proportion de
8,9%,(6/67), soit 7,4% des hommes azoosper-
miques purement idiopathiques, et 18,2% des
hommes oligozoospermiques extrémes pure-
ment idiopathiques, alors que si on rapporte
nos cas microdélétés a I’ensemble de la popula-
tion des 102 malades étudiés, cette proportion
tombe a 5,9%. La proportion relativement éle-



vée de microdélétions retrouvée dans notre
série de patients idiopathiques souligne la
nécessité d'une sélection rigoureuse des cas
pour éviter des recherches inutiles de microdé-
létions du bras long du chromosome Y.

MICRODELETIONS DU CHROMOSOME
Y ET STERILITE

B. PETERLIN, T. KUNEJ, B. ZORN,
J. GREGORIC, M. DEBEVEC.

1 Service de génétique et
2 service d’aide médicale a la reproduction
Clinique gynécologique universitaire de Ljubljana
SLOVENIE

Introduction : C'est principalement sur le
bras long du chromosome Y que se trouvent les
génes nécessaires a la spermatogenése. Le
locus de la spermatogenése en particulier est
situé dans la partie euchromatique du bras
long du chromosome Y, localisé en YqI 1.23 a
lintervalle 6 de la carte de délétion selon
Vergnaud. Les travaux de Vogt ont permis de
dénombrer 3 loci différents dénommés AZFa,
AZFb et AZFc avec des phénotypes cliniques
respectifs. Nous avons étudié chez des hommes
infertiles par des techniques tant cytogéné-
tiques que de génétique moléculaire les -ano-
malies moléculaires du chromosome Y.

Patients et méthodes : Notre étude concerne
204 hommes consultant ou se faisant traiter
dans le service d’aide médicale a la reproduc-
tion de la clinique universitaire. Ce groupe
était constitué de 85 azoospermes pour les-
quels ont été effectuées 57 biopsies, a visée
tant diagnostique révélant 28 syndromes de
Sertoli cell only (SCOS), 12 arréts de la matu-
ration, 15 hypospermatogenéses (dont 2 avec
arrét de la maturation) et 2 spermatogenéses
anormales, que thérapeutique a la recherche
de spermatozoides en vue d’ICSI secondaire-
ment programmée, 84 patients avec oligoas-
thénotératozoospermie (OAT) et 35 normozoo-
spermes. Tous ont été examinés, certains ont
fait 'objet d'un dosage hormonal, en particu-
lier FSH et inhibine-B. Les analyses cytogéné-
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tiques ont été réalisées sur des préparations de
cultures de lymphocytes de sang périphérique
en étudiant les structures en bandes R, G et C.
Les patients avec caryotype 46, XXY ont été
exclus. Pour 'analyse de génétique moléculai-
re, a la recherche de délétions de Yq, on a utili-
sé la technique de PCR en amplifiant les sites
a partir de TADN génomique d’un préléevement
sanguin. Dix PCR-multiplex et 3 paires
d’amorces simples spécifiques ont été utilisés
pour la détection de la présence ou 'absence de
4 geénes déja identifiés : RBM 1, RBM2, DAZ,
SPGY et de 34 loci STS.

Résultats et discussion : Nous avons retrou-
vé des délétions du chromosome Y chez 9
patients (4,4%). D’autres ont rapporté une fré-
quence de délétions variant entre 3 et 30%
selon les critéres de sélection des patients.
Sept d’entre eux étaient azoospermes. Les
deux premiers avaient un caryotype
46,X,del(Y)(ql 1) avec pour I'un des délétions
des régions AZFa, b, et ¢ et pour 'autre des
délétions des régions b et c. Les deux patients
suivants avaient un caryotype 46,XX et les
deux avaient des délétions des régions a. b et c.
Chez ces 4 patients (2%), les délétions avaient
été révélées par les deux méthodes. Pour les
trois autres patients azoospermes, nous avons
retrouvé une délétion de la région AZFa , une
autre de la région AZFe chez deux patients
avec caryotype 46,XY et une délétion de la
région AZFc chez un patient avec mosaique
46,XY/47, XXY. Les 2 patients restants avaient
une OAT de degré sévere, nous avons mis en
évidence une délétion de la région AZFc. 5
délétions (2,4%) n’ont pu étre identifiées que
par les techniques de génétique moléculaire.
Chez les patients porteurs d’au moins deux
délétions et chez un patient avec une délétion
AZFa, la biopsie testiculaire a montré des
lésions de SCOS, tandis que les délétions de la
région AZFc étaient associées a des lésions
d’hypospermatogenése.

Conclusions : Nos résultats soulignent 1'im-
portance de I'analyse cytogénétique et de géné-
tique moléculaire dans 'évaluation des hommes
stériles. Les patients chez lesquels des délétions
ont été mises en évidence devraient faire l'objet
d’'une analyse attentive a la recherche de corré-
lations génotype-phénotype.



ANALYSE CYTOGENETIQUE ET
MOLECULAIRE DE L'INFERTILITE
MASCULINE

(a propos de 20 cas )

A. AMOURI*, K. McELREAVEY**,
H. ELGHEZAL*, H. SENNANA SENDI*,
N. BOUAYED ABDELMOULA*,
M. FELLOUS**, A. SAAD*

* Laboratoire de Cytogénétique et de Biologie de la
Reproduction CHU. F. RACHED - SOUSSE —
TUNISIE
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Environ 10 % des couples ont des difficultés a
procréer et consultent pour infertilité.

Dans pres de la moitié des cas, linfertilité
concerne le partenaire masculin qui présente
une anomalie qualitative et/ou quantitative de
la spermatogenése. Chez approximativement
le tiers a la moitié de tous ces cas, aucune
cause d’infertilité n’est retrouvée, et ces indivi-
dus sont classés comme ayant une infertilité
idiopathique.

Des études récentes ont suggéré une grande
prévalence des microdélétions du chromosome
Y chez les hommes ayant un probléme de la
spermatogeneése. L’analyse moléculaire du
chromosome Y recherche les microdélétions du
chromosome Y, non détectables par les
méthodes classiques de la cytogénétique. Cette
recherche se fait a I'aide de la technique PCR
qui permet d’analyser finement le bras long du
chromosome Y.

Nous avons essayé d’évaluer la fréquence de
ces microdélétions chez 20 patients tunisiens
ayant une infertilité idiopathique (11 azoosper-
miques,7 oligoasthénozospermiques extrémes
et 2 oligozoospermiques séveres proposés pour
ICSI).

Aucune délétion cytogénétiquement identi-
fiable n’a été retrouvée chez ces patients.

Nous avons utilisé la technique de PCR avec
une dizaine de couples d’amorces spécifiques
des régions AZFa, AZFb, et AZFc, localisées
sur le bras long du chromosome Y et connues
portant des génes codant pour des facteurs

nécessaires a la spermatogeneése. 1 seul patient
(5% des cas) s’est révélé portant une microdé-
létions dans la région AZFc (testée avec le STS
SY 254, locus de DAZ).

La fréquence des délétions dans la région AZFc
varie considérablement d’une étude a l'autre
(de 1 a plus de 35%). Parmi les raisons évo-
quées, l'absence de méthodes standardisées
dans le “ scareening ” de ces microdélétions et
Iexistence probable de différences d’haplo-
types du chromosome Y selon la population
étudiée.

Quoi qu’il en soit, dans I’aire actuelle de I'ICSI,
qui est proposée pour les hommes infertiles
avec une azoo ou une oligozoospermie, la
découverte de telles microdélétions a un
impact important puisque cette forme d’inferti-
lité masculine est potentiellement héréditaire.
L’analyse moléculaire et le conseil génétique,
ont alors pour intérét d’évaluer le risque de
transmission de ’'anomalie du pére au fils.

RECHERCHE DE MICRODELETIONS
DU CHROMOSOME Y CHEZ 260
PATIENTS CONSULTANT POUR

INFECONDITE.

L. BUJAN1, F. ENTEZAMI1, M. DAUDIN1,
P. DEMAS1,2, G. BOURROUILLOUL,2,
F. PONTONNIER1, R. MIEUSSET1.

1 Centre de Stérilité Masculine, CECOS Midi-
Pyrénées, CHU La Grave, et 1,2 Service de
Génétique Médicale CHU Purpan, Toulouse.
Email: bujan@cict.fr

INTRODUCTION

L'existence de macrodélétions du chromosome
Y chez des patients azoospermes a permis a
Tiepolo et Zuffardi, en 1976, d’évoquer une
zone impliquée dans l'azoospermie : AZF. Ces
derniéres années la mise au point de mar-
queurs génomiques pour le chromosome Y a
permis de mettre en évidence des microdélé-
tions au niveau du bras long du chromosome Y
et d’évoquer la présence de zones AZFa, AZFb,
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AZFc. Cependant dans certaines études les
caractéristiques cliniques et biologiques des
patients porteurs de microdélétions sont
incompletement rapportées. Notre étude a
pour objectif la recherche de microdélétions
chez un grand nombre de patients et de rap-
porter les tableaux cliniques et biologiques des
patients porteurs de microdélétions.

MATERIELS ET METHODES.

260 patients consultant au Centre de Stérilité
Masculine sont répartis en plusieurs groupes
en fonction des résultats des examens cli-
niques et paracliniques : azoospermie excrétoi-
re (n = 22) sécrétoire (n = 49) non identifiée (n
= 9), oligospermie sévéere (n = 95), oligospermie
sévere excrétoire (n = 5), oligospermie modérée
(n = 37), asthénospermie sévere isolée (n = 6)
ou immunologique (n 2), tératospermie
majeure isolée (n = 4), anéjaculation (n = 2),
tumeur testiculaire (n = 1), normosperme (n =
24), et témoin (n = 4). Lors d’'une prise de sang
pour caryotype ou bilan hormonal ou infec-
tieux, un prélevement est réalisé pour
recherche des microdélétions du chromosome
Y. Le caryotype a été réalisé chez 167 patients.
Apres extraction d’ADN l'amplification en
chaine par la polymérase (PCR) est réalisée
avec les amorces de 12 marqueurs génomiques
intéressant la zone AZF . Les résultats sont
considérés comme négatifs lorsqu'au moins
trois PCR sont négatives, un témoin positif, un
négatif et un blanc étant inclus dans chaque
série. De plus en cas de résultat négatif une
PCR d’'un marqueur de SRY est effectuée.

RESULTATS

14% des patients présentant une azoospermie
sécrétoire et 2% des patients oligospermes
séveres ont une PCR négative pour certains
des marqueurs génomiques étudiés. Parmi les
patients azoospermes sécrétoires il faut noter 2
patients 46,XX. De plus un patient présentant
une oligospermie sévere excrétoire a une
microdélétion.

Une anomalie du caryotype est retrouvée chez
21 azoospermes sécrétoires et 6 oligopermes
séveres. De plus un caryotype anormal est
retrouvé chez un patient porteur d’'une asthé-
nospermie isolée et chez un autre ayant une
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tératospermie isolée. Les caractéristiques cli-
niques et biologiques de ces patients seront
rapportées.

DISCUSSION.

L’étude du caryotype et des microdélétions du
chromosome Y est informative chez les
patients présentant une azoospermie ou une
oligospermie sévere. Tous les patients, excepté
un, présentant une microdélétion de I'Y ont
une hypotrophie testiculaire traduisant l'at-
teinte testiculaire. Si 1’association avec
d’autres facteurs de risque d’infertilité doit
encore étre discutée, ces examens doivent faire
partie du bilan andrologique de ’azoospermie
sécrétoire et de l'oligospermie sévere, le
patient devant é&tre informé et conseillé.

HYBRIDATION IN SITU TRIPLE COU-

LEUR SUR FILTRE : TECHNIQUE ET

ETUDE DE 5 PATIENTS OLIGOSPER-
MIQUES SEVERES

C. LE BOURHIS, J.P. SIFFROI,
L.LBERTHAUT, J.P.DADOUNE

Service de Biologie de la Reproduction, Histologie
et Cytogénétique Hopital TENON, 4 rue de la
Chine, 75020 Paris

Afin d’étudier, par fluorescence in situ, le taux
d’aneuploidie dans les spermatozoides des
hommes oligospermiques séveres (< 1 million
de spermatozoides par ml), nous avons mis au
point une technique d’hybridation in situ sur
filtre de type Millipore. Toute les étapes de la
technique sont réalisées sur le filtre. Apres
décondensation des tétes de spermatozoides
par le dithiotréitol, TADN est dénaturé par une
solution de formamide. Une triple hybridation
in situ est alors réalisée grice a des sondes
centromériques des chromosomes X, Y et 18.

Cette technique a été testée chez 3 patients
normospermiques pour lesquels nous avons
effectué 5 dilutions (1 million, 800 000, 600
000, 400 000 et 200 000 spermatozoides par



ml) et comparé les différents taux d’aneuploi-
die pour les chromosomes X, Y et 18. Le taux
d’aneuploidie observé est identique, quelle que
soit la dilution et n’est pas significativement
différent de celui trouvé dans un groupe
contrdle de 11 hommes normospermiques étu-
dié en technique standard (1,25% versus 1,3
dans le groupe contréle : p<0,01). Le bruit de
fond n’est pas augmenté par la présence du
filtre.

Cette technique a permis ’étude de 5 hommes
oligospermiques séveéres. Chez 4 de ces
hommes, le pourcentage d’aneuploidie total est
tres élevé comparé a notre groupe controle, et
d’autant plus élevé que la concentration en
spermatozoides est faible.

Patients Spz / ml % total
d’aneuploldie
P1 800 000 14,9
P2 500 000 17
P3 1 million 8
P4 250 000 14,1
P5 900 000 2,4

Ainsi en dépit du nombre souvent tres réduit
de spermatozoides chez les patients oligosper-
miques séveres, cette technique d’hybridation
in situ sur filtre permet d’évaluer de maniére
fiable le taux d’aneuploidie dans les spermato-
zoides.

BILAN DES EXAMENS CHROMOSO-
MIQUES DE 277 COUPLES CANDIDATS
A LINJECTION INTRA-CYTOPLAS-
MIQUE DE SPERMATOZOIDES

D.HOCQUET, C.ROUX,
M.A.COLLONGE-RAME, J.L.BRESSON.

Service de cytogénétique, immunocytologie, biologie
du développement et de la reproduction, Hopital
Saint-Jacques,

25030 BESANCON CEDEX.

L’association entre les perturbations du sper-
mogramme et les anomalies du caryotype est
démontrée depuis de nombreuses années, avec
pour l'essentiel des anomalies numériques
gonosomiques en cas d’azoospermie et des ano-
malies morphologiques autosomiques en cas
d’oligospermie. La pratique de I'ICSI a proba-
blement accru le nombre de bilans cytogéné-
tiques faits pour ces indications, notamment
en les élargissant aux conjointes. Ce travail
présente les résultats des caryotypes, réalisés
entre janvier 1996 et juillet 1998, chez 277
couples candidats & I'ICSI dans notre centre
(dont 10,3% d’azoospermies, et 21,7% d’oligo-
spermies séveres).

7 anomalies ont été retrouvées ; elles concer-
nent 2 hommes (2/272, 0,7%) et 5 femmes
(5/266, 1,9%).

Porteur Caryotype Indication
d’ICSI

Translocations

homme 45, XY t(14;21) Tératospermie
(q10;q10)

femme 46, XX t(5;16) Asthénospermie
(q12;q121)

femme 46, XX t(2;17) Oligo-asthéno-
(q111;q111) tératospermie

femme 45, XX der Asthénospermie

(13;14) (q10;q10)

Inversions

femme 46, XX inv (1)  Oligo-asthéno-
(p34.3;432.3)  tératospermie

Mosaiques gonosomiques

47, XXY/46,
XY 63:27

homme Oligo-asthénosper

mie

Marqueurs supplémentaires

46, XX/47, XX  Oligo-asthénosper
+m 6:10 mie

femme
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10 fois, une mitose présentant une aneuploidie
a été observée (constatation notée compte-tenu
de I'indication). 6 fois elle concerne le caryoty-
pe de 'homme (6/272, 2,2%, 5 XXY et 1 XYY),
et 4 fois celui de la femme (4/266, 1,5%).

En conclusion, l'incidence des anomalies dans
cette population de couples inféconds est plus
élevée que dans la population générale mais
curieusement touche particulierement les
femmes. Ceci peut étre expliqué par le fait que
les hommes porteurs d’anomalies gonoso-
miques échappent au recrutement de 'ICSIL
Le taux global de translocation chez les
conjointes (3/266, 1,1%) est =~ 4,5 fois plus élevé
que dans la population générale. Ces résultats,
qui rejoignent les données récentes, confirment
I'intérét de la pratique systématique du caryo-
type chez les deux membres du couple candidat
a I'ICSI. Ils sont a prendre en considération
pour la poursuite des tentatives, mais égale-
ment pour l'interprétation des études actuelles
sur les caryotypes des enfants de I'ICSI.

ENDROCRINOLOGIE

REGULATION DE L’EXPRESSION DU
GENE DU CYTOCHROME P450 AROMA-
TASE DANS LES CELLULES DE LEYDIG

DU RAT MATURE.

C.GENISSEL et S.CARREAU.

Laboratoire de Biochimie, Université, LR.B.A.,
Esplanade de la Paix, 14032 Caen Cedex.

Chez les maminiferes, un role majeur est joué
par les gonadotrophines et la testostérone dans
le développement du testicule, 1a mise en place
et le maintien de la spermatogenése. Outre ces
modulateurs, les estrogénes seraient aussi
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concernés; la capacité de la gonade male a
convertir les androgénes en hormones femelles
est d’ailleurs bien établie. Cette réaction est
catalysée par 'aromatase constituée d'un cyto-
chrome P450 spécifique (P450 arom, produit
du géne CYP 19) et d’une flavoprotéine ubiqui-
taire, la NADPH cytochrome P450 réductase.
Chez le rat, l'activité aromatase dépend de
I'age: elle est sertolienne et stimulable par la
FSH chez I'immature tandis qu’elle est leydi-
gienne et stimulable par la LH chez I’adulte.
De plus, nous avons démontré, chez I'animal
mature, que les cellules germinales représen-
tent une source importante d’estrogénes
(Levallet et al., Biol. Reprod., 58, 919,1998).
Cependant, la régulation de l'expression du
géne du P450 arom a été peu étudiée dans le
testicule. Ces données nous ont donc conduits
a analyser in vitro , en parallele avec lactivité
enzymatique, la régulation de l'expression du
géne de 'aromatase (ARNm) dans les cellules
de Leydig de rats adultes soumises a différents
traitements.

Les cellules de Leydig sont purifiées sur gra-
dients discontinus de Percoll puis incubées
pendant 24 heures en présence ou non de tes-
tostérone (50; 100; 200 ng/ml) et/ou de oLH
(0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50 ng/ml) ou de dbcAMP
(ImM). Apres incubation, le surnageant est
prélevé afin de doser l'estradiol par RIA et
IPARN est extrait a partir du culot cellulaire.
Pour doser TARNm du P450 arom, nous avons
utilisé une méthode de RT-PCR quantitative
compétitive basée sur la compétition entre le
messager du P450 arom avec un ARN stan-
dard construit par délétion du fragment natif

et reconnu par les mémes amorces spécifiques
(Levallet et al., C.R. Acad. Sci., 320, 123, 1997).

Pour une concentration de 200 ng/ml de testo-
stérone (correspondant a une production maxi-
male d’estradiol), la quantité de messager du
P450 arom est augmentée de 20% par rapport
au contréle. En ce qui concerne la oLH, la
quantité d’ARNm est maximale pour une dose
de 5 ng/ml (+ 45%). Pour des doses plus faibles
de testostérone (50 et 100 ng/ml) ou de oLH
(0,1; 0,5 et 1 ng/ml), une diminution significa-
tive de la quantité ’ARNm du P450arom est
observée. L’addition de testostérone (200



ng/ml) a de faibles concentrations de oLH
rameéne le taux d’ARNni 4 une valeur équiva-
lente a celle du contrdle. Si de fortes concen-
trations de oLH (50 ng/ml) sont utilisées en
présence de 200 ng/ml de testostérone, la pro-
duction d’estradiol est faible alors qu’'une aug-
mentation de la quantité ARNm du P450
arom (2 fois) est constatée. Ces données
démontrent pour la premiére fois dans les cel-
lules de Leydig purifiées a partir de testicules
de rats adultes que le taux ’ARNm du P450
arom est régulé de facon dose dépendante par
les androgénes et la oLH (ou le dbcAMP). On
peut donc proposer que des sites régulateurs
de transcription tels que SFI et CRE, et/ou une
modification de la stabilité des ARNm inter-
viennent dans la régulation de la quantité
d’ARNm du P450 arom et par conséquent dans
l'activité aromatase leydigiennes.

GYNECOMASTIE, HYPOGONADISME ET
STERILITE : PRESENTATION INHABI-
TUELLE D’UN DEFICIT EN 17,20-LYASE
CHEZ UN ADULTE JEUNE HOMOZYGO-
TE POUR UNE MUTATION DU GENE
CYP17.

M. G. FOREST1, A. LAUBER-BIASON2, M.-
P. MONNERET1 ET P. D’PANELLAS.

1INSERM U.329, Hépital Debrousse, 69322 Lyon
Cedex 05, France, 2Department of Pediatrics,
Division of Clinical Biochemistry Universitdts-
Kinderspital, Zurich, Switzerland, et
3Endocrinologie, Diabéte, Nutrition, Héopital
Régional d’Avignon, France.

Les hormones stéroides sont synthétisées a
partir du cholestérol dans la surrénale et les
gonades grace a 'activité d’'une série de com-
plexes enzymatiques, dont le cytochrome
P450c17. Celui-ci joue un réle clé dans l'orien-
tation de la biosynthése stéroidienne, car il
posseéde deux activités enzymatiques dis-
tinctes, 170-hydroxylase d'une part et 17,20-
lyase (ou desmolase) d’autre part. Cette der-

niére en coupant la chaine latérale en C17
transforme les stéroides en C21 en stéroides en
C19 et donc dérive la biosynthése du cortisol
vers celle des androgénes. Le cytochrome
P450c17 est codé par le géne CYP17 localisé
sur le chromosome 10q24-25. Bien qu’un seul
géne code pour les deux activités enzyma-
tiques, des tableaux clinico-biologiques bien
distincts ont été décrits. Le déficit «isolé» en
17,20-lyase a jusqu’ici été rapporté chez des
sujets génétiquement masculins présentant
une ambiguité sexuelle, de sévérité variable.
Nous présentons ici une nouveau cas de déficit
en 17,20-lyase de présentation clinique parti-
culiere. Chez un couple consultant pour stérili-
té lattention a été attirée par la gynécomastie
que présentait le patient alors 4gé de 23 ans.
Dans les antécédents on note une ectopie testi-
culaire opérée a 10 ans, une vie sexuelle et une
libido apparemment normales. A 'examen, on
note une macroskélie, un hypogonadisme rela-
tif (P4/5 horizontale, pilosité faciale peu déve-
loppée), des testicules de petite taille (3 et 3,5
cm de diameétre), mais une verge de taille nor-
male. Le bilan hormonal - montrant des taux
de base bas de testostérone (T) (1,6 a 2,5
ng/ml), normaux d’cestradiol (40 pg/ml),
contrastant avec des taux élevés de progesté-
rone (4,5 ng/ml), de 170-hydroxyprogestérone
(OHP) (6,4 a 8,9 ng/ml), de prégnénolone (3,8
ng/ml), de 170-hydroxyprégnénolone (6,7 a 7
ng/ml), et des taux bas pour ’'dge de A4-andros-
ténedione (0,4 a 0,6 ng/ml), de déhydroépian-
drostérone (DHA) (1,3 ng/ml), et de son sulfate
(DHAS) (1475 ng/ml), un taux élevé d’ACTH
(97 pg/ml) - évoque bien un déficit en 17,20-
lyase. Sous ACTH, pas de modification notable
des taux de progestérone etd’OHP, élévation
modeste de A4-androsténedione (de 0,7 a 1
ng/ml), de DHA (de 1,3 a 2,3 ng/ml) et de 17a-
hydroxyprégnénolone (de 7 a 11 ng/ml).
L'origine mixte surrénale et gonadique est
attestée par les tests de freination. Sous dexa-
méthasone, on note l'effondrement des taux
d’OHP (de 12 4 1,4 ng/ml), de DHAS (de 1037 a
185 ng/ml), et de cortisol (de 97 a ~0 ng/ml)
alors que ceux de progestérone restent élevés
(de 8,9 a 4,4 ng/ml). Lors du test de freination
de l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique
par un analogue du GnRH, on observe une
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baisse significative des taux de progestérone
(de 8,8 a 2,2 ng/ml), OHP (de 104 a 0,5
ng/ml), de A4-androsténedione (de 0,7 a 0,3
ng/ml), de T (de 3,3 4 0,1 ng/ml) ainsi que de LH
(de 34 a 1,8 MUI/ml) alors que les taux de 170-
hydroxyprégnénolone, de DHA, de DHAS et de
cortisol ne sont pas sensiblement modifiés.
L'exploration de la lignée des 17-désoxycorti-
coides montre que le déficit enzymatique est
sans doute mixte (17o-hydroxylase/17,20-lyase)
car les taux basaux de corticostérone (81,3
ng/ml) et de DOC (10,2 ng/ml) sont élevés.
L’étude moléculaire montre que le patient est
homozygote pour une mutation (R35L) dans
l'exon 1 du géne CYPI7. Les parents consan-
guins et les 4 fréres et sceurs sont tous hétéro-
zygotes pour la méme mutation. L'étude in
vitro (expression dans cellules COS) montre
que la protéine mutée présente une double acti-
vité résiduelle de 38+1.5 % pour la 170-
hydroxylase et de 33+2,3 % pour la 17,20-lyase.

En conclusion :

1). Nous rapportons pour la premiere fois
l'existence d’un déficit (partiel) en 17,20-lyase
chez un sujet génétiquement masculin ne pré-
sentant pas d’ambiguité sexuelle, mais un
hypogonadisme et une stérilité associées a une
gynécomastie, soit une symptomatologie évo-
quant une forme incomplete d’insensibilité aux
androgenes, dont c’est apparemment un dia-
gnostic différentiel a prendre en considération.

2). L'étude hormonale détaillée suggere que le
déficit porte en fait sur les deux activités enzy-
matiques du P450¢17 (17ca-hydroxylase et
17,20-lyase).

3). La biologie moléculaire, et I'étude in vitro
de la protéine mutée confirment I'atteinte par-
tielle des deux activités enzymatiques

REGULATION DU RECEPTEUR A FSH
ET DE D’ACTIVITE AROMATASE PAR LE
TNFo DANS LA CELLULE DE SERTOLI

PORCINE.

M KADEM, M BENAHMED, R GRATAROLI
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Dans la cellule de Sertoli, la FSH stimule I'ac-
tivité P450-aromatase qui convertit la testosté-
rone en 17 B-oestradiol. Cet effet est inhibé par
le TNFo dont I'une des voies de transduction
actuellement bien étudiée est celle de ’hydro-
lyse de la sphingomyéline membranaire par la
sphingomyélinase neutre.

Le but de cette étude est d’évaluer plus spécifi-
quement le rdole de cette voie dans l'action
antagoniste du TNFa sur cet effet physiolo-

gique.

Pour cela nous avons examiné ’action de diffé-
rentes molécules issues ou impliquées dans
I’hydrolyse de la sphingomyéline membranaire
(sphingomyélinase neutre, ceramide, sphingo-
sine , N,Ndimethylsphingosine, sphingosine- 1
-phosphate) sur la fixation de la FSH sur son
récepteur (technique du -binding) ainsi que sur
lactivité P450-aromatase dans la cellule de
Sertoli (mesure du 17B-oestradiol par dosage
radioimmunologique).

RESULTATS

1 -Effet du TNFa sur le turn over de la sphin-

gomyéline membranaire marquée avec de la
14Csérine dans la cellule de Sertoli.

En présence de TNFo, 25% du pool de sphin-
gomyéline marquée sont dégradés apreés 15
minutes d’incubation, puis le pool revient pro-
gressivement a son état basal a 60 minutes.

2-Nos résultats concernant 'étude de la régu-
lation du récepteur de la FSH par le TNFa
montrent que cette cytokine (10 ng/ml) induit
une diminution maximum de 50% de la fixa-
tion de 125 I-FSH a son récepteur & partir de
24h.

Les céramides (C2 et C6, 0,5 a4 15RM), la
sphingosine et la sphingosine-1—phosphate (1
a 15gM) sont sans effet, dans nos conditions
expérimentales, sur la fixation de la FSH sur
son récepteur.

Par contre la sphingomyélinase neutre (0,3
wml) et la N,N-diméthylsphingosine (8gM)
diminuent la fixation de la FSH sur son récep-
teur de 30% et de 60% respectivement.



3-Apres 48h de traitement par la FSH (0,1 a 2
ug) l'activité P450-aromatase augmente d’un
facteur 2 a 3. A demie dose efficace de FSH
(0,25 pg/ml), le TNFo. (10ng/inl) induit une
inhibition de cette activité de 38%.

Dans les mémes conditions expérimentales, la
sphingomyélinase (0,2 a 0,5 u/ml) et la
N,Ndiméthylsphingosine (8uM) induisent une
inhibition de cette activité de ’ordre de 30%.

CONCLUSION

Nos résultats montrent que la sphingomyéli-
nase et la N,N-diméthylsphingosine, comme le
TNFu,exercent un effet antagoniste sur la fixa-
tion de la FSH sur son récepteur et sur l'acti-
vité P450-aromatase en présence de FSH.

Afin de mieux comprendre ce mécanisme,
actuellement nos travaux s’orientent vers
Iétude de I'expression des ARN messagers du
récepteur de la FSH et de ’'aromatase dans les
mémes conditions expérimentales.

PSEUDO-HERMAPHRODISME MASCU-
LIN AVEC ABSENCE DE REGRESSION
MULLERIENNE ET MICROTESTIS.

ANALYSE IMMUNOCYTOCHIMIQUE DE
L’EXPRESSION DE I’ABP ET DE
L’HSHBG

GERARD A., GERARD H., LEHEUP B.

EA 2401 Génétique et Interactions cellulaires en

Reproduction, Faculté de Médecine et service de

médecine Infantile III et de Génétique Clinique,
Hbpital d’Enfants, Vandoeuvre les.Nancy

Les pseudohermaphrodismes masculins sont le
plus souvent secondaires a des anomalies hor-

monales soit au niveau de la biosynthese des
androgénes soit au niveau de la récéptivité
périphérique tissulaire.Les tableaux de dysgé-
nésie testiculaire commencent a étre mieux
compris au plan moléculaire. Cependant la
plupart des descriptions morphologiques des
dysgénésies testiculaires sont incomplétes
dans les publications «moléculaires» les plus
récentes. Nous rapportons 'observation dune
jeune fille née en 1982 et évaluée a la consul-
tation de génétique des anomalies génitales
pour un développement pubertaire dysharmo-
nieux en 1996. Elle présente un développe-
ment complet féminin de la pilosité pubienne
avec absence du développement mammaire et
une aménorrhée primaire. Le bilan endocrino-
logique (octobre 1996) met en évidence une tes-
tostéronémie plasmatique de 1,04 ng/ml, un
taux de FSH élevé a 62 UIA, un taux de LH
moins élevé a 17 Ul/1. Le taux d’oestradiol est
faible a 12 pg/ml. Le caryotype est 46 XY, la
recherche de la séquence SRY par technique
FISH rejette I'hypothése d’'une microdéletion
chromosomique (Pr Jonveaux, Laboratoire de
Génétique du CHU de Nancy). Le bilan mor-
phologique coelioscopique démontre la présen-
ce de structures salpyngées et utérines nor-
males impubeéres. La cavité vaginale est de
taille normale pour 1’état hormonal. Les
gonades mesurent 5 et 7 mm, elles sont locali-
sées en situation parasalpyngée. Leur exérese
est pratiquée. L'analyse cytogénétique de ces
éléments est identique a la constitution lym-
phocytaire, 46, XY. L'aspect histologique est
caractérisé par la présence de cordons sperma-
tiques fins sans lumiére et constitués de cel-
lules de Sertoli seulement, d’aspect peu diffé-
rencié. 80% de ces cellules présentent des aty-
pies nucléaires. Le cytoplasme des cellules de
Leydig est de grande taille sans inclusion lipi-
dique. Les coupes ont été analysées aprés mar-
quage avec des anticorps anti mABP, anti
hSHBG. antitransferrine, antivimentine et

Anticorps Interstitium Tubes

mABP +++Leydig et stroma absence de marquage ou faible
hSHBG +++ absence de marquage
Transférine %) %]

Vimentine + + +++ (Sertoli)
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anti tyrosine tubuline. Les résultats sont résu-
més sur le tableau joint.

Le profil d’expression des cellules de Sertoli
n’est pas le profil habituellement observé avec
absence de marquage par les anticorps anti
mABP et hSHBG. Le profil d’expression de la
composante interstitielle est également anor-
mal, avec expression protéique de mABP et de
hSHBG habituellement non observé dans ce
compartiment.

L'ensemble de ces données suggére une dyspla-
sie d’induction primaire a la fois de la compo-
sante sertolienne et leydigienne. La dysgénésie
sertolienne, marquée cliniquement par I'ab-
sence d’AMH et ’'absence de rétrocontrdle par
I'inhibine B de la FSH, est démontrée par le
profil d’expression anormal d’ABP. Les don-
nées moléculaires sont en cours d’évaluation
pour évaluer le niveau d’origine de la dysgéné-
sie.

ROLE DES HORMONES
THYROIDIENNES DANS LA REGULA-
TION DE L’EXPRESSION GENIQUE DU
FACTEUR DE CROISSANCE TGF-8 ET
DE SES RECEPTEURS AU NIVEAU DE
LA GONADE MALE.

PALMERO S., BARDI G., FUGASSA E,,
MAUDUIT C*., BENAHMED M.*

Istituto Fisiologia Générale, Universita di Genova -
*INSERM U.407, Lyon-Sud, Oullins

Classiquement, les gonadotrophines LH et
FSH contrdlent de fagon prédominante les
fonctions de la gonade male. Cependant, au
cours de ces derniéres années, les résultats de
nos expériences ont permis de montrer le role
des hormones thyroidiennes dans la régulation
des fonctions testiculaires au niveau des cel-
lules de Sertoli. Néanmoins, si le systéme
endocrinien apparait déterminant dans le
controle de la gonade, de nombreux arguments

suggerent qu’il existe aussi un systéme de
controle local résultant des interactions entre
les différentes populations cellulaires de la
gonade. Ainsi plusieurs familles de molécules
(facteurs nutritionnels, facteurs de croissance
et cytokines) produites localement et impli-
quées dans la régulation intragonadique, ont
été mises en évidence. Afin de mieux connaitre
les mécanismes cellulaires et moléculaires par
lesquels les hormones thyroidiennes régulent
les fonctions testiculaires, nous avons étudié
les effets de I’hypothyroidisme sur ’expression
génique du facteur de croissance TGF-8 et de
ses récepteurs dans le testicule de rat, pendant
le développement.

Les résultats obtenus par la technique de
RT-PCR indiquent une influence significative
de I’état thyroidien sur 'ontogénie du systéme
TGF- dans la gonade male. Ainsi I'hypothy-
roidisme transitoire précoce affecte l'expres-
sion temporelle des différentes isoformes du
ligands (TGFB1, TGF-B2, TGF-3) et de ses
récepteurs (TGF-B RI, RII, RIII) au niveau des
cellules somatiques testiculaires. De plus les
résultats obtenus montrent une augmentation
significative de I'expression du TGF-f et de ses
récepteurs en méme temps que le rétablisse-
ment de la fonction thyroidienne. Ces observa-
tions suggerent que l'induction de 'expression
du facteur de croissance pourrait résulter de
laction stimulatrice des hormones thyroi-
diennes. Cependant, il faut noter que I’hypo-
thyroidisme transitoire précoce prolonge la
prolifération des cellules de Sertoli et donne
lieu a un hypergonadisme significatif chez le
rat adulte, ainsi une population de cellules de
Sertoli plus nombreuses pourrait expliquer
une augmentation de la production de TGF-.
Nous avons ensuite essayé de mettre en évi-
dence l'existence d'une action directe de la
triiodothyronine sur I'expression du TGF-B au
niveau des cellules de Sertoli de rat en culture
primaire. Lorsque les cellules de Sertoli sont
cultivées pendant 24 heures, en présence de
doses physiologiques de triiodothyronine, I’ex-
pression du TGFB et de ses récepteurs aug-
mente de fagon significative.

En conclusion, en analysant I'ensemble de ces
observations in vitro et in vivo, nous proposons
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Phypothése de l'existence d’une action directe
de la triiodothyronine sur ’expression génique
du facteur de croissance TGF-83 et de ses récep-
teurs au niveau des cellules de Sertoli. Etant
donnée I’action inhibitrice du TGF-8, ce contro-
le local pourrait amplifier les effets antiprolifé-
ratifs des hormones thyroidiennes au niveau
des cellules de Sertoli.

L’ INHIBINE B PLASMATIQUE CHEZ
LES BLESSES RADICULO-MEDUL-
LAIRES DE I’HOPITAL DE REEDUCA-
TION ET DE READAPTATION FONC-
TIONNELLE D’HENRY GABRIELLE

B.MATHIAN*, A PALLANT*, G. PILONCHE-
RY*, K. CHARVIER**, M.C. PATRICOT*.

*Laboratoire d’Hormonologie, Service de
Biochimie, Bat. 3B, Centre Hospitalier Lyon-Sud
69495 Pierre-Bénite
** Hopital de rééducation et de réadaptation fonc-
tionnelle Henry Gabrielle, route de Vourles, 69230
Saint Genis Laval.

Les lésions neurologiques constatées sur les
blessés radiculo-médullaires entrainent une
diminution du sperme et méme une absence
d’éjaculation. L'origine et le pronostic de ces
troubles est encore peu connue. Les biopsies
testiculaires ont permis de mettre en évidence
que l'atteinte médullaire est souvent associée a
I'altération du tissu testiculaire et & une alté-
ration des cellules de la lignée germinale. Les
études réalisées sur les dosages hormonaux
plasmatiques classiques se sont montrées par
contre peu concluantes. Notre travail a pour
but d’essayer de sélectionner quelques para-
metres nous permettant d’orienter le clinicien.

Des dosages plasmatiques d’inhibine B
(Serotec), FSH, testostérone totale et libre,
SHBG ont été pratiqués chez 16 malades pré-
sentant une absence totale de sperme. Les
résultats ont été comparés a ceux de 7 témoins
du méme age (test de Student p = 0.2623)
sélectionnés parmi le personnel du laboratoire.

Nos résultats montrent une différence signifi-
cative entre les deux populations pour I'inhibi-
ne B (test de Student p = 0,0010), la testosté-
rone totale (test de Student p = 0.0188) et la
testostérone libre (test de Student p = 0,0137).
Les valeurs de FSH si elles sont plus hautes
chez les malades que chez les témoins, ne le
sont pas de maniére significative.

Les différences observées sur les valeurs de
testostérone nous semblent en relation avec la
position et I’'activité des sujets entrainant une
diminution de sécrétion de la testostérone par
rapport a des sujets sains et actifs. La diffé-
rence d’age entre les deux populations n’étant
pas significative ne peut expliquer la variation
de la testostérone...

La forte diminution de l'inhibine B est vrai-
semblablement en rapport avec une atteinte
testiculaire chez ces patients, la FSH n’est pas
modifiée, I'inhibine B serait donc un bon indi-
cateur de la fonction testiculaire et de la sper-
matogeneése et dans cette pathologie particulie-
re, son dosage doit pouvoir donner rapidement
une réponse sur I'état du patient.

UTILITE DU TEST DE STIMULATION A
LA LHRH DANS L’EVALUATION DES
VARICOCELES SUBCLINIQUES.

A. MAILLETTE, M. THABET

Pavillon St-Frangois d’Assise (CHUQ), Québec,
Canada.

La présence de varicocéle clinique est une
cause fréquente d’altérations de la spermato-
genése. Le test de stimulation a la LHRH per-
met d’évaluer indirectement la fonction testi-
culaire en agissant sur l'axe hypotha-
lamo-hypophyso-gonadique. Le but de I'étude
était d’abord d’évaluer la pertinence du test a
la LHRH chez des patients infertiles porteurs
d’une varicocele subclinique puis de détermi-
ner si ce test pouvait prédire le succes d'une
cure de varicocele.
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Nous avons procédé a une étude rétrospective
de 52 patients porteurs d’'une varicocele subcli-
nique ayant consulté a la clinique d’infertilité
entre juin 1989 et avril 1998. Un questionnai-
re détaillé, un examen physique, un spermo-
gramme ainsi qu'un test de stimulation a la
LHRH furent effectués pour tous les patients.
Le test a la LHRH consistait a injecter par voie
iv. 100 ug de LHRH synthétique puis les
niveaux sériques de FSH et LH étaient déter-
minés a 0, 15 et 30 minutes post-injection. Le
test était considéré anormal si les niveaux de
gonadotropines sériques étaient supérieurs a >
2X le niveau de base (temps 0). Les perturba-
tions du spermogramme furent analysées
selon les résultats du test a la LHRH. Au total,
18 patients furent traités; 10 par chirurgie et 8
par embolisation.

La moyenne d’dge des patients était de 31,8
ans (23-42 ans). Le volume testiculaire était
normal chez 67% des patients et hypotro-
phique chez 33% des patients. Au spermo-
gramme, 'oligospermie, 'asthénospermie et la
tératospermie furent diagnostiquées chez 60
%, 75% et 65% des patients respectivement.
Les trois anomalies combinées étaient pré-
sentes chez 38% des patients. Les niveaux de
FSH et LH de base étaient élevés chez 25 et 7
patients respectivement. Des réponses anor-
males au test a la LHRH furent notées chez
75% des patients. Finalement, pour les 18
patients ayant subi une cure de varicocele, 12
d’entre eux ont été améliorés par le traitement
choisi et seulement 2 échecs sur 6 pouvaient
étre prédits par le test 2 la LHRH.

Les résultats de I'étude démontrent l'impact
significatif que peut jouer une varicocele sub-
clinique sur la spermatogenese et la produc-
tion d’hormones gonadiques chez des patients
infertiles. En effet, par le test 4 1a LHRH, nous
avons démontré que pres de 75% des patients
avec varicocele subclinique pouvaient bénéfi-
cier d’'un traitement et que le taux de succes
était estimé a environ 66%.

SPERMATOGENESE -
SPERMIOLOGIE

CONTROLE DE QUALITE DE I’ANALY-
SE DU SPERME : RESULTATS D’'UN
ATELIER REUNISSANT 10 LABORA-
TOIRES FRANCAIS ET ETRANGERS

J. AUGER], F. EUSTACHE1, B. DUCOT 2,
T. BLANDIN*, M. DAUDIN*, I. DIAZ*,
S. EL MATRIBI*, B. GONY*, L. KESKES*,
M. KOLBELSEN*, A. LAMARTE*,
J. LORNAGE*, N. NOMAL*, G. PITAVAL*,
O. SIMON¥*, I. VIRANT-KLUN*, A. SPIRA 2,
P. JOUANNET1

1 Service de Biologie de la Reproduction, Héopital
Cochin, Paris; 2 INSERM U292, CHU de Bicétre;
*Participants a UAtelier “ Controle de Qualité en
Spermiologie - Paris 01/98”

Introduction. Les études multicentriques en
cours sur les différences géographiques de la
production et de la qualité spermatique impo-
sent des controles de qualité initiaux et régu-
liers afin de tenir compte des variations dans
I'estimation des caractéristiques sperma-
tiques. Un controdle de qualité initial a réuni a
Paris différentes équipes impliquées, 7 fran-
caises (CECOS Bordeaux, Caen, Lyon, Paris,
Rennes, Toulouse, CHU Pointe a Pitre) et 3
étrangeres (Colombie, Slovénie, Tunisie). Le
but de I'étude était de tester la variabilité inter
et intra-observateur des estimations de la
concentration, de la mobilité et de la vitalité.

Matériel et Méthodes. 13 observateurs, tech-
niciens ou biologistes (CECOS, spermiologie de
routine ou FIV) ont participé. L'évaluation de
la variabilité inter-observateur a été faite a
partir de 17 échantillons de spermes frais de
qualités variées, pour la concentration de sper-
matozoides et de cellules rondes, la mobilité et
la vitalité. L'évaluation de la variabilité intra-
observateur a été faite a partir de pools conge-
lés pour la concentration et de paillettes pour
la mobilité (pour chaque caractéristique, 3 lec-
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tures pour 5 spermes) et de lames de collection
pour la vitalité (3 spermes, 3 lectures). Toutes
les évaluations ont été faites a I'aveugle et cha-
cun a utilisé sa technique (proches des stan-
dards OMS) et son petit matériel. La variabili-
té inter et intra-observateur a été appréciée a
partir des coefficients de variation (CV = écart-
type/moyenne %) et des composantes de la
variance (cpv: échantillon=s, observateur=o).
L’analyse a aussi tenu compte de I'expérience
de chacun.

Résultats. 1) CV moyen inter-observateur

Concentration spz Concentration cellules Mobilité Vitalité
CV (%) 22 60 21 17
cpv,ps:  <0,005, 0: NS 8:<0,01, 0:<0,05 8:<0,01, 0:<0,05 8:<0,01, 0:<0,05

2) Exactitude et précision. Par rapport a une
tolérance admissible (£10% pour l'écart a la
moyenne du groupe et +15% pour la variabili-
té), les résultats de I’évaluation de la concen-
tration indiquaient que 4 observateurs étaient
a la fois exacts et précis, 3 exacts mais impré-
cis, 3 précis mais inexacts et 2 ni exacts ni pré-
cis.

3) CV moyen intra-observateur

Concentration spz Mobilité Vitalité
CVmoyen (%) : tous 18 29 15
expérimentés (n=8) / peu expérimentés 11/ 31 26 /37 11/ 23

(n=4)

Conclusion. Ces résultats indiquent une
variabilité des évaluations des caractéristiques
du sperme relativement faible compte-tenu de
la diversité des équipes, des pratiques et de
I'expérience. Le role de cette derniére a claire-
ment été mis en évidence. Les résultats sugge-
rent d’optimiser la standardisation des tech-
niques, de définir les mesures correctives
nécessaires pour ensuite juger de leur effet.
Enfin, la moyenne du groupe n’est qu’indicative
et ne constitue en rien une référence absolue:
les efforts doivent donc porter sur la mise au
point de méthodes objectives pour I'évaluation
des caractéristiques du sperme.
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MESURE DE L'INTERACTION SPERMA-
TOZOIDES-MUCUS CERVICAL PAR LE
SQA (SPERM QUALITY ANALYSER):
DONNEES PRELIMINAIRES

P. DARABI ET J. AUGER

Service de Biologie de la Reproduction, Hépital
Cochin, 75014 Paris

Introduction. Des perturbations plus ou
moins importantes de l'interaction des sperma-
tozoides avec le mucus cervical peuvent étre a
l'origine d’hypofertilités voire d’infertilités du
couple. Le caractere subjectif et peu standardi-
sé des tests de pénétration in vivo (TPC) et in
vitro est probablement la raison essentielle de
la forte controverse sur leur valeur pronos-
tique. Le SQA est un appareil récent qui mesu-
re les variations de densité optique au sein
d’échantillons de sperme. Le résultat de ces
mesures est synthétisé sous la forme d’une
valeur unique, le Sperm Motility Index ou SMI
(intervalle:0-350), corrélée a la concentration

de spermatozoides mobiles progressifs.
Plusieurs publications ont démontré la valeur
pronostique du SMI, mesuré simplement, rapi-
dement et de maniére trés reproductible. Nous
avons évalué l'intérét du SQA pour quantifier
l'interaction des spermatozoides avec le mucus
cervical.

Matériel et Méthodes. Linteraction a été
mesurée avec le SQA a partir de 129 spermes
et mucus cervicaux de qualités variées. La
qualité de la glaire a été évaluée a l'aide du
score OMS. Le SMI a été mesuré dans le sper-
me & 37°C apres 1h et 4h et dans des capil-
laires plats a4 lcm et 9¢cm du bord inférieur
apres lh et 4h d’interaction.

Résultats.

1) Données de base, tous spermes et tous
mucus cervicaux étudiés (n=129).

Les valeurs du SMI mucus intégraient a la fois
le pouvoir de colonisation, de migration et de
survie des spermatozoides dans le mucus cer-
vical.

1h 4h
SMI sperme 132+8 117+8
1h: lcm 9cm 4h: 1lcm 9cm
SMI mucus 60+6 31+4 28+4 17+3

2) Données de base, spermes normaux* et mucus cervicaux ovulatoires® (n=79) (*critéres OMS:
concentration spermatozoides mobiles 210x106/ml, score de glaire >12)

1h 4h
SMI sperme 1548 148+9
lh: lem 9cm 4h : 1cm 9cm
SMI mucus 91«11 46+8 43+5 25+5

Les valeurs du SMI mucus étaient environ 50% plus élevées.

3) L'analyse en régression multiple a montré que le SMI mucus a 1h, & 1cm et 9cm, et 4 4h 4 1cm
était positivement relié au score de la glaire (p<0,003, p<0,01et p<0,001) et & la concentration de
spermatozoides mobiles (p<0,0001, p<0,005 et p<0,008). Le SMI mucus a 4h et & 9cm était posi-
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tivement relié a la vitalité des spermatozoides
(p<0,02) et a la valeur du SMI sperme apres 4h
d’incubation a 37°C (p<0,05).

Conclusions. L'interaction des spermato-
zoides avec le mucus cervical peut étre facile-
ment mesurée de maniére précise a I'aide du
systéeme SQA. Ces premiers résultats sugge-
rent l'intérét de cette approche pour le dia-
gnostic et le pronostic des hypofertilités du
couple ainsi que pour des applications de
recherche (pharmacologie, toxicologie de la
reproduction,...).

EVOLUTION DES OLIGOSPERMIES
SEVERES < 5 MILLIONS/ml FACTEURS
PRONOSTIQUES ET EVOLUTION

P. LANFREY1, F. ARNAL1, H. NAVRATIL1,
C. HUMEAU2

1. Service Urologie -Andrologie /| Hopital LAPEY-
RONLE (MONTPELLIER)
2. Laboratoire Biologie de la Reproduction /
Hbépital ARNAUD DE VILENEUVE
(MONTPELLIER)

Matériel et Méthode: De Mars 87 a Janvier
98, 876 patients infertiles présentant une oli-
gospermie sévere (< 5 millions/ml) ont été sui-
vis, pendant une durée moyenne de 3,2 ans,
dans le cadre d’'une consultation pré-FIV. Au
moins deux prélevements par patient ont été
recueillis par masturbation a un intervalle
minimum de 6 mois. Au total, 3133 spermo-
grammes ont été analysés. L'objectif de notre
étude est double: étudier I’évolution de la qua-
lité de ces spermes a des intervalles de temps
de 6 mois, 1 an, 2 ans et 4 ans et rechercher des
critéres pronostiques prédictifs de 1’évolution.
Les variables qualitatives ont été comparées
par des tests de CHI2 ou le test exact de
Fischer lorsque les conditions n’étaient pas
réunies. Les variables quantitatives ont été
comparées par des test de Student. Une analy-
se de variance a une voie a été utilisée lorsque
la comparaison intéressait plus de deux
moyennes. Les tendances évolutives dans le
temps ont été évaluées par des tests de ten-
dance.

Résultats : Parmi les 876 patients suivis, 342
présentaient un nombre de spermatozoides <1
millions/ml et 534 un nombre compris entre 1
et 5 millions/ml. On note une altération de la
qualité des spermes dont le nombre initial de
spermatozoides est inférieur a 1 million/ml dés
le 6éme mois de suivi. A 2 ans, 2/3 des spermes
< 1 millions/ml et la moitié des spermes 1-5
millions/ml se sont altérés. A 4 ans plus de 2/3
des spermes se sont aggravés dans les deux

groupes.

Il n’existe pas de différence significative de
moyenne d’age dans les différents groupes évo-
lutifs. On observe une aggravation significati-
ve de la qualité des spermes dans les deux
groupes de spermes étudiées avec une altéra-
tion plus précoce dans le groupe des oligosper-
mies les plus séveres (<lmillions/ml). La rapi-
dité d’aggravation semble inversement propor-
tionnelle au % de formes mobiles. On retrouve
une altération significative deés le 6éme mois
de suivi dans les groupes dont le % de formes
mobiles est <20%. Le groupe de sperme dont le
% de formes mobiles est > 30% est stable sur
les 4 ans de suivi.

Conclusion : On observe une tendance globa-
le significative a 'aggravation de la qualité des
spermes présentant une oligospermie sévére <
5 millions/ml. ’age des patients ne semble pas
influer sur I'évolution. La numération initiale
semble étre un critére prédictif d’altération a
court terme. Le % de formes mobiles nous
apparait étre un critere prédictif d’altération
du sperme avec un mauvais pronostic a court
terme pour les spermes dont le % est < 20%.

L'ACIDE RETINOIQUE INHIBE LA GAME-
TOGENESE DANS LE TESTICULE FOETAL
DE RAT EN CULTURE ORGANOTYPIQUE

G. LIVERA 1, V. ROUILER-FABRE 1,
C. PAIRAULT 1, P. DURAND 2, H. R. HABERT1

INSERM-INRA U418 1 Université Paris 7, 75251
Paris cedex 05, et 2 Hopital Debrousse, Lyon.

Introduction : Au cours du développement chez le
rat, 1'évolution du nombre de gonocytes est bien
connue. Les gonocytes proliférent activement de
13,5 4 17,5 jours post coitum (jpc), puis entrent
dans une phase de quiescence dont ils ne ressortent
qu'apres la naissance [1].

112



En revanche, le déterminisme de cette évolution
est trés peu connu. En particulier, bien que l'acide
rétinoique soit de premiére importance dans le
développement et la différenciation de nombreux
tissus [2] et que la carence en vitamine A et l'inva-
lidation de récepteurs a l'acide rétinoique bloquent
la spermatogeneése chez l'adulte [3][4], aucune
étude fonctionnelle n'a été réalisée pour rechercher
le role de celui-ci dans le développement de la
gamétogenese dans le testicule foctal.

Matériels et Méthodes : Les techniques utilisées
ont été précédemment décrites [5]. Les foetus sont
prélevés a 14,5 et 18,5 jpe. Pour chaque foetus, un
testicule est cultivé en présence d'acide rétinoique
et le contralatéral sert de témoin. Le nombre total
de gonocytes présents dans le testicule est déterni-
né par numération sur coupes histologiques puis
corrigé par la formule d'Abercombrie. L'activité
mitotique des gonocytes est évaluée par détection
immunocytochimique du BrdU incorporé pendant
les 3 derniéres heures de culture. L'apoptose des
gonocytes est quantifiée par révélation immunocy-
tochimique de la fragmentation de 1'ADN (métho-
de TUNEL).

Résultats: L'acide rétincique diminue le nombre
de gonocytes présents dans le testicule foetal
explanté a 14,5 jpc et cet effet dépend de la concen-
tration (Fig. 1A).

Cette action résulte a la fois d'une augrnentation
de l'index mitotique (Fig. 1B) et de l'apoptose des
gonocytes (Fig. 1C) et 'effet apoptotique doit donc
&tre prédominant dans notre modele in vitro.

L'acide rétinoique n'a plus d'effet si les testicules
sont explantés a 18,5 jpc (Fig. 1A).

Conclusions : Ces résultats montrent que l'acide
rétinoique est un facteur de régulation potentiel de
la gamétogenese foetale. L'importance physiolo-
gique de cette action devra étre recherchée.
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Figure 1: Effet de l'acide rétinoique sur la prolifé-

ration des gonocytes dans le testicule foetal en cul-

ture. Les testicules sont prélevés a 14,5 et 18,5 jpc et

cultivés 24, 48 ou 72 heures en absence (Témoin) ou

en présence d'acide rétinoique (APr). Au:e temps

indiqués, le nombre de gonocytes (A), leur index

mitotique (B) et apoptotique (C) sont mesurés. Les

moyennes + SEM de n déterminations sont représen-

tées. * p<0,05; ** p<0,0I dans le test de Student en

valeurs appariées entre les témoins et les traités.
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EXPRESSION ET FONCTIONNALITE
DES CONNEXINES 43 ET 33 DANS
L’EPITHELIUM SEMINIFERE DU RAT
CRYPTORCHIDE

C. BATIAS (1,2), N. DEFAMIE 1,

J.P SIFFROI 2, S. POGGIOLI 1,

P. FENICHEL 1, G. POINTIS 1,
D. SEGRETAIN 2

1: CJF INSERM 95/04, EA 1760, Faculté de
Meédecine, Nice , 06107; 2 : GECC, Histologie-
Embryologie, Université Paris V, 45 rue des St

Peéres, 75006 Paris.

Au sein du tube séminifere, les jonctions com-
municantes et leurs protéines constitutives, les
connexines (Cx), participent au contréle de la
spermatogenése. Afin de mieux appréhender
I'importance de cette communication, I'expres-
sion de deux Cx, les Cx43 et 33, a été analysée
par RT-PCR, par hybridation in situ et par
immunofluorescence indirecte dans les tubes
séminiferes d’'une souche de rats mutants
(LE/ORL), caractérisée par une fréquence éle-
vée de cryptorchidies uni ou bilatérales. La
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fonctionnalité des jonctions communicantes a
été vérifiée par des expériences in situ de cou-
plage diffusionnel entre les cellules.

Des ARNm pour la Cx43 et Cx33 sont détectés
a la fois dans le testicule scrotal et abdominal.
La quantification de ces ARNm par rapport a
la 5-actine, géne de référence, révele que le
taux de transcription de la Cx43 est réduit
dans le testicule abdominal par rapport au tes-
ticule scrotal, alors qu’aucune modification
n’est observée pour la Cx33. Au niveau du tes-
ticule scrotal, le messager de la Cx43 est pré-
sent de fagon prépondérante dans le cytoplas-
me des cellules de Sertoli et dans certaines cel-
lules germinales (spermatogonies et spermato-
cytes). Les protéines sont retrouvées majoritai-
rement au niveau de la barriére sertolienne, et
une diffusion du Lucifer Yellow (LY) des cel-
lules de Sertoli vers les cellules germinales
adjacentes a été observée dans le comparti-
ment basal. Dans les tubes séminiferes du tes-
ticule abdominal, la Cx43 et son messager de
méme que la Cx33 sont indétectables, et aucu-
ne diffusion du LY n’a été observée.

Ces résultats montrent que les Cx43 et Cx33
sont régulées différemment dans ’épithélium
séminifere et que l'altération de la communica-
tion jonctionnelle dans le testicule cryptorchi-
de est associée a des modifications d’expression
de ces deux connexines.

Ce travail a été financé en partie par FARC (n6708) et le
FEGEFLUC. C.B est financée par Hoechst Marion
Roussel

EXPRESSION DE LA CONNEXINE 43
DANS LE TESTICULE HUMAIN
NORMAL ET PATHOLOGIQUE

I. BERTHAUT 1, N. DEFAMIE 2,
S. REPOSO 1, JP DADOUNE 1,
P. FENICHEL 2, D. SEGRETAIN 1,
G. POINTIS 2

1. GECC, Histologie-Embryologie, Université Paris
V, 45 rue des St Péres, 75006 Paris
2. CJF INSERM 95/04, EA 1760, Faculté
de Médecine, Nice, 06107

Les jonctions communicantes et leurs pro-
téines constitutives, les connexines (Cx) sont
essentielles pour le maintien et la régulation
de la spermatogenése. Récemment, nous avons
montré que l'expression de ces protéines était
fortement perturbée dans diverses atteintes de
la spermatogenése chez le rongeur (Batias et
coll., 1997). Dans le testicule humain, la pré-
sence des protéines jonctionnelles, et notam-
ment de la Cx43 (la plus ubiquitaire des Cx)
est sujette a controverse.

L'expression de la Cx43 a été examinée par
Western blot et immuno-marquage a l'aide
d’un anticorps monoclonal spécifique de cette
Cx, a la fois dans le testicule humain & sper-
matogenése normale, obtenu aprés castration
pour cancer de la prostate, et dans des
tumeurs séminomateuses. L'expression de son
messager a été examinée et quantifiée par
reverse transcription-polymerase chain réac-
tion (RT-PCR) par rapport & un ARNm de réfé-
rence (la GAPDH) dans des biopsies testicu-
laires de deux groupes de patients atteints soit
d’azoospermie non obstructive soit d’azoosper-
mie obstructive.

Dans le testicule normal, une bande de 43 Kda
a été révélée par Western blot. Par
immuno-marquage, nous avons observé une
expression différenciée de la protéine dans la
région basale des tubes séminiféres, entre les
membranes plasmiques des cellules de Sertoli
adjacentes. Dans 3 séminomes examinés,
aucune expression de la Cx43 n’a pu étre mise
en évidence. Des ARNm pour la Cx43 ont été
détectés dans les biopsies des patients atteints
d’azoospermie obstructive et non obstructive.
Nos observations, chez 9 sujets pour le premier
groupe et 8 pour le second, semblent indiquer
une altération des taux d’ARNm pour la Cx.43
comparés a la GAPDH dans le cas ou la sper-
matogenése est altérée.

Ces résultats montrent pour la premiere fois
I’expression de la connexine 43 et de son mes-
sager dans les tubes séminiferes de testicule
humain et une altération ou une totale dispa-
rition de ceux-ci dans les deux types de patho-
logies testiculaires humaines examinées.

Ce travail a été financé en partie par LARC (n6708) et le
FEGEFLUC.
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MESURE DE LA CONCENTRATION
SPERMATIQUE PAR CYTOMETRIE EN
FLUX : MISE AU POINT ET
VALIDATION

F. EUSTACHE, J.AUGER, P. JOUANNET

Service de Biologie de la Reproduction, Hépital
Cochin, 75014 Paris

Introduction. Si 'évaluation de la concentra-
tion spermatique présente une faible corréla-
tion avec la fertilité, il est toutefois important
de lapprécier précisément lorsqu’il s’agit de
décider des méthodes d’AMP les plus adé-
quates ou encore de juger de leffet de diffé-
rents facteurs susceptibles de la modifier (cha-
leur, radio et chimiothérapie, environnement
et mode de vie,...). Classiquement, elle est éva-
luée d’'une maniere standardisée (OMS), apres
dilution a l'aide d’'un hémocytométre. Malgré
cela, il existe une assez grande variabilité dans
son appréciation du fait de l'utilisation de
chambres, de facteurs de dilution et de criteres
de comptage différents. Les systemes CASA
proposés comme une amélioration pour son
évaluation sont peu opérants du fait de nom-
breux facteurs liés a leur calibration et leur
technologie. La cytométrie en flux (FCM) est
couramment utilisée pour des comptages cellu-
laires. Notre travail a visé a mettre au point et
valider une technique de mesure de la concen-
tration spermatique par FCM.

Matériel et Méthodes. Le principe de la tech-
nique a consisté a mélanger a volume égal une
suspension de billes fluorescentes de concen-
tration déterminée avec des spermes de
concentrations variées, les spermes étant préa-
lablement dilués au 1/10éme. Aprés homogé-
néisation, le mélange était analysé par le cyto-
metre. Ainsi, pour un nombre défini de sper-
matozoides comptés (Ng) par l'appareil, la
quantité de billes (N},) correspondante était
comptée. La concentration de spermatozoides
(Cgy) était calculée selon la formule: Cg= Ny/ Nb
x Cy, x 10. Les effets du nombre de spermato-
zoides a compter et la reproductibilité (tripli-

cates, dilutions successives du méme sperme,
mesure a 'aveugle de 3 préparations du méme
échantillon) ont été testés. Les résultats four-
nis par le cytometre ont été comparés aux éva-
luations faites par 12 observateurs ainsi que
par deux systemes CASA (n=17 spermes frais).

Résultats. Les mesures sur 10000, 5000, 2000
ou 1000 spermatozoides étaient tres bien cor-
rélées avec la mesure a l’hémocytometre
(r=0,99). Cependant, plus le nombre de sper-
matozoides comptés était grand, plus le coeffi-
cient de variation (CV) intra-mesure était
faible. Les CV “ triplicate ” étaient en moyenne
<3%. Les expériences de dilutions successives
montraient une quasi-superposition de la cour-
be FCM a la courbe théorique. Pour la mesure
des 3 préparations, les CV FCM vs techniciens
étaient similaires (=10%) avec cependant une
variation bien moindre pour la cytométrie
(36% vs 83%). De la préparation des échan-
tillons a la sortie des résultats ’analyse par
FCM durait moins de 2 minutes. La comparai-
son entre les résultats FCM et ceux fournis par
I'ensemble des 12 observateurs indiquait une
tres forte corrélation positive: r=0,99, p<0,001.
En comparaison avec la cytométrie en flux, les
mesures de concentration par le premier syste-
me CASA (ATS) étaient surestimées pour les
valeurs basses (<50 millions/ml) alors que pour
l'autre systeme CASA (IVOS/Ident), il existait
une sous estimation pour les valeurs hautes
(>80 millions/ml).

Conclusion. L'évaluation de la concentration
spermatique par FCM est faisable, simple,
rapide, précise et plus reproductible que 1'éva-
luation faite par hémocytomeétrie si I'on consi-
dere les variations intra-observateur et inter-
observateur habituellement rapportées (CV le
plus souvent >15%). Aussi, sous réserve d’une
validation sur un plus grand nombre d’échan-
tillons, son utilisation pour des protocoles de
recherche aussi bien que pour le contrdle de
qualité est des a présent envisagée.
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MALONDIALDEHYDE
SPERMATIQUE ET ANOMALIES
CYTOLOGIQUES CONSTITUTIVES DU
PROFIL MORPHOLOGIQUE DE STRESS
TESTICULAIRE

A. LAUDAT, A-M. PALLUEL

Centre Hospitalier, Laboratoire de Biochimie -
Biologie de la Reproduction,B.P. 407,28018
CHARTRES

Nous avons récemment démontré quune aug-
mentation de la peroxydation lipidique (PL),
objectivée par le dosage spermatique du
malondialdehyde (MDA), s’accompagne d’une
augmentation du pourcentage de spermato-
zoides présentant un profil morphologique de
“ stress testiculaire», (PS: association d’une
base de la téte amincie et/ou une téte amincie
et d'un reste cytoplasmique et/ou une piece
intermédiaire angulée). Le but de cette étude a
été de préciser, en fonction des concentrations
spermatiques en MDA, I'importance relative
des diverses anomalies entrant dans la défini-
tion du PS.

Trente deux patients (4ge: 33 + 5 ans) ont effec-
tué un recueil de sperme au laboratoire (absti-
nence sexuelle: 5 + 2 jours, volume: 4,3 + 1,5
ml, pH: 7,6 +.0,2). La numération des cellules
rondes au sein de la totalité des échantillons
s’est avérée étre inférieure a 106/MI. Le MDA
spermatique a été dosé immédiatement apres
éjaculation par la technique a l'acide 2-thio-
barbiturique. Les résultats ont été exprimés
par la moyenne + déviation standard et I'étude
statistique a été réalisée a I'aide d’une régres-
sion pas a pas.

Les concentrations spermatiques en MDA,
exprimées en nanomoles/108 spermatozoides,
ont été de 4,20 + 3,97. Les pourcentages des
diverses anomalies cytologiques constitutives
du PS ont été de 28 +10 pour les bases amin-
cies, 26 + 11 pour les tétes amincies, 12 + 7

pour les restes cytoplasmiques, et 13 + 6 pour
les piéces intermédiaires angulées. Les résul-
tats de l'étude statistique ont été exprimés
dans le tableau ci-dessous.

L'analyse des résultats montre que I’associa-
tion d’'une piéce intermédiaire angulée et d'une
téte spermatique amincie suffit a définir un PS
lié & un phénomene de PL. De plus, cette méme
analyse semble également montrer que la prise
en considération d’une piéce intermédiaire
angulée pourrait, a elle seule, suffire a définir
ce méme PS. Il ne semble donc pas licite, lors
de I'exploration cytologique d’un stress testicu-
laire 1ié a une PL, de prendre en compte des
anomalies telles que les bases de la téte amin-
cies et/ou les restes cytoplasmiques. Il reste
cependant a définir un seuil pour les piéces
intermédiaires angulées au-dela duquel on
pourra suspecter une PL accrue. Par ailleurs,
tout comme la persistance d’'un reste de cyto-
plasme, notre étude semble montrer que la
base de la téte et la piece intermédiaire du
spermatozoide humain représentent la région
de la cellule la plus exposée aux modifications
morphologiques induites par une PL.

Anomalies cytologiques
Piéce intermédiaire angulée

Piéce intermédiaire angulée et téte amincie

Pas de la régression r p

1 0,321
2 0,520

0,0315
0,0104
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DEFAUT DE DECONDENSATION
NUCLEAIRE DU SPERME HUMAIN
DETECTE PAR LA CYTOMETRIE
EN FLUX

SOFFER.Y #1, SAMOCHA-BONE D. 3,
WEISSENBERG R. 2, MADGAR Y. 2,
GOLAN R. #3, SHOCHAT L. 3, LEWIN LM. 3

1 Centre d’infertilité masculine Centre médical

AssafHarofé 2Institut d’endocrinologie, Centre

médical Sheba, Dépt. de 3 Biochimie clinique,

Faculté de Médecine Sackler, Université de Tel
Aviv, Tel Aviv, Israél.

Introduction: Le processus de décondensa-
tion de la chromatine nucléaire du sperme
commence lorsque le spermatozoide pénetre
dans l'ovocyte. Les liens disulfureux de la pro-
tamine nucléaire du spermatozoide sont
réduits libérant les radicaux SH. Les prota-
mines a cations multiples se combinent aux
nucléoplasmines a anions multiples de 'ovocy-
te, et se détachent des bandes d’ADN qui peu-
vent alors se combiner aux histones. Les
défauts de décondensation de la chromatine
peuvent empécher le développement ultérieur
du pronucléus méle. Le but de ce travail est de
décrire une méthode simple de détection
d’échantillons anormaux de spermatozoides
présentant une chromatine défectueuse inca-
pable de se décondenser.

Matériel & méthodes: Sept échantillons de
sperme normaux, selon les criteres de 'OMS,
ont été mélangés pour servir de «pool» de réfé-
rence normale face aux échantillons de vingt
sujets inféconds: 4 sujets examinés auparavant
et trouvés porteurs d’anomalies chromati-
niennes, 2 oligo-asthéno-térato-zoospermie
(OAT) avec gros varicocele, des électro-éjacu-
lats de 6 paraplégiques, 3 sujets présentant un
test de hamster défectueux témoignant d’'un
défaut de fusion membranaire et/ou de décon-
densation, ainsi que 5 cas d’infécondité inex-
pliquée avec sperme apparemment normal.
Tous les échantillons ont été soumis a une
épreuve de décondensation. Aprés une série de
congélation/décongélation désintégrant les
membranes, le sperme a été incubé dans un
milieu décondensant (Montag et al. Mol

Reprod Dev, 92; 33. 338-46) pour 30 m au maxi-
mum. Tous les échantillons ont été examinés
en cytométrie en flux a lacridine-orange
(Golan et il. Mol Hum Reprod, 97; 3:47-54)
avant et aprés cette épreuve. Les aires de dis-
persion obtenues en fonction de la fluorescence
émise, rouge ou verte, ont été analysées par
ordinateur. La comparaison des aires de dis-
persion, avant et apres I'épreuve décondensa-
tion, a permis d’évaluer le potentiel déconden-
sant de chaque échantillon de sperme.

Résultats: Avec le sperme de référence nor-
male, aprés une incubation de 5 a 30m, la cyto-
métrie en flux l'acridine-orange montre une
augmentation graduelle des deux types de
fluorescence, rouge et verte. De plus, le nombre
des cellules projetées dans la zone compacte
(ou la plupart des spermatozoides étaient
concentrés avant décondensation diminue gra-
duellement de 73% a 1.3% au bout de 30 min.
Chez les sujets inféconds, dans 16 cas sur 20,
plus de 95% des cellules projetées avant
I’épreuve dans la zone compacte se sont décon-
densées au bout de 20 m. Chez trois paraplé-
giques sur six, 31%, 60% et 81 % des cellules,
respectivement, ne se sont pas décondensées.
Dans un cas sur trois avec épreuve de hamster
défectueuse, 48% des cellules n’ont pas effectué
de décondensation. '

Conclusion: La diminution du pouvoir décon-
densant des spermatozoides peut aider, sans
préjuger de son étiologie, expliquer, chez les
paraplégiques, des taux bas de fécondation et
de grossesse plus fréquemment observés chez
eux en fécondation assistée. L'examen de la
décondensation nucléaire peut aussi aider a
mieux comprendre la signification d'un échec
du test du hamster. L'évaluation du potentiel
de décondensation de la chromatine sperma-
tique pourrait donc avoir quelque intérét dans
le bilan de certains cas graves d’infécondité
masculine relevant de 'ICSI et la cytométrie
en flux prendre une place utile dans la pano-
plie des investigations masculines de la stérili-
té.

# Cette étude a été partiellement subventionnée par
une bourse de recherche du Bureau Scientifique du
Ministere de Santé (Israél) a YS et RG.
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RELATIONS ENTRE CERTAINS PARA-
METRES CLINIQUES, BIOLOGIQUES
ET HORMONAUX ET L’OBSERVATION

DE VAISSEAUX INTRATESTICULAIRES

A PAROI EPAISSIE CHEZ LES HOMMES

INFERTILES

B. ZORN1, VIRANT-KLUN1, J.SINKOVEC2

1 Centre d’andrologie 2 Institut de cytopathologie
Clinique gynécologique universitaire de Ljubljana
SLOVENIE

Introduction : On ne connait pas bien la
signification des vaisseaux intratesticulaires a
paroi épaissie qui sont cependant fréquem-
ment décrits, associés aux lésions de hyalinisa-
tion tubulaire et d’infiltration mononucléaire.
Nous nous sommes proposé d’étudier les liens
entre ces trois lésions histologiques et cer-
taines caractéristiques cliniques et biologiques
d’hommes infertiles.

Methodes : Entre octobre 1996 et mars 1998,
110 hommes infertiles ont subi une biopsie tes-
ticulaire a double visée diagnostique et théra-
peutique a la recherche de spermatozoides en
vue d’ICSI. Il y avait 92 azoospermes, 6 avec
oligoasthénozoospermie sévére et 12 autres
avec troubles de ’éjaculation. Tous ont fait 'ob-
jet d’'un examen clinique, certains une explora-
tion cytogénétique et de génétique moléculaire
incluant caryotype (n=54) et la recherche de
délétions du chromosome Y (n=67), enfin des
dosages plasmatiques de FSH et d’inhibine-B.
Les préparations testiculaires apres fixation
au Bouin et inclusion en paraffine ont fait I'ob-
jet de colorations habituelles a 'hématoxyline,
au PAS et au Van Gieson. Outre I'évaluation de
la spermatogenése, nous notions la présence de

Seuls les vaisseaux a paroi épaissie mais
cependant intacte ont été considérés.

Resultats : 20 patients étaient indemnes des
lésions précédemment décrites. La hyalinisa-
tion était observée chez 67% des patients. Elle
était associée a des testicules de petite taille et
a un caryotype anormal (notons que 10 patients
étaient porteurs d'un syndrome de Klinefelter).
Surtout, la hyalinisation était en rapport avec
une spermatogeneése anormale avec moins de
gametes lors de la biopsie. Les infiltrats mono-
nucléaires étaient présents chez 30% des
patients. Ils étaient corrélés avec des taux éle-
vés de I'élastase du liquide séminal. Ils étaient
volontiers associés a des vaisseaux a paroi
épaissie. Les infiltrats ont un réle délétere :
lorsque les infiltrats sont associés a une hyali-
nisation, les ponctions testiculaires a la
recherche de gameétes sont plus fréquemment
blanches.

Les vaisseaux a paroi épaissie sont fréquem-
ment observés. Il s’agit d’'une lésion isolée chez
14% des patients alors qu’elle est associée a
une hyalinisation chez 34% d’entre eux. La
présence de tels vaisseaux améliore le pronos-
tic : les taux de FSH sont plus bas, ceux d’inhi-
bine-B plus hauts, le volume testiculaire plus
grand. Nous n’avons pas retrouvé de corréla-
tion entre ces trois lésions et les antécédents
d’infection, de cryptorchidie, de néoplasie
controlatérale et les lésions classiques de la
spermatogenese.

Conclusions : Les lésions de hyalinisation,
d’infiltrats mononucléaires et de vaisseaux a
paroi épaissie jouent probablement un role
important, isolément ou en association. Tandis
que la hyalinisation signe une spermatogeneése
anormale qu’aggrave encore la présence d’infil-
trats, les vaisseaux a paroi épaissie semblent

hyalinisation, d’infiltrés mononucléaires. é&tre un facteur de bon pronostic.
Résultats Hypospermie Groupe 1 Groupe 2
Probléme de recueil 31 27 4 P<0.0001
Touble de 1’éjaculation 10 0 10 P<0.01
OATS excrétoire 32 16 16 NS

OATS sécrétoire 29 19 10 NS
Azoospermie excrétoire 40 6 34 P<0.00001
Azoospermie sécrétoire 22 14 8 NS

Total 164 82 82
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VALEUR DIAGNOSTIQUE DES HYPO-
SPERMIES CHEZ 609 PATIENTS
INFERTILES SUIVIS DE FACON

PROSPECTIVE.

GRAZIANA JP, RIGOT JM, GOULLET E,
SORET R, MAZEMAN E.

Clinique Urologique CHRU Lille

INTRODUCTION: L'hypospermie est sou-
vent présentée dans la littérature comme une
simple valeur descriptive. Notre objectif était
de vérifier sa valeur sémiologique dans le bilan
étiologique d'un homme consultant pour infer-
tilité.

MATERIEL ET METHODES: Entre janvier
1994 et décembre 1997, 609 patients ont
consulté pour infertilité. Le bilan identique
pour tous comportait: un examen clinique
effectué par le méme praticien, au moins deux
spermogrammes, une recherche systématique
de spermatozoides dans les urines, un dosage
des marqueurs séminaux, un bilan hormonal
(FSH, testostérone), une échographie de l'ap-
pareil génito-urinaire. Selon les normes de
I'OMS, un volume <a 2ml définissait I’hypo-
spermie, répartie secondairement en deux
groupes: groupe 1 (volume entre 1 et 2ml),
groupe 2 (volume <a 1ml). L'analyse statis-
tique de ces deux groupes a été basée sur
Pécart-réduit.

CONCLUSION: L'hypospermie est fréquente
(27%) et impose la répétition du spermogram-
me (19% d’anomalies de recueil). Sa valeur est
aléatoire dans les OATS, par contre elle est
informative pour les azoospermies excrétoires,
les troubles éjaculatoires et les problemes de
recueil.

EVALUATION DE I’ANALYSE MORPHO-
LOGIQUE PAR METHODE ASSISTEE
PAR ORDINATEUR : COMPARAISON

AVEC LE SPERMOCYTOGRAMME
CONVENTIONNEL.

B. MARNET, G. VIEITEZ, P. MILHET, G.
RICHOILLEY, F. LESOURD, J. PARINAUD

Laboratoire de Fécondation In Vitro, CHU La
Grave, 31 052 Toulouse Cedex, France

INTRODUCTION. La morphologie des sper-
matozoides est apparue comme 'un des para-
meétres spermatiques les plus prédictifs en FIV
et son influence sur le développement
embryonnaire au stade précoce a été décrite.
Cependant le manque de reproductibilité et de
standardisation du  spermocytogramme
conventionnel limite son intérét clinique.
L'utilisation d’'un systéme assisté par ordina-
teur pour lanalyse morphologique pourrait
diminuer la subjectivité de cet examen. Le but
de cette étude est de comparer deux méthodes
différentes (spermocytogramme conventionnel
et systeéme automatisé) pour 1’évaluation mor-
phologique des spermatozoides et d’examiner
la valeur prédictive de l'analyse morpholo-
gique estimée par ces deux techniques sur les
résultats obtenus en FIV.

MATERIEL ET METHODES. 62 échan-
tillons de sperme ont été obtenus de 62
patients inclus dans un protocole de FIV. La
morphologie a été analysée, dans le sperme
brut et dans la fraction préparée par
PureSperm®, apres lavage et standardisation
de la numération a 100 millions par ml. Deux
méthodes d’analyse morphologique ont été uti-
lisées : d’'une part la technique conventionnelle
(avec la classification de Jouannet et al.) et
d’autre part la méthode automatisée, utilisant
les criteres stricts de Kruger (analyseur de cel-
lule de type Hamilton Thorn Version 1.0 HTM-
IVOS). De plus sur chaque échantillon de sper-
me, les examens suivants ont été réalisés :
numération, vitalité et étude antomatisée de la
mobilité des spermatozoides (systéme
Hamilton Thorn version 10.8), avant et apres
PureSperm°.

RESULTATS. Les résultats des deux tech-
niques d’évaluation de la morphologie sont for-

tement corrélés (R2=0,542 ; p<0,0001) mais la
technique automatisée fournit un % de formes
normales plus faible que le spermocytogramme
conventionnel (17,2 + 1,2 % versus 22,7 +
1,4% ; p<0,0001). L'étude de la variation intra-
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opérateur est faible pour les deux méthodes.
En revanche, la variabilité inter-opérateur est
tres élevée pour la technique conventionnelle
par comparaison avec celle de 'analyse auto-
matisée (coefficient de variation = 43 % versus
8 % respectivement pour la méthode conven-
tionnelle et automatisée).

La corrélation entre le % de formes normales
et le taux de fécondation in vitro est faible avec
les deux techniques. Cependant, il apparait
que le pourcentage de formes normales déter-
miné par la méthode automatisée différencie
de facgon significative les sujets avec un taux de
fécondation normal de ceux avec un taux de
fécondation abaissé. Dans cette étude, le para-
metre spermatique le mieux corrélé au taux de
fécondation est le % de spermatozoides
mobiles dans le sperme brut (R2=0,144 ;
p<0,01).

La meilleure discrimination des sujets avec un
taux de fécondation normal de ceux avec un
taux de fécondation abaissé est obtenue en
associant la mobilité et 'analyse morpholo-
gique par méthode automatisée (taux de fécon-
dation = 63,1 £ 54% versus 30,5 + 5,4%;
P<0,0001).

CONCLUSION. L'analyse morphologique par
méthode automatisée apparait légérement
plus prédictive sur les résultats de la FIV que
le spermocytogramme conventionnel mais sur-
tout, cette technique permet d’obtenir des
résultats reproductibles a condition de stan-
dardiser la préparation des frottis.

LA CAPACITATION DU
SPERMATOZOIDE DE CHIEN IN VITRO

P. GUERIN1-2, M. FERRERI1, A. FONTBON-
NE1, L. BENIGNI3, Y. MENEZO 2-4

1-Ecole Vétérinaire Lyon, C.E.R.R.E.C. BP 83,
69280 Marcy Uétoile. e mail: p.guérin@uet-lyon.fr.
2-INSA, Biologie 406, 69621 Villeurbanne.
3-Universita di Pisa, Facolta di Medicina
Veterinaria. Istituto di Patologia Speciale e Clinica
Chirurgica. Viale delle Piagge, 2- 56124 Pise Italie.

4-Fondation Mérieux, Institut Rhéne-Alpin, 1 rue
Laborde 69500 Bron.

L'infécondité du chien male est un motif de
consultation de plus en plus fréquent.
Cependant, on ne dispose d’aucun test simple
pour évaluer I'aptitude fécondante d’'un éjacu-
lat canin et la cinétique de la capacitation n’est
pas connue dans cette espece.

MATERIELS ET METHODES

Nous avons utilisé le milieu CCM (Canine
Capacitation Medium, Mahi et Yanagimachi
1978) modifié par adjonction de TRIS (66 mM).
Les spermatozoides (spz) lavés ont été incubés
(106/mL, 1 2 24 h a 37 ou 38°5, 5% CO9 ). Le
test a la chlortétracycline (Ward et Storey,
1984) a été utilisé pour objectiver la capacita-
tion. Les colorations Spermac® [spécifique de
I’'acrosome de chien (Mund et Oettle, 1986] et
éosine-nigrosiné ont été utilisées sur un ali-
quot des cellules & chaque temps d’incubation.
L'effet capacitant de ’héparine (20 ug/mL) a
été testé. Deux concentrations d’albumine
sérique bovine ont été comparées (2 g/L vs 10
g/L). L'ionophore calcique A23187 (10 M) a
été ajouté au milieu de culture apres 6 h d’'in-
cubation dans le milieu mCCM. Des coupes de
tétes de spz effectuées avant et 30 min apres
action de lionophore ont été observées en
microscopie électronique.

RESULTATS

Des «images» de fluorescence identiques a
celles d’autres especes ont été observées
(F=spz non capacités; B=spz capacités;
AR=réaction acrosomique). Le milieu mCCM a
permis d’induire la capacitation apres 3-6 h
d’incubation, sans induire la réaction acroso-
mique (fig 1). La mobilité et la viabilité des cel-
lules ont été maintenues (fig 2). Lionophore
calcique A23187 a induit la réaction acroso-
mique aprés 6 h d’incubation. La coloration
Spermac® et la microscopie électronique ont
permis d’objectiver la perte de 'acrosome.

Aucune différence n’a été observée (en termes
de taux de cellules capacitées et de cinétique
de capacitation) entre les deux températures
testées. ’héparine ne semble pas étre un fac-
teur capacitant chez le chien.
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Figure 2. Evolution de la mobtilité et de la
viabilité des spermatozoides (n = 6 chiens,
100 cellules évaluées, moyennes + SEM).

Le test a la chlortétracycline permet d’appré-
cier le statut fonctionnel d’'une population de
spermatozoides de chien. Alors que la matura-
tion ovocytaire chez la chienne est particulie-
rement prolongée aprés l'ovulation, la ciné-
tique de la capacitation dans cette espeéce est
semblable a celle observée chez les autres
mammiferes.

CO-LOCALISATION DES TRANSCRITS
CODANT POUR LES PROTEINES HP1
ET TPI DANS LES SPERMATIDES
HUMAINES PAR DOUBLE HYBRIDA-
TION IN SITU EN MICROSCOPIE
ELECTRONIQUE.

J.P. SIFFROI, M.F. ALFONSI,
J.P. DADOUNE.

Groupe d’Etude de la Formation et de la
Maturation du Gaméte Male. Laboratoire
d’Histologie, JE MENESR 349, UFR Biomédicale,
45 Rue des Saints-Péres, 75270,

Chez 'homme, la spermiogenése s’accompagne
de changements dans 1’équipement du noyau
en nucléoprotéines basiques. Les histones de
type somatique sont déplacées par des pro-
téines de transition qui, elles mémes, sont
remplacées par les protamines. Ces derniéres
représentent les principales protéines
nucléaires présentes dans le noyau des sper-
matides matures et des spermatozoides. Des
ribosondes sens et anti-sens, marquées au 35g,
codant respectivement pour la protéine de
transition TPl et pour la protamine HPI
humaines, ont été synthétisées grace a des oli-
gonucléotides spécifiques modifiés et utilisés
pour l’hybridation in situ en microscopie
optique. Une double hybridation in situ en
microscopie électronique a été réalisée en utili-
sant des sondes codant pour TP1 et marquées
a la Digoxigénine, et des sondes codant pour
HP1, marquées a la Biotine. Les hybrides for-
més ont été révélés par des anticorps spéci-
fiques couplés respectivement a des particules
d’or colloidal de tailles différentes (10nm et
15nm). Pour les deux transcrits, I’étude histo-
logique a révélé une distribution des grains
d’argent dans la région adluminale des tubes
séminiferes ou sont localisées les spermatides.
L’analyse ultrastructurale quantitative des
densités de marquage nucléaire et cytoplas-
mique, pour les ARNs messagers codant pour
TPI et HP1, a montré que les transcrits sont
retrouvés a la fois dans le noyau et le cytoplas-
me des spermatides rondes et qu’ils persistent
jusqu’a la phase d’élongation. Aucun comparti-
mentage de ces transcrits n’a été mis en évi-

121



dence. A la fin de la phase d’élongation des
spermatides, la disparition des ARNs messa-
gers codant pour TPI et HP1 peut étre mise en
relation avec I'arrét de 'activité transcription-
nelle alors que la mise en place des protéines
de transition et des protamines survient suc-
cessivement dans le noyau des spermatides.

INFLUENCE DU GRADE DE LA VARI-
COCELE SUR LES CHANGEMENTS DU
SPERMOGRAMME.

A. MAILLETTE, M. THABET

Service D'Urologie, Pavillon St-Frangois D'Assise,
CHUQ, Québec, Canada.

La présence de varicocele est une cause impor-
tante d'infertilité méale qui se manifeste par
diverses perturbations de la spermatogenése.
Par cette étude, nous voulons évaluer s'il exis-
te un lien entre le degré de varicocéle estimé,
cliniquement ou radiologiquement, et les
niveaux d'asthénospermie, de tératospermie et
d'oligospermie retrouvés aux spermogrammes.

Nous avons procédé a une étude rétrospective
de 344 patients ayant consulté pour infertilité
masculine a la Clinique d'Infertilité du CHSFA
entre mai 1987 et janvier 1997. De ces
patients, 437 spermogrammes furent analysés
et classés selon le grade de varicocele retrouvé
a l'examen physique. Tous les patients furent
questionnés et examinés par le méme uro-
logue. Dans 88% des cas un deuxiéme spermo-
gramme fut demandé a titre de controle.

Parmi les patients ayant une varicocele subcli-
nique (grade 1), 65% ont présenté de l'oligo-
spermie telle que définie par 'OMS < 20 mil-
lions) comparativement a 76% et 88% pour les
grades 2 & 3 respectivement (p<0,05). Par
ailleurs, l'oligoasthénotératospermie (OAT) fut
retrouvée chez 18% des varicoceles de grade 1
comparativement a 49% pour les varicocéles de
grade 3. Cette différence s'avérait significative
(p<0,05). Toutefois, il n'y avait pas de différen-

ce statistiquement significative quant a la
sévérité de l'oligospermie selon le grade de
varicocele. Finalement, chez 24 patients por-
teurs de varicoceles bilatérales (grade 3 ds
63%), l'oligospermie et 1'OAT furent démon-
trées dans 71% et 50% des cas respectivement.

De par cette étude, nous pouvons croire que les
incidences d'oligospermie et d' OAT chez les
patients infertiles augmentent en fonction du
grade de varicocele sous-jacent et ce, sans qu'il
y ait de différence quant a la sévérité de 1'oli-
gospermie.

EFFETS DE LA PP’-DDE (1,1-DICHLO-
RO-2,2-BIS(P-CHLOROPHENYL) ETHY-
LENE) ET DU BBP (BUTYL BENZYL
PHTALATE) SUR LA FONCTION TESTI-
CULAIRE DE SOURIS EXPOSEES IN
UTERO ET LORS DE LA PUBERTE

F. EUSTACHE, J. AUGER, J. C. JUILLARD,
R.ROSE, PJOUANNET

Service de Biologie de la Reproduction, Hopital
Cochin, 75014 Paris

INTRODUCTION. Des études expérimen-
tales indiquent que des xénobiotiques pertur-
bateurs endocriniens pourraient agir sur le
développement de 'appareil génital pendant la
vie foetale par une diminution du nombre de
cellules de Sertoli et donc du nombre de cel-
lules germinales. Des modifications hormo-
nales telles que l'inhibition de la testostérone
ou 'immunoneutralisation de la FSH augmen-
tent P'apoptose des cellules germinales. Les
xénohormones pourraient intervenir de manie-
re identique a différentes périodes de la vie
contribuant ainsi aux anomalies de la produc-
tion spermatique. Le but de I'étude a été de
déterminer dans le modele souris si I'exposi-
tion a deux xénohormones induisait des altéra-
tions testiculaires et des voies génitales males.
Nous avons particulierement étudié si ces
xénohormones pouvaient provoquer une frag-
mentation de 'ADN, étape caractéristique de
I'apoptose, des cellules germinales et/ou des
spermatozoides épididymo-déférentiels.
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MATERIEL ET METHODES.

La toxicité testiculaire et génitale de 2 xéno-
biotiques, la p,p’-DDE et le BBP, a été évaluée
chez la souris a différents moments de la vie :
ces composés chimiques ont été additionnés a
I'eau de boisson a des doses de 200 mg/kg/jour
(p,p’-DDE) et de 200 ug/kg/jour (BBP) de souris
pendant toute la gestation (21 jours) et les 7
premiers jours de vie (pour p,p’-DDE , BBP et
témoin, n=5; expérience A), et au cours de la
puberté (6éme -8éme semaine) (pour p,p-DDE
, BBP et témoin, n=5; expérience B). Pour
chaque expérience, les souris témoins ont été
exposées uniquement a ’eau de boisson. L'effet
toxique a été apprécié par une évaluation des
modifications globales de I'appareil génital
male (recherche de malformations, poids des
testicules) par une numération des spermato-
zoides épididymo-déférentiels et, par I'analyse
de la fragmentation de 'ADN (révélée de
maniére spécifique par la technique TUNEL)
des cellules germinales et/ou des spermato-
zoides épididymo-déférentiels.

RESULTATS.
Expérience A :

Une diminution significative du poids des tes-
ticules a été observée apres exposition a la
p,p-DDE (p<0,05). L'évaluation de la fragmen-
tation de ’ADN est en cours.

Expérience B :

Les altérations testiculaires et génitales sui-
vantes ont été observées :

1) diminution significative du poids des testi-
cules (p<0,05 pour le BBP), 2) tendance a I'aug-
mentation du nombre de cellules germinales
ayant un ADN fragmenté pour la p,p-DDE
(p0,05) et augmentation significative pour le
BBP (p<0,05) mais aussi 3) tendance surpre-
nante a 'augmentation de la concentration des
spermatozoides épididymodéférentiels (p°0,05
pour les 2 toxiques) peut-étre due a un défaut de
sécrétion ou de résorption du fluide testiculaire.

CONCLUSIONS. Ces résultats préliminaires
indiquant une toxicité testiculaire et génitale
de ces 2 xénohormones doivent étre confirmés
sur une série plus large. Nos données sugge-
rent également 'augmentation du phénomeéne
d’apoptose au niveau testiculaire et post-testi-

culaire & des doses compatibles avec celles.
d’une exposition environnementale humaine.
Les études en cours visent a préciser les stades
de la spermatogenése concernés et les modifi-
cations morphométriques des tubules ainsi que
les mécanismes moléculaires possiblement en
cause.

EFFETS DE DEUX CYCLES DE B.E.P.
SUR LA SPERMATOGENESE DE
PATIENTS PORTEURS D’'UNE TUMEUR
GERMINALE NON SEMINOMATEUSE
DE STADE I DU TESTICULE.

M DAUDIN1, C. CHEVREAUZ, J.M.
BACHAUDS3, R. MIEUSSET1, M. SOULIE4,
F. PONTONNIER1-4, L.BUJANI.

1 CECOS Midi-Pyrénées - Centre de Stérilité
Masculine, Centre Hospitalier Universitaire de La
Grave ; 2 Département d’Oncologie Médicale, 3
Département de Radiothérapie, Centre Claudius
Regaud 20-24 rue du pont St Pierre ; 4 Service
d’Urologie-Andrologie, Centre Hospitalier
Universitaire de Rangueil ; 31052 TOULOUSE
Cedex, France.

INTRODUCTION : Le cancer du testicule est
la pathologie tumorale la plus fréquente dans
la population d’hommes jeunes entre 20 et 34
ans et son incidence semble augmenter. Les
traitements sont adaptés aux sous types histo-
logiques et au stade d’envahissement. Dans les
stades I des tumeurs germinales non sémino-
mateuses du testicule (TGNST), le traitement
adjuvant par chimiothérapie basé sur du cis-
platine est actuellement largement utilisé. Un
des protocoles classiques étant deux cycles de
BEP (Bléomycine, Etoposide, Cisplatine). Le
pronostic étant relativement excellent, il est
pertinent de s’intéresser aux effets a long
terme de cette chimiothérapie. Parmi ceux-ci
les effets déléteres sur la spermatogenese doi-
vent étre évalués. Cette étude préliminaire a
pour objectif I'évaluation de latteinte de la
spermatogenése apres deux cycles de BEP.

MATERIEL ET METHODES : 16 patients
présentant une TGNST de stade I ont été trai-
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tés par deux cycles de BEP (Cisplatine 100
mg/m2 IV de J1 a J5, Etoposide 120 mg/m2 de
J1 a J3, Bléomycine 30 mg a J1, J8, J15, la
deuxiéme cure débutant a J22). Les caractéris-
tiques spermatiques préthérapeuthiques sont
établies lors de 'autoconservation de sperme
préalable. Les 16 patients ont fait un contrdle
du spermogramme 653 jours en moyenne
(extrémes : J170 - J1418) en postchimiothéra-
pie ; pour 6 patients un deuxiéme controle a été
réalisé.

RESULTATS : Avant la chimiothérapie, 9
(56,2 %) patients étaient oligospermes (3
séveres : < 5.106 /ml et 6 modérées : >= 5
<20.106 /ml), 7 étaient normospermes (43,8%).
13 patients sur 16 avaient subi au préalable
I'orchidectomie. Dans I'ensemble de la popula-
tion les caractéristiques moyennes sperma-
tiques ne différent pas avant et apres chimio-
thérapie.

3 patients oligospermes sur les 9, deviennent
normospermes a distance de la chimiothérapie.
Sur les 7 patients normospermes avant chi-
miothérapie, un seul patient présente une oli-
gospermie modérée au premier contrdle (J456)
et une normospermie au deuxiéme (J1387) ;
parmi ces 7 patients sur les 5 ayant une numé-
ration >= a 60.106/ml 4 ont une numération
plus faible aprés la chimiothérapie. L’analyse
de régression multiple montre que le para-
metre le plus lié a la numération post chimio-
thérapie est la numération préalable.

CONCLUSION : Ces résultats préliminaires
semblent indiquer que les effets déléteres de
deux cycles de BEP sur la spermatogenése sont
modérés. La concentration post chimiothérapie
apparait liée a l'état de la spermatogenese
avant la chimiothérapie. Ces résultats méri-
tent d’étre confirmés sur une plus grande série.
Des études antérieures ayant constaté une
incidence augmentée des anomalies chromoso-
miques spermatiques, des études complémen-
taires seront nécessaires pour étudier les
mécanismes de récupération de la spermatoge-
nése et les possibles effets sur le matériel géné-
tique spermatique.

STERILITE

ASPECTS BIOCLINIQUES DE L'UTRI-
CULE PROSTATIQUE.

A PROPOS DE DEUX CAS.

B SCHUBERT, MN GIRAUD, J
HERMABESSIERE*, G GRIZARD,
D BOUCHER

Laboratoire de Biologie du Développement et de la
Reproduction - Hétel-Dieu; *Centre Urologique F.
Guyon- Centre République —Clermont-Ferrand

L'utricule prostatique est un petit diverticule,
vestige des canaux miilleriens, situé a la partie
postérieure de l'uretre prostatique, qui lors-
qu'il est anormalement dilaté, peut comprimer
les canaux éjaculateurs. Nous rapportons les
cas de deux patients venus consulter dans le
service de biologie de la reproduction pour
infertilité primaire. Au cours du bilan, ont été
obtenus les résultats suivants : FSH normale,
caryotype normal; les bilans cliniques ne mon-
traient pas d'anomalies particuliéres. Sur le
plan spermiologique, deux profils ont été mis
en évidence:

-un syndrome obstructif total avec une azoo-
spermie, volume : 1 ml; pH 7,9; 4 mille cellules
rondes (aucun polynucléaire); biochimie du
liquide séminal : fructose lpymol/ml (N=5 a
30umol/ml), marqueurs prostatiques normaux,
alpha-glucosidase neutre par éjaculat: 3 mUI
(N>35 mUl).

-un syndrome obstructif partiel avec une oligo-
zoospermie séveére : 1 million de spermato-
zoides/ml immobiles, nécrospermie tres sévere,
tératozoospermie : 92%,volume : 0,7 ml; pH
8,1; 6. 106 de cellules rondes dont 4% de poly-
nucléaires; Biochimie du liquide séminal: fruc-
tose <lymol/m1, marqueurs prostatiques nor-
maux, alpha-glucosidase : 9 mUI. Une impor-
tante hémospermie a été retrouvée sur chacun
des prélevements.

Ces éléments permettent d'exclure une origine
sécrétoire et ont suscité une exploration cli-
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nique et radiologique.

Dans les deux cas, I'échographie endorectale a
mis en évidence un utricule prostatique et la
biopsie testiculaire a permis de retrouver des
spermatozoides qui ont été congelés et utilisés
en microinjection.

En conclusion, dans les cas d'utricule prosta-
tique obstructif, on observe dans I'éjaculat, une
absence ou un faible nombre de spermato-
zoides et une alpha-glucosidase basse (com-
pression des ampoules déférentielles), un taux
trés bas de fructose (compression des collets
des vésicules séminales), des marqueurs pros-
tatiques normaux. Une échographie endorecta-
le s'avere trés précieuse pour préciser le dia-
gnostic d'un syndrome obstructif

ECHOGRAPHIE ENDORECTALE ET
OATS.

F. CORNUD, 0. AYNAUD, T. AMAR ,
F. OLIVENNES, D. DELAFONTAINE

Paris

OBJECTIFS . Décrire les anomalies échogra-
phiques endorectales chez les hommes avec
OATS et les comparer a celles observées chez
des sujets sans anomalies du spermogramme.

MALADES ET METHODES La série com-
porte 94 hommes avec OATS et 30 témoins de
méme age sans anomalies du spermogramme.
Les hommes avec une OATS avaient une
concentration moyenne de spermatozoides de
7,7£6,9M/rnl avec ou sans asthénospermie
et/ou tératospermie . L'échographie recher-
chait des signes inflammatoires dans la zone
périphérique et 1'un des trois signes suggérant
une possible obstruction partielle des canaux
éjaculateurs (Jarow 1993) : les calcifications a
l'intérieur ou au contact des canaux éjacula-
teurs , un kyste médian ou une distension des
vésicules séminales (diamétre antéro-posté-
rieur > 15mm)

RESULTATS L'échographie était anormale
chez 64% (60/94) des hommes hypofertiles et
chez 36,6% (11/30) des hommes témoins
(p<0.05). Il existait des séquelles inflamma-
toires dans la zone périphérique chez 49%
(46/94) des hommes avec OATS et chez 30%
(10/30) des témoins . Des anomalies des
canaux éjaculateurs étaient présentes chez
25,5% (24/94) des hommes avec OATS , et chez
6,6% (2/30) des témoins. Aucun des 124
hommes n'avait de signe de distension des
vésicules séminales . La spermoculture était
positive chez 21% (20/94) des hommes avec
OATS et chez 13 % (4/30) des témoins.

CONCLUSION. Les anomalies observées sug-
gerent l'existence d'une inflammation de l'ap-
pareil génital des hommes avec OATS mais
sans que la responsabilité d'une obstruction
partielle des canaux éjaculateurs puisse étre
évoquée par échographie.

Jarow, J. (1993). 'Transrectal ultrasonography
of infertile men. " Fertil. Steril. 60: 10351039.

MEGAVESICULES SEMINALES ET
POLYKYSTOSE RENALE CHEZ I’HOM-
ME HYPOFERTILE.

F. CORNUD, J-F. LAPRAY , J. ROLLET,
N. THIOUNN, T. AMAR

Paris et Lyon

Nous rapportons sept observations d’hommes
hypofertiles , porteurs d'une polykystose réna-
le de l'adulte et présentant une azoospermie ou
une oligozoospermie sévere . Cliniquement
aucune anomalie n'était palpée . Le volume du
sperme était réduit dans 2 cas et normal dans
5 cas . Le fructose séminal était indosable dans
deux cas et subnormal dans les 5 autres cas .
L'échographie endorectale montrait dans les 7
cas une dilatation franche des, vésicules sémi-
nales qui prenaient un aspect kystique . Il exis-
tait également une dilatation d'un canal éjacu-
lateur dans un cas, et une dilatation d'une
ampoule déférentielle dans un autre cas. Dans
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les 5 autres cas les ampoules déférentielles
n'étaient pas visibles (3cas) ou avaient un
aspect normal (2cas) La ponction des vésicules,
faite dans un cas, a montré une la présence de
spermatozoides immobiles (400.000/ml).
Aucun patient n'a été traité par résection des
canaux éjaculateurs . Les aspects échogra-
phiques, attribués autrefois a des kystes des
vésicules séminales, traduisent une dilatation
due a une atonie des vésicules , observée chez
les hommes atteints de polykystose rénale et
dont le mécanisme n'est pas connu (Hendry,
Rickards et al. 1998).

Hendry, W. F, D. Rickards, et al. (1998).
"Seminal megavesicles with adult polycystic
kidney disease ." Hum Repro 13(6): 1567-9.

LA VASOVASOSTOMIE EST ASSOCIEE A
L'ABSENCE DE P34H, UNE PROTEINE
EPIDIDYMAIRE SITUEE SUR L'ACRO-

SOME DU SPERMATOZOIDE.

M. THABET, C. GUILLEMETTE, L.
DOMPIERRE, R. SULLIVAN

Unité d’ontogénie et reproduction, Centre de
Recherche du CHUL, et Centre de Recherche en
Biologie de la Reproduction CHUQ, Québec,
Canada.

INTRODUCTION : Au cours de la matura-
tion épididymaire, certaines protéines impli-
quées dans le processus de fécondation s'asso-
cient a 'acrosome du spermatozoide. La P34H
est une des protéines épidymaires impliquées
dans la liaison du spermatozoide a la zone pel-
lucide entourant l'ovocyte. Nous avons préala-
blement montré que la P34H est présente chez
tous les hommes fertiles et qu'elle est absente
dans 50% des cas d'infertilité idiopathique.
L'absence de P34H est associée a une incapaci-
té des spermatozoides d'interagir avec la zone
pellucide.

OBJECTIF : Bien que le succes chirurgical de
la vasovasostomie (VV) soit élevé, la fertilité
n'est pas rétablie dans plusieurs cas. La vasec-

tomie pourrait causer des dommages épididy-
maires. Nous avons voulu déterminé si cette
protéine pouvait étre affectée par la vasecto-
mie.

METHODES : Nous avons évalué les niveaux
de cette protéine sur des échantillons de
spermes de 22 patients vasovasostomisés. Des
Western blots ont été effectués afin de déter-
miner le niveau de P34H présent sur les sper-
matozoides. Les valeurs sont ensuite comparés
avec les résultats du spermogramme et l'acti-
vité de l'alpha-glucosidase dans le liquide
séminal par la méthode colorimétrique.

RESULTATS : Différents échantillons prove-
nant d'un méme patient montrent un niveau
comparable de P34H. Par ailleurs, nous avons
noté une variation importante entre les indivi-
dus. Dix-huit des 25 VV avaient un taux de
P34H plus bas que la valeur normale caracté-
risant les hommes fertiles. Les variations
n'étaient pas en relation avec le résultat du
spermogramme ni avec l'activité de l'alpha-
glucosidase. Par contre, la chute de la P34H
était associée a l'intervalle entre la vasectomie
et la VV.

CONCLUSION : Nos résultats démontrent
que le taux de P34H varie d'un homme a
l'autre mais n'est pas relié au succes chirurgi-
cal de la VV tel que démontré par les valeurs
du spermogramme et de l’alpha-glucosidase.
Nous suggérons donc qu'un dysfonctionnement
épididymaire pourrait étre associé a différents
types d'infertilité incluant la VV. La P34H
pourrait donc étre un marqueur biochimique
indiquant le pronostic de fertilité.

ROLE DE L'ALPHA-GLUCOSIDASE ]
DANS LE PRONOSTIC DE FERTILITE
DES PATIENTS VASOVASOSTOMISES.

M. THABET, S.BOLDUC, G.DECEUNINCK

Hopital St-Francois d'Assise CHUQ), Québec,
Canada

INTRODUCTION : La vasectomie(V) est une
méthode de stérilisation populaire en
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Amérique du nord. Pour différentes raisons,
certains de ces hommes vasectomisés veulent
renouer avec la paternité. Devant une deman-
de accrue de vasovasostomies (VV), nous avons
voulu en préciser les critéres de succes et les
causes d'échec, car la fertilité n'est pas assurée
dans tous les cas.

MATERIELS ET METHODES : Une étude
rétrospective de 747 cas de VV faites entre
1982 et 1996 nous a permis d'établir le taux de
perméabilité et de grossesse. Les facteurs sui-
vants ont été analysés par une étude statis-
tique: l'intervalle entre la V et la VV, les
constatations per opératoires, dont la présence
de spermatozoides, les spermogrammes avec
recherche d'anticorps et l'analyse de Palpha-
glucosidase. Le suivi a été possible chez 559
patients. La somme des données fut analysée
par des tests du Chi-carré et validée par des
analyses multivariées.

RESULTATS : La moyenne d’age des sujets
étaient de 37,2 ans et 31,7% d'entre eux
avaient encore la méme partenaire. Le taux de
perméabilité était de 87,8% et le taux de gros-
sesse apres 2 ans de 52,9%. Nous avons remar-
qué que l'alpha-glucosidase pouvait signaler
un dysfonctionnement épididymaire irréver-
sible post-V par une oligoasthénospermie per-
sistante. L'azoospermie postopératoire d'origi-
ne obstructive a été démontrée par des valeurs
trés affaissées de ce marqueur. Ainsi 52 sujets
ont subi une deuxieme VV(VV2) et, 1'obstruc-
tion a été démontrée lors de la chirurgie. Les
patients présumés fertiles qui n'avaient pas
démontré leur paternité aprés deux ans
avaient des valeurs abaissées d'alpha-glucosi-
dase (p<0,01).

CONCLUSION : A I'ere des nouvelles techno-
logies de reproduction, cette étude démontre
que la VV demeure encore un choix thérapeu-
tique valable. L'alpha-glucosidase est un mar-
queur efficace pour indiquer un dysfonctionne-
ment épididymaire, une obstruction postopéra-
toire et préjuger du pronostic de fertilité a long
terme.

EFFICACITE ENTRE LA
VARICOCELECTOMIE CHIRURGICALE
ET LEMBOLISATION RADIOLOGIQUE
EN FONCTION DU GRADE DE VARICO-

CELE : ETUDE RETROSPECTIVE DE
142 CAS.

A. MAILLETTE, M. THABET

Service D'Urologie, Pavillon St-Frangois d'Assise,
CHUQ, Québec, Canada.

La présente étude visait a comparer, selon le
grade de varicocele préexistant, l'efficacité de
I'embolisation radiologique par rapport a la
ligature chirurgicale chez des patients infer-
tiles.

Les dossiers de 142 patients infertiles ayant
subit une varicocélectomie ont été révisés (87
par ligature et 55 par embolisation).Les sper-
mogrammes post-varicocélectomie furent effec-
tués en moyenne 6 mois apres la procédure.
L'efficacité du traitement fut déterminée selon
le % d’amélioration du décompte, de la mobili-
té et de la morphologie des spermatozoides
pour atteindre les valeurs standards acceptées.

Pour 'ensemble des varicocéles de grade 1 & 2
ayant une oligospermie < 10 millions, les
nombres de patients normospermiques post-
traitement étaient similaires pour l'embolisa-
tion et la ligature (50% et 45,71/0 respective-
ment). Toutefois, pour les varicoceles de grade
3, il y avait une différence significative, car
aucun patient ayant subi l'embolisation n'est
devenu normospermique post-traitement com-
parativement a 56% des patients ayant eu une
ligature (p<0,01). L'embolisation semble sur-
tout efficace pour les varicoceles de bas grade
(1&2) tant au niveau du nombre, du % de mobi-
lité et du % de forme normale. De plus, dans
les varicoceles de grades 1&2, les patients
tératospermiques ont présenté des % de mor-
phologie normale post-varicocélectomie simi-
laires pour les deux méthodes. Par ailleurs, les
patients tératospermiques avec varicocele de
grade 3 se sont améliorés dans 44% des cas par
ligature versus 11% par embolisation (p<0,05).
Pour les varicoceles de grades 1&.2, il ne
semble pas y avoir de différence significative
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post-varicocélectomie entre I'embolisation et la
ligature chirurgicale. Toutefois, pour les vari-
coceles de grade 3, la ligature s'est démontrée
plus efficace pour tous les parameétres du sper-
mogramme.

FACTEURS DE RISQUE D'INFECONDI-
TE MASCULINE : RESULTATS D'UNE
RECHERCHE EPIDEMIOLOGIQUE CAS-
TEMOINS

PFTHONNEAUI, J.J.CHABOTZ2, J PVELEZ
DE LA CALLE2, ERACHOUL, M.T.LE MAR-
TELOTS3, B.DUCOT I,
L.MULTIGNER 1.

1 INSERM Unit-292, Kremlin-Bicétre, France 2
Clinique Pasteur Saint-Esprit, Brest, France; 3
Centre Hospitalier Universitaire, Brest, France

INTRODUCTION

Peu d'études se sont intéressées aux effets des
radiations ionisantes et de la chaleur sur la
fonction reproductrice masculine. Sollicités par
des collegues biologistes de la reproduction tra-
vaillant dans la ville de Brest sur une appa-
rente augmentation des cas d'infertilité chez
des militaires, nous avons mené une étude épi-
démiologique de type cas-témoins afin d'éva-
luer les facteurs de risque d'infécondité dans
cette population.

MATERIELS ET METHODES

Dans cette étude, menée uniquement dans une
population ot les hommes étaient des mili-
taires, nous avons comparé 60 couples consul-
tant pour une infécondité de plus de 12 mois
(cas) a 165 couples venant d'avoir un enfant -
(témoins). L'ensemble des couples, cas et
témoins, ont été interrogés sur leurs antécé-
dents médico-chirurgicaux et leur histoire
reproductive ainsi que sur leurs occupations
professionnelles. Un questionnaire standardi-

sé a été rempli par les différents couples, lors
des investigations cliniques pour les couples
inféconds ou bien lors du séjour de la femme a
la maternité pour les couples féconds.

RESULTATS

Nous avons obtenu des risques (odd ratios
ajustés sur l'age) de 7.4 [1.4-39.5] chez les
hommes avec un antécédent de chirurgie testi-
culaire, de 13.0 [1.4-120.3] chez ceux présen-
tant un varicocele. Par ailleurs, nous avons
aussi mis en évidence une multiplication du
risque de 2.0 (1.0-3.7) chez les hommes ayant
été amené a travailler dans un sous-marin
nucléaire, et de 4.5 (1.9-10.6) chez ceux ayant
été exposé a une source de chaleur élevée.

CONCLUSION

Ces résultats confirment, d'une part le réle
délétere de certains facteurs thermiques sur
les capacités reproductrices de 1'homme et,
d'autre part, semblent faire ressortir un éven-
tuel effet nocif chez I'homme de I'exposition a
des radiations ionisantes dans le cadre d'une
activité professionnelle particuliere (sous-
marinier nucléaire).

ASSISTANCE MEDICALE A LA
PROCREATION

IAC : REMISE EN CAUSE DES
INDICATIONS

T. ANAHORY*, F. AMAL*, H. DECHAUD**,
S. COSTE*, B. HEDON** C. HUMEAU*

Laboratoire Biologie de la Reproduction- CHU de
Montpellier ** Service de Gynécologie obstétrique-
CHU de Montpellier

BUT : évaluation des résultats de I'TAC en
fonction des indications

METHODE : étude rétrospective de 245
couples pris en charge pour un probleme d'hy-
pofertilité. 153 ont bénéficié en seconde inten-
tion d'une ou de plusieurs FIV.

INDICATIONS : hypofertilités d'origine cervi-
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cale, masculine, inexpliquée, immunologique,
endométriose, dysovulation, PCO, tubaire.
Certains couples ont une association d'indica-
tions.

RESULTATS :

INDICATIONS IAC IAC FIv
(grossesses/cycles) (lere intention) (Z2nde intention)
cervicale

(23 couples) 8% 13,63%
masculine sévere

(8 couples) 3,67% 16,21%
dysovulation

(26 couples) 1,94% 31,57%
inexpliquée

(53 couples) 4,34% 11,45%
endométriose

(17 couples) 2,94% 26,9%

CONCLUSION :

- L' hypofertilité. d'origine cervicale semble
étre la seule indication d'TAC & retenir.

- En cas de stérilité inexpliquée, le moment du
recours a la FIV ainsi que le nombre total
maximal d'TAC reste a définir.

-Les dysovulations et les indications masculines
séveres ne devraient étre qu'exceptionnelles.

EXPLORATION DES AZOOSPERMIES
SECRETOIRES AVANT
MICROINJECTION.

B.STRAUB1, C.LE BOURHIS],
E.VENDRELY1, J MANDELBAUM],
I.LBERTHAUT1, J.SALAT-BAROUXZ2,

G.ARVIS3, J.P.DADOUNE1

1-Laboratoire d’Histologie, Biologie de la
Reproduction et Cytogénétique (Pr. J.P. DADQU-
NE), 2-Service de Gynécologie-Obstétrique (Pr.
S.UZAN), 3-Service d'UrologieAndrologie (Pr. G.
ARVIS),- Hépital TENON, 4, rue de la Chine,
75020 PARIS

La micro-injection dans l'ovocyte (ICSI) de
spermatozoides prélevés dans le testicule est le
traitement spécifique des azoospermies sécré-
toires. Cependant il n'existe pas de critéres,
hormonal ou clinique, prédictifs de la présence
ou de l'absence des spermatozoides dans les
tubes séminiferes. La biopsie testiculaire
exploratrice parait donc indispensable avant
d'entreprendre la fécondation assistée.

L'exploration multifocale des deux testicules a
été pratiquée par biopsie chirurgicale a scro-
tum ouvert chez 34 patients. Un fragment tis-
sulaire a été prélevé dans les quadrants supé-
ro-interne et inféro-externe de chaque testicu-
le en raison de 1'hétérogénéité habituelle des
lésions. Chaque prélevement a été recoupé en
trois fragments qui ont été soumis aux tech-
niques suivantes:

¢ dilacération extemporanée a la recherche de
spermatozoides pouvant éventuellement étre
cryoconservés en vue d'une tentative ultérieu-
re,

* étude de la méiose
e fixation et étude histologique

La sensibilité, la spécificité, les valeurs prédic-
tives positives (VPP) et négatives (VPN) de
l'analyse histologique et du dosage de FSH ont
été déterminées par rapport aux résultats
positifs ou négatifs de la recherche de sperma-
tozoides lors de la dilacération.

La dilacération a montré la présence de sper-
matozoides dans 15 cas (44%) permettant la
cryoconservation dans 14 cas. L'anomalie his-
tologique la plus fréquemment observée était
I'absence totale de cellules germinales dans la
majorité ou la totalité des sections tubulaires
(régression sertolienne). Cependant, dans les
tubes ou persistent des cellules germinales, la
spermatogenése est habituellement complete.
Plus rarement, chez certains patients, un blo-
cage méiotique aux stades leptoténe ou pachy-
téne de la prophase de premieére division a été
observé dans la totalité des sections tubu-
laires. L'analyse de la méiose a révélé 2 cas
d'anomalies de ségrégation chromosomique
(asynapsis partiel) pouvant expliquer l'azoo-
spermie.
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Les résultats obtenus par les trois types d'exa-
men sont concordants dans 65% des cas. Dans
35% des cas, des spermatozoides ont été
retrouvés lors de I'étude de la méiose et de la
dilacération alors que l'histologie était négati-
ve. L'histologie comparée au dosage de FSH
plasmatique présente une sensibilité de 50%
(vs 21%), une spécificité de 100% (vs 92%" une
VPP de 100% (vs 75%) et une VPN de 61,5%
(v852%). Enfin six décongélations ont été réali-
sées aboutissant a une grossesse évolutive
(naissance d'une fille de 3,750 kg).

Ces résultats confirment le faible caractere
prédictif du dosage de FSH et de 'examen his-
tologique, qui restent cependant indispen-
sables pour le diagnostic étiologique de 1'azoo-
spermie sécrétoire. La dilacération des frag-
ments biopsiques permet de localiser les foyers
actifs de spermatogenése, d'augmenter la pro-
babilité de recueillir des spermatozoides et de
les utiliser en thérapeutique immédiate ou
d'en pratiquer la cryoc onservation.

AMELIORATION DE LA MOBILITE DES
SPERMATOZOIDES TESTICULAIRES
PRELEVES CHIRURGICALEMENT

M. AMER, *O T. ABD EL-NASER, *0
G. ABDEL-MALAK, *, SHAWKY EL

HAGGAR 0O

* Clinique Internationale Adam, 20 Rue Aden,
Mohandessin, Le Caire, Egypte. o Département
d’Andrologie, Faculté de Médecine, Université du
Caire, Le Caire, Egypte. Département
d’Insémination Artificielle, et de Transfert d’ Embryon,
Institut de Recherches de Reproduction Animale,
Giza, Egypte.

INTRODUCTION

L'ICSI avec des spermatozoides totalement
immobiles peut avoir des effets négatifs sur la
fécondation et le taux de grossesse (Nagy et al.,
1995). Cet effet négatif se manifeste plus en
utilisant des spermatozoides immobiles éjacu-

lés et moins en utilisant des spermatozoides
immobiles testiculaires. La mobilité est un
signe sir de viabilité, puisqu'un spermatozoide
immobile peut étre mort.

Pour examiner la viabilité d’'un spermatozoide
immobile un test hypoosmotique fut utilisé o1
le spermatozoide viable montre le gonflement
de la queue. Néanmoins, cela n’est pas précis
et peut étre toxique (Nagy et al., 1998). Une
autre méthode logique est celle d’'induire une
mobilité dans les cellules en augmentant le
niveau de I’ AMP cyclique en traitant les sper-
matozoides par des inhibiteurs de la phospho-
diesterase comme la caféine et la pentoxifylli-
ne. Cette méthode fut longuement utilisée
pour les spermatozoides éjaculés en pro-
grammes de procréation médicalement assis-
tée mais aucune étude ne fut publiée sur les
spermatozoides testiculaires.

BUT DE L’ETUDE

C’est d’étudier les effets de la caféine et de la
pentoxifylline (comme stimulateurs de la mobi-
lité) sur les spermatozoides testiculaires
immobiles et peu mobiles, ainsi facilitant le
choix de spermatozoides viables pour ICSI des
patients ayant des spermatozoides totalement
immobiles.

PATIENTS ET METHODES

50 échantillons de spermatozoides testicu-
laires prélevés chirurgicalement avec une
mobilité initiale nulle ou tres faible de (0-10%)
et un nombre de plus que 0.1 x 106 /ml furent
sélectionnés. 45 échantillons furent obtenus de
patients azoospermiques et 5 de patients
nécrospermiques.

Chaque échantillon fut divisé en trois parties.
La premiére fut gardée comme contrdle, la
seconde fut traitée avec de la caféine (5mM/ml)
volume/volume, et la troisiéme fut traitée avec
de la pentoxifylline (3.6mM/ml volume/volu-
me).

La mobilité initiale et la viabilité furent esti-
mées avant le traitement pharmacologique et
la mobilité fut déterminée 1/2, 1, 2, 3 et 4
heures apres le traitement.

Une microscopie électronique fut effectuée
pour I'éjaculat des 5 patients ayant une nécro-
spermie complete

130



RESULTATS

45 échantillons furent obtenus des patients
azoospermiques, sécrétoires (30) et obstructifs
(15).

5 échantillons furent obtenus des patients
nécrospermiques dont 3 avaient des bras de
dynéine absents et 2 avaient un défaut de
queue non structural.

Aucune différence statistiquement importante
ne fut trouvée entre les cas sécrétoires et obs-
tructifs concernant le nombre, la motilité ini-
tiale et la vitalité (Tableau 1).

Les échantillons contrdles montrérent une
amélioration légeére en motilité qui fut maxi-
male apres une heure puis décroissait graduel-
lement (Tableau 2). Les échantillons traités a
la caféine montrérent une amélioration modé-
rée qui fut maximale aprés une heure (Tableau
3). Les échantillons traités par Ila
Pentoxifylline montrérent la meilleure amélio-
ration qui fut maximale aprés deux et heures
fut plus persistante (Tableau 4).

Aucune différence d’importance statistique ne
fut trouvée entre les cas sécrétoires et obs-
tructifs concernant leur réaction envers la sti-
mulation pharmacologique ou l’amélioration
spontanée de mobilité (Tableau 5).

Les patients nécrospermiques avec défauts de
structure de queue ne réussirent pas a montrer
signe de mobilité dans tous les échantillons,
alors que ceux dépourvus d’anomalies structu-
rales montrérent des degrés variables de mobi-
lité surtout avec la pentoxifylline.

Néanmoins, chez les patients ayant des sper-
matozoides complétement immobiles la viabili-
té des spermatozoides testiculaires était tou-
jours meilleure que celle des spermatozoides
éjaculés.
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DISCUSSION

Le biologiste effectuant une procédure d’ICSI
fait face a un grand probléme lorsqu’il confron-
te un cas d'immobilité complete de spermato-
zoides. Liu et al. (1997) rapporte que la cultu-
re in-vitro de spermatozoides testiculaires
pour 72 heures améliore la mobilité et la mor-
phologie pour les patients ayant une azoosper-
mie obstructive, alors que la réaction est plus
faible et imprévue pour les cas sécrétoires.
Rives et al. (1998) rapporte que le traitement
de spermatozoides testiculaires cryo-dégelés
avec la pentoxifylline améliore remarquable-
ment la mobilité pour les cas sécrétoires et obs-
tructifs.

Nos résultats montrent que les effets de la
caféine et de la pentoxifylline sur les sperma-
tozoides testiculaires sont similaires aux sper-
matozoides éjaculés, ou la pentoxifylline pro-
duisait un effet retardé mais plus persistant.
De méme, la pentoxifylline produisait la
meilleure amélioration de mobilité. A noter,
une amélioration spontanée de la motilité
pourra se manifester pour permettre la sélec-
tion de spermatozoides viables pour ICSI spé-
cifiquement si un grand nombre de spermato-
zoides est trouvé (> 0.1x106 /ml).

RECOMMANDATIONS

La pentoxifylline devra étre utilisée routiniére-
ment durant I'ICSI avec prélevement testicu-
laire pour les cas rares de spermatozoides
immobiles.

Trouvant un nombre suffisant de spermato-
zoides (20.1x106/ml), il n’y a pas besoin d'une
stimulation pharmacologique puisqu’une amé-
lioration spontanée et suffisante pour I'ICSI
pourra se produire.



Tableau 1 : Comparaison entre la numération, la mobilité et la vitalité des spermatozoides
dans les cas sécrétoires et obstructifs.

Variable Moyenne en cas Moyenne en cas P. Value
obstructive sécrétoires

Numération 0.761 + 0.474 0.668 + 1 0.259

Mobilité 6.38 +4.13 4.21 + 4.03 0.753

Vitalité 58.88 +18.59 47.96 + 21.95 0.348

Tableau 2 : Changement de la mobilité spermatique des échantillons contréle pendant une
période d’observation de 4 heures

Temps Pourcentage de Pourcentage de mobilité
(heure) mobilité minimale mobilité maximale Mobilité moyenne
1/2 0% 40 % 12.3 + 10.9

1 0% 50 % 14.54 + 13.06

2 0% 40 % 12.1 + 12.86

3 0% 40 % 8.1 +9.57

4 0% 25 % 5.24 + 6.89

Tableau 3 : Changement de la mobilité spermatique des échantillons traités par la caféine
pendant une période d’observation de 4 heures

Temps Pourcentage de Pourcentage de mobilité
(heure) mobilité minimale mobilité maximale Mobilité moyenne
1/2 0% 80% 21.92 + 20.53

1 0% 80% 26.74 + 22.57

2 0% 70% 25.26 + 20.94

3 0% 50% 17 + 154

4 heures 0% 40 % 11.5 + 11.66

Tableau 4 : Changement de la mobilité spermatique des échantillons traités par la pentoxi-
fylline pendant une période d’observation de 4 heures

Temps Pourcentage de Pourcentage de mobilité
(heure) mobilité minimale mobilité maximale Mobilité moyenne
1/2 0% 60% 22.7 + 18.19

1 0% 80% 34.2 + 23.33

2 0% 80% 36.1 + 23.3

3 0% 70% 28.8 + 21

4 0% 80 % 23.1 £ 17.89

Tableaw 5 : Différence de mobilité entre cas fonctionnels et obstructifs.

Groupe Obstructif Fonctionnel valeur P.
Contrdle 19.16 + 12.27 11.93 + 12.94 0.701
Caféine (1heure) 34.16 + 26.63 22.56 + 19.14 0.044
Pentoxifylline (2 heures) 45 + 25.2 31.09 = 20.93 0.443
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INTRODUCTION

L'ICSI avec prélevement testiculaire de sper-
matozoides (TESE) est devenue le protocole
habituel pour le traitement des patients souf-
frant d’azoospermie sécrétoire et excrétoire
irréparable. Ces patients ne posseédent pas de
sources de spermatozoides, excepté les testi-
cules. De 13, ils doivent répéter la procédure
de TESE pour chaque cycle d’ICSI. Cependant,
I'échec de prélevement des spermatozoides
peut se présenter surtout pour les patients
souffrants d’azoospermie sécrétoire, méme

apres des succés précédents. Cela est dii aux
effets secondaires du traumatisme chirurgical
sur le fonctionnement testiculaire. En effet
Schlegel et Su (1997) rapportent 'échec du pré-
levement des spermatozoides dans 75% des cas
quand le second TESE fut effectué avant six
mois et de 20% quand un second TESE fut
effectué apres six mois. Ils ont rapporté de
méme une atrophie et une dévascularisation
aprés de multiples incisions en albuginée.

BUT DE L’ETUDE

Cest d’évaluer la possibilité du succés ou de
I’échec d'une seconde procédure TESE en rela-
tion avec I'Histopathologie testiculaire et l'in-
tervalle de temps apres la premiére procédure,
pouvant ainsi déterminer le temps approprié
pour répéter la procédure TESE, si nécessaire.

PATIENTS ET METHODES

34 patients azoospermiques a la Clinique
Internationale Adam, furent sujets a des TESE
multiples aprés 1-24 mois de la premieére pro-
cédure. 27 patients souffraient d'une azoosper-
mie sécrétoire et 7 patients d'une azoospermie
obstructive :

Ils furent classés en trois groupes selon l'inter-
valle de temps apres la premiére procédure
TESE qui est ordinairement diagnostique :

Groupe I : subirent TESE répété < 3 mois (9
patients)

Groupe II : subirent TESE répété apres 3-8
mois (6 patients)

Groupe III : subirent TESE répété apres 8-24
mois (19 patients)

Lorsque 1 ou 2 biopsies étaient suffisantes
pour prélever des spermatozoide nous I'avons
nommé un prélevement facile. Avec plus que
deux biopsies nous 'avons nommé un préléve-
ment difficile.

RESULTATS

Tous ces sujets (34), avaient un prélevement
facile durant la premiére procédure : aprés une
biopsie chez 27 d’entre eux et deux biopsies
chez les 7 restants.

Durant un TESE répété, dans le groupe I, six
patients eurent un prélevement facile, un
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patient eut un prélevement difficile et aucun
spermatozoide ne put étre retiré de deux
patients malgré 10 biopsies prélevées des deux
testicules. Dans le groupe II, 5 patients eurent
un prélévement de spermatozoides facile, un
patient avec un prélevement difficile (apres 6
biopsies). Dans le groupe III, 10 patients
eurent un préléevement de spermatozoides
facile, 8 patients eurent un prélevement diffi-
cile et aucun spermatozoide ne put étre préle-
vé chez un patient aprés 14 biopsies (Tableau
1).

Des spermatozoides furent prélevés avec suc-
cés chez 77,77% des patients qui subirent des
TESE répétés avant 3 mois et chez 96% chez
ceux qui les subirent aprés 3 mois (Tableau 2).

Aucune difficulté n’a été rencontrée chez les 7
patients obstructifs. Tous les patients souf-
frant de prélevements difficiles ou échoués en
second TESE, souffraient d’'une azoospermie
sécrétoire.

DISCUSSION

La biopsie testiculaire, pourtant une procédure
facile, n’est pas dépourvue de complications.
L’hématome résiduel, les changements inflam-
matoires ou la possibilité de 1ésion vasculaire,
peuvent nuire au niveau marginal de produc-
tion de spermatozoides chez les patients souf-

frant d’azoospermie sécrétoire. Ainsi un
second TESE pourrait étre difficile ou méme
impossible (Schlegel et Su, 1997). Cette prévi-
sion triste doit étre anticipée chez les patients
d’azoospermie sécrétoire qui subiront un TESE
thérapeutique pour I'ICSI.

Nos résultats montrent qu'un intervalle de 3
mois est suffisant pour considérer la répétition
de TESE avec succés de prélevement dans 96%
des cas, malgré la possibilité de rencontrer une
difficulté a prélever des spermatozoides pour
les patients d’azoospermie sécrétoire. D’apres
Schlegel et Shihua (1998), V'usage de magnifi-
cation optique pour éviter les vaisseaux impor-
tants et pour choisir des tubules apparemment
sains pour minimiser la perte de tissus, facili-
teront le prélevement de spermatozoides et
porteront au minimum les complications chi-
rurgicales.

RECOMMANDATIONS
Pour les patients d’azoospermie sécrétoire qui
subiront ICSI nous recommandons :

1. Ne jamais effectuer un essai diagnostique de
TESE.

2. Tentative d’ICSI avec biopsie en premier lieu
(c.a.d. avant la ponction ovocytaire).

Tableau 1 : Résultats d’une seconde procédure de TESE

GROUPE FACILE DIFFICILE TESE TOTAL
+ve +ve -ve
I (<3 mois) 6 (66.66%) 1(11.11%) 2 (22.22%) 9 (100%)
IT (3-8 mois) 5 (83.33%) 1(16.66%) - 6 (100%)
III (> 8 mois) 10 (52.63%) 8 (42.1%) 1 (5.26%) 19 (100%)
Tableau 2 : Données du Premier et second TESE avec Histopathologie
GROUPE NOMBRE | ler % 2eme TESE Histopathologie
DE TESE +ve TESE +ve % Fonct. Obst
PATIENTS | +ve | -ve +ve | -ve
S
I (£3 mois) 9 - | 100% 7 2 | 77.77% 1
I1(3-8 mois) 6 6 - 100% 6 - 100%
II1(>8 mois) 19 19 - 100% 18 1 94, 7% 15 4
TOTAL 34 34 - 100% 31 3 91.2% 27 7
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3. Usage du microscope opératoire durant la
procédure TESE.

4. Cryo-préservation de tous spermatozoides
testiculaires restants.

5. Une durée de 3 mois semble étre bien suffi-
sante pour considérer la répétition d’un
TESE.

REFERENCES

Schlegel PN et Su L.M. (1997) : Physiological
consequences of testicular sperm extraction.
Human Reproduction, 12. 1488-1493.

Schlegel PN et Shihua P. (1998) : Microdissection
TESE : sperm retrieval in non-obstructive azoosper-
mia. Video. Human Reproduction update,4, 439.

PRELEVEMENT TESTICULAIRE EN
CAS D’AZOOSPERMIE SECRETOIRE.

BIOPSIES SINGULIERES OU
MULTIPLES ?

LA VALEUR PREDICTIVE DE LA COLO-
RATION CYTOLOGIQUE DU LIQUIDE
SEMINAL PAR LA COLORATION DE
MAY-GRUNWALD GIEMSA ( MGG)

M. AMER*O, T. ABDEL-NASER*O,
G.ABDEL-MALAK* , S. EL-HAGGARO

* Clinique Internationale Adam, 20 Rue Aden,
Mohandessin, Le Caire, Egypte.

o Département d’Andrologie, Faculté de Médecine,
Université du Caire, Le Caire, Egypte.

Département d’Insémination Artificielle, et de
Transfert d’Embryon, Institut de Recherches de
Reproduction Animale, Giza, Egypte.

INTRODUCTION

L’ICSI apres prélevement testiculaire de sper-
matozoides (TESE) est devenu le protocole
habituel pour le traitement des patients souf-
frant d’'une azoospermie sécrétoire (Devroey et
al., 1995). Néanmoins, le TESE peut ne pas
réussir toujours chez ces patients comme ils ne

possédent que des petits foyers de spermatoge-
nése desquels un nombre minuscule de sper-
matozoides pourra étre prélevé (Silber et al.,
1995).

Comme les résultats de l'injection de sperma-
tides rondes sont plutét décevants (Amer et al,
1997 ; Vanderzwalmen et al., 1997), tout effort
doit étre mené afin de pouvoir prédire, détecter
et extraire un spermatozoide testiculaire
viable.

A ce jour, aucun consensus n’a été établi sur le
nombre de biopsies nécessaire pour un TESE
réussi. Silber et al., (1997) proposent une biop-
sie simple, tandis que Hauser et al. (1998) pro-
posent 3 biopsies de chaque testicule pour
accroitre le rendement du TESE.

Par ailleurs, plusieurs études furent établies
pour déterminer la valeur prévue des diffé-
rents parameétres cliniques prédictifs de la
réussite du TESE. Aucun parametre précis
absolu ne fut déterminé, cela comprend le volu-
me testiculaire, le niveau de la F.S.H., et
I'Histopathologie (Kahraman et al, 1996 et
Tournaye et al, 1997).

Récemment Silber et Johnson (1989) ont
démontré que des spermatozoides peuvent
étre trouvés chez tous les patients ayant des
spermatides rondes détectables en biopsie de
testicules. Il ne sera donc pas étonnant que la
détection de spermatides rondes dans 1’éjacula-
tion puisse étre un parameétre de prédiction
précis pour un TESE réussi.

BUT DU TRAVAIL

C’est de trouver le pourcentage d’incidence de
TESE réussi pour les patients ayant une azoo-
spermie sécrétoire en relation avec diverses
pathologies testiculaires.

C’est aussi de comparer les résultats de TESE
entre biopsies singuliéres ou multiples.

C’est finalement d’établir la valeur de la colo-
ration cytologique du liquide séminal par la
coloration de May-Griinwald Giemsa (MGG) et
d’évaluer les parametres cliniques différents,
pour la prédiction du succés de TESE.

PATIENTS ET METHODES

216 patients souffrant d’azoospermie sécrétoi-
re subissent une biopsie testiculaire bilatérale
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avec une simple piéce de chaque testicule, pour
Pextraction de spermatozoides et I'évaluation
histopathologique.

100 patients subirent la méme procédure mais
avec biopsies testiculaires multiples de chaque
testicule. Aucune biopsie supplémentaire ne
fut effectuée apres identification des spermato-
zoides avec un maximum de 4 biopsies par tes-
ticule. 2 piéces de chaque biopsie de testicules
(pole supérieur et inférieur) ont été examinées
en Histopathologie. La coloration MGG du
liquide séminal fut effectuée pour 99 patients.

Pour tous les patients, la taille testiculaire fut
mesurée a 'aide de l'orchidomeétre de Seager et
le niveau de la F.S.H. sanguine fut estimé.

RESULTATS

Selon les résultats histopathologiques, les
patients furent classés en 5 groupes : arrét au
stade de spermatide précoce, arrét au stade de
spermatocyte primaire, syndrome de cellules
de Sertoli (S.C.0.), pathologie mixte et sclérose
tubulaire.

Les spermatozoides furent prélevés avec suc-
cés de 37.5% des patients subissant une biop-
sie simple, et de 49% de ceux qui subirent des
biopsies multiples.

Pour chaque groupe histopathologique les
biopsies multiples montrérent un assez haut
pourcentage de prélevement de spermato-
zoides & l’exception des cas avec syndrome
S.C.0. complet ainsi que les cas de sclérose
tubulaire (Tableau 1).

Par coloration MGG, des spermatocytes pri-
maires furent détectés dans I'éjaculation de
tous les patients avec prélévement de sperma-
tozoides réussi (100%) et dans (50%) de TESE
négatifs (Tableau 2). Des spermatides rondes
furent détectées dans I'éjaculation de 83.7%
des patients avec prélevement de spermato-
zoides réussi et dans 22% de TESE négatifs
(Tableau 3).

Histopathologie testiculaire, volume testiculai-
re et concentration sérum F.S.H. étaient des
parametres non précis pour la prédiction du
succés du TESE pour les patients avec azoo-
spermie sécrétoire.

DISCUSSION

Il a été récemment démontré quun nombre
minimal de spermatozoides en tubules sémi-
niferes doivent exister pour atteindre 'éjacu-
lat. Ce seuil a été déterminé a 4-6 spermatides
par tubules (Silber et al., 1997). Ainsi, en azoo-
spermie sécrétoire une spermatogenése rédui-
te peut exister dans les testicules. Méme
quand [U'Histopathologie testiculaire ne
découvre aucune spermatogenése, il pourra se
trouver quelque part un foyer dans le testicule
ou quelques spermatozoides sont produits et
pourront étre utilisés avec succés en ICSI
(Tournaye et al., 1996). Ainsi, 'ICSI par TESE
offre aux hommes azoospermiques la possibili-
té d’engendrer méme s’ils ne montrent pas de
spermatogenése normale. Tous les patients
souffrant d’azoospermie sont préts a explorer
la possibilité de ce nouveau traitement avec
leurs propres conditions (Tournaye et al.,
1997).

Nos résultats montrent que les biopsies mul-
tiples dans tous les cas fonctionnels a l'excep-
tion des cas avec syndrome S.C.O. complet
ainsi que les cas de sclérose tubulaire offrent
les meilleurs moyens d’obtenir assez de sper-
matozoides en azoospermie sécrétoire. Quatre
quadrants de biopsies sont le nombre maximal
et suffisant pour déceler une production focale
de spermatozoides. A noter que cette attitude
risque la perte de tissus testiculaires et entrai-
ne des lésions vasculaires (Schlegel et
Su, 1997). L'usage de microscope opératoire
durant le TESE pour sélectionner les tubules
sains réduira le nombre de biopsies multiples
(Schlegel et Shihua, 1998).

Nos résultats montrent aussi 'absence de
parameétres prédictifs absolument précis pour
les TESE réussis avec les patients souffrant
d’azoospermie sécrétoire alors que la détection
de spermatides dans I'éjaculation avec colora-
tion MGG recouvre la meilleure sensibilité et
précision.

RECOMMANDATIONS

a. En cas de manque de facilités opératoire, un
maximum de 4 quadrants de biopsies testicu-
laires est recommandé si les prélevements suc-
cessifs s’avérent négatifs.
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Tableau 1 : Pourcentage de TESE positifs avec biopsies singuliéres et multiples

Histopathologie % TESE +ve

(biopsies singulieres)

% 58.7 (17/29)
% 27.8 (5/18)
56.7 (34/60) %

Arrét en spermatide
Arrét en spermatocyte primaire,

Pathologie mixte

Syndrome de S.C.O. 23.2 (19/82)%
Sclérose tubulaire 22.2 (6/27) %
Total 37.5 (81/216) %

% TESE +ve
(biopsies multiples)

%85 (17/20)
44.4 (4/9)%
65.4 (17/26)%
24.2 (7/29)%
25 (4/16)%
49 (49/100) %

Tableau 2 : sensibilité et spécificité des spermatocytes primaires décelées par

coloration MGG
TESE +ve -ve
MGG. C1
+ve 49 (100%) 25 (50%)
-ve o 25 (50%)

Tableau 3 : sensibilité et spécificité des spermatides rondes décelées par

coloration MGG
TESE +ve -ve
MGG spermatides
+ve 41 (83.7%) 11 (22%)
-ve 8 (16.3%) 39 (78%)

b. En cas de syndrome S.C.O. complet ainsi
que dans les cas de sclérose tubulaire une
seule biopsie est suffisante.

c. Si cette étude est confirmée par d’autres
équipes, la détection de spermatides dans I'éja-
culat offre un moyen simple et efficace qui
devra étre effectué pour tous les patients azoo-
spermiques pour prédire I'Histopathologie et 1a
présence des spermatozoides testiculaires dans
les cas sécrétoires sans avoir recours a une
biopsie diagnostique préalable avec tous ses
dangers.
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LA FECONDATION ASSISTEE AVEC
SPERME, FRAIS OU CONGELE DANS
LES AZOOSPERMIES EXCRETOIRES ET
SECRETOIRES.

FRIEDLER S, SOFFER Y1, RAZIEL A2,
SCHAHTER M2 , STRASSBURPER D2,
KAUFMAN S1, KOMAROWSKI D2,
OMANSKI A1, KASTERSTEIN E2, BERN
02, RON-EL R2

2. Unité de FIV & 1Centre d'Infertilité Masculine,
Centre Médical Assaf Harofé, Zerifin, Faculté de
Médecine Sackler, Université de Tel Aviv.

INTRODUCTION: Dans les azoospermies
obstructives et sécrétoires, la cryopréservation
des spermatozoides prélevés du testicule ou de
I'épididyme permet de répéter les cycles de
fécondation assistée et d'augmenter le taux
cumulé des grossesses sans pour autant répé-
ter le geste chirurgical. L'age de la femme et la
qualité de la réponse ovarienne sont impor-
tants sans aucun doute, mais les chances de
grossesses ne dépendent-elles pas aussi de
I'étiologie des azoospermies qui, dans une large
mesure, détermine l'origine testiculaire ou épi-
didymaire des spermatozoides ? L'état du sper-
me utilisé, frais ou cryo-préservé, a-t-il lui-
aussi quelque impact sur les résultats? Le but
de ce travail est, dans une série de cycles
d'ICSI pratiqués pour azoospermie, d'analyser
I'impact de tous ces facteurs sur le développe-
ment des grossesses évolutives.

MATERIEL ET METHODES: Dans 124
cycles de fécondation assistée sous protocole
long de suppression / stimulation, des préléve-
ments chirurgicaux de spermatozoides ont été
pratiqués: aspiration percutanée de 1'épididy-
me dans les azoospermies obstructives et biop-
sie testiculaire dans les azoospermies sécré-
toires. Les spermatozoides surnuméraires ont
été cryo-préservés pour des cycles ultérieurs.
Les techniques des prélevements et de congé-
lation des spermatozoides sont détaillées
ailleurs (Friedler S et al, Hum Reprod 12:1488-
93, Friedler S et al, Fertil Steril 68:892-7). Les
résultats des cycles d'ICSI ont été étudiés
selon l'étiologie obstructive ou sécréloire de
l'azoospermie ainsi que selon 1'état frais ou
décongelé du sperme utilisé.

RESULTATS: Les résultats de 'ICSI dépen-
dent en premier lieu de la réponse ovarienne
(a29%ovocytes) surtout dans les azoospermies
sécrétoires, et de 1'age la femme (<37 ans). Les
résultats de la fécondation assistée selon 1'étio-
logie de 1'azoospermie et l'état frais ou décon-
gelé du sperme utilisé sont résumés dans le
tableau ci-apres.

CONCLUSION: La qualité de la réponse ova-
rienne et par conséquent 1'adge de la femme
sont bien entendu déterminants pour 1'établis-
sement de grossesses évolutives, surtout dans
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Azoospermie Obstructive Sécrétoire

Spermatozoides Frais Décongelés p Frais Décongelés p
Nombre de cycles 29 37 34 24

# d'ovocytes injectés 266 363 314 227

Taux de fécondations 51.5% 57.5% ns 51.5% 36.8% ns
Taux de clivage 98% 83% ns 96% 85% ns
Taux d'implantation  16/90 18%  14/107 T3 ns 9/106 8.5% 6/64 97 ns
Grossesses/Transferts 11/27 41%  14/30 47% ns 8/32 25% 6/21 28% ns
Avortements précoces 3/11 2770- 1/14 7% <05 0/8 070 2/6 33% <05
Grossesses évolutives  8/27 30% 13/30 43% ns 8/32 25% 4/21 19% ns

Et accouch/Transferts

les azoospermies sécrétoires dans lesquels le
nombre limité de spermatozoides de qualité
peut étre critique lorsqu'il y a également peu
d'ovocytes. Néanmoins, pris dans leur
ensemble, les résultats de la fécondation assi
stée ne semblent pas différents dans les deux
types d'azoospermies. Dans les deux groupes,
l'usage des spermatozoides décongelés accroit
sensiblement le taux cumulé des grossesses,
sans modifier le taux d'implantation.

LA FECONDATION ASSISTEE AVEC
SPERME IMMOBILE FRAIS OU
DECONGELE

SOFFER Y1, STRASSBURGER D2, RAZIEL
A2 FRIEDLER S2, KAUFMAN S1,
KOMAROVSKY D2, BERN 02,0MANSKI
Al, KARSTENSTEIN E2, SCHACHTER M2,
RON-EL R2-,

1Centre d'infertilité masculine, & 2Unité de FIV,
Centre médical Assaf Harofé, Faculté de Médecine
Sackler, Université de Tel-Aviv, Israél.

INTRODUCTION: Les cas d'infertilité mas-
culine avec immobilité "totale" du sperme,
constituent méme en fécondation assistée, un
enjeu difficile. Nous avons eu trois cas de ce

genre avec anomalies du squelette flagellaire
(absence des bras de dynéine en microscopie
électronique). Apres éjaculations répétées, on
peut souvent découvrir dans ces cas, quelques
spermatozoides mobiles. Un autre groupe de
sperme immobile en fécondation assistée est
iatrogéne, consécutif a la cryo-préservation de
spermatozoides surnuméraires en toute quan-
tité et de toute origine (fragments testicu-
laires, aspirats épididymaires) pour éviter des
prélevements chirurgicaux répétés de sperme.
Apres décongélation, on ne retrouve parfois
que de rares spermatozoides mobiles et 1'on est
alors forcé d'injecter des ovocytes avec du sper-
me immobile. L'objet de ce travail est de juger
de l'intérét de la micro-injection avec du sper-
me immobile frais ou décongelé.

MATERIEL ET METHODES: Deux groupes
ont été étudiés rétrospectivement. Le Groupe 1
avec sperme frais immobile a 100%: dans ces
trois cas, 3 cycles avec éjaculat unique (1 par
cas) sont comparés aux 6 cycles ultérieurs avec
éjaculations répétées (2 a 4). Le Groupe 2 avec
sperme décongelé immobile. Ces 9 cas incluent
deux azoospermies obstructives (2 cycles sur
35 avec sperme épididymaire et 7 azoosper-
mies sécrétoires (7 cycles sur 19 avec sperme
testiculaire). Les ovocytes de la méme cohorte,
injectés avec du sperme mobile, servent de
controle.

RESULTATS: Groupe 1: Dans les trois cycles
d'ICSI utilisant l'éjaculation unique, un seul
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ovocyte, sur les 39 injectés, était fécondé avec
un clivage normal (3%). Par comparaison, dans
les 6 cycles usant le dernier des éjaculats répé-
tés avec quelques spermatozoides mobiles, 41
ovocytes (48%) sur 85 étaient fécondés avec cli-
vage dans 35 ceufs (41 %, p < 0.001). Un trans-
fert d'embryons a été fait dans tous ces cycles.
Une grossesse gémellaire en est résultée
menant a la naissance de deux enfants bien
portants, Groupe 2. Dans deux cycles, 18 ovo-
cytes étaient injectés avec du sperme déconge-
lé épididymaire. Sur 8 ovocytes recevant du
sperme immobile un embryon a été observé
tandis que dans les autres ovocytes injectés
avec du sperme mobile, 4 embryons étaient
obtenus (différence non significative). Des
embryons ont été transférés dans ces deux
cycles sans donner de grossesse. Dans sept
cycles, 114 ovocytes étaient injectés avec du
sperme testiculaire décongelé. Dans les 51 ovo-
cytes recevant du sperme immobile, le taux de
fécondation était de 31 % et celui du clivage,
75% . Quant aux 63 ovocytes ayant recu du
sperme mobile, les taux respectifs de féconda-
tion et de clivage, 37% et 87%, n'étaient pas
sensiblement différents, Des transferts d'em-
bryons ont été faits dans tous ces cycles, indis-
tinctement de la mobilité du sperme injecté.
Quatre grossesses furent enregistrées, dont
une seule avec un sperme totalement immobi-
le, terminée par un avortement.

CONCLUSION: Dans les cas d'immobilité
totale du sperme, des éjaculations répétées
permettent souvent d'obtenir quelques sper-
matozoides de meilleurs viabilité et pouvoir
fécondant et de pratiquer des micro-injec-
tions,réussies. Quant aux spermatozoides
décongelés immobiles, il semblerait que leur
pouvoir fécondant en ICSI ne soit pas tres dif-
férent de celui des spermes décongelés mobiles.
La mise en évidence chez un couple d'un sper-
me totalement immobile, frais ou décongelé, ne
devrait donc pas nous amener & renoncer a la
micro-injection avec le sperme du mari. Dans
un nombre non négligeable de cas, des gros-
sesses sont été ainsi obtenues.

ETUDE DE LA FSH PLASMATIQUE ET
DU VOLUME TESTICULAIRE COMME
FACTEURS PREDICTIFS
D’ALTERATION DE LA SPERMA-
TOGENESE ET DE LA PRESENCE DE
SPERMATOZOIDES DANS LE PAREN-
CHYME TESTICULAIRE.

A. BOUCHER, N. BERGER-DUTRIEUX M.C.
PINATEL, A. CHARRIE, B. CLAUSTRAT,
M. PUGEAT, H. LEJEUNE.

Clinique Endocrinologique (MP, HL), Laboratoire
d’Anatomie Pathologique (NBD), Laboratoire de
Meédecine Nucléaire (AC), Hopital de UAntiquaille ;
Laboratoire de Biologie de la Reproduction (MCP),
Hépital E. Herriot ; Centre de Médecine Nucléaire
(BC), Hopital Louis Pradel, Hospices Civils de
Lyon ; Université Claude Bernard Lyon I (AB,
NBD, MCP, AC, BC, MP) et INSERM-INRA U418
(HL), Hépital Debrousse, Lyon.

Le but de ce travail a été d'étudier les relations
entre les marqueurs cliniques et biologiques de
la spermatogenése et les données anatomopa-
thologiques dans une population de 37
hommes infertiles ayant eu une mesure du
volume testiculaire, la détermination de la
concentration de FSH par deux méthodes, un
dosage radioimmunologique par compétition
(RIA) et un dosage immunométrique par
couple d’anticorps monoclonaux et marqueur
chémoluminescent (ICMA) et une biopsie testi-
culaire bilatérale.

Les résultats des dosages de FSH par les 2
méthodes correlent entre eux (r=0,96 p<0,001)
mais donnent des valeurs absolues différentes.
Pour juger les possibilités d'interprétation des
dosages de FSH indépendamment de la métho-
de de dosage, nous avons constitué une popu-
lation témoin de 23 hommes ayant un spermo-
gramme normal et des spermatozoides fécon-
dants. Les résultats des dosages de FSH des
patients ont été exprimés en nombre de fois
I'écart type (Z score) des résultats obtenus chez
les témoins. Dans ces conditions, les résultats
ne sont pas différents pour les 2 méthodes de
dosage (p>0,99).

Il existe une corrélation significative entre le
volume testiculaire, les dosages de FSH et les
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criteres anatomopathologiques suivants :

1) % de tubes séminiferes présentant les
aspects : normal, hypospermatogénese modé-
rée, hypospermatogénése sévere, blocage de la
spermatogéneése, aplasie germinale, fibrohyali-
nose,

2) nombre moyen de spermatozoides par tube
séminifere et

3) nombre moyen de spermatozoides par tubes
contenant les spermatozoides. Volume testicu-
laire et concentration plasmatique de FSH
représentent donc des marqueurs de la sper-
matogenese a l'échelon de la population.

Nous avons cherché a savoir s'ils représen-
taient aussi des criteres prédictifs de la pré-
sence de spermatozoides dans le parenchyme
testiculaire. Nous avons déterminé la sensibili-
té, la spécificité, les valeurs prédictives posi-
tives et négatives pour les diverses valeurs
seuil possibles de FSH (RIA, ICMA ; Ull et Z
score) et de volume testiculaire. Les courbes
ROC (Receiver Operator Characteristic) ainsi
établies montrent que FSH et volume testicu-
laire ne permettent de prédire qu'imparfaite-
ment la présence ou l'absence de spermato-
zoides dans les biopsies testiculaires. Cette dis-
cordance entre les marqueurs de la spermato-
genése et le nombre de spermatozoides visibles
sur les biopsies testiculaires semble s'expli-
quer par l'existence de troubles de la sperma-
togenese de mécanismes physiopathologiques
différents donnant lieu a des répartitions cel-
lulaires variables d'un sujet a 'autre.

Ainsi le dosage de FSH et 1a mesure du volume
testiculaire apparaissent indicateurs d'une
altération de la spermatogenése mais insuffi-
sant pour prédire individuellement la présence
de spermatozoides dans le testicule. Il est donc
nécessaire de réaliser une biopsie testiculaire
si l'on souhaite connaitre la présence de sper-
matozoides dans le testicule avant la mise en
oeuvre d'une procédure de micro-injection de
spermatozoides extraits du parenchyme testi-
culaire.
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ICSI AVEC SPERMATOZOIDES CONGE-

LES APRES ELECTRO-EJACULATION
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INTRODUCTION

L'incidence de la lésion de la moelle épiniére
fut rapportée étant approximativement 10,000
patients/an aux Etats Unis, et plusieurs mul-
tiples a travers le monde (Stover et Fine,
1986). La majorité des patients de lésion de
moelle épiniere appartiennent au groupe d’age
de procréation.

La subfertilité due a 1'anéjaculation est un pro-
bleme chez 90% de ces patients (Bennett et al.,
1988). L'amélioration de la médecine de réha-
bilitation a mené a I'indépendance et l'intégra-
tion de ces patients dans la société, avec des
mariages établis et le désir d'avoir des enfants.
Depuis l'introduction de 1'éléctro-éjaculation
humaine en 1980, il y a eu un grand taux de
succés de prélevement de sperme chez des
hommes dont l’anéjaculation est due a une
moelle épiniére 1ésée, 4 des maladies telles que
le diabete, a la dissection retropéritonéale du
réseau lymphatique ou a des conditions psy-
chologiques. Les taux du succés rapportés du
prélevement de sperme par sondage éléctro-
éjaculation rectale sont de 70-90% (Buch et
Zorn, 1993 ; Chung et al., 1996).

Ce cas présente un couple avec une infertilité
primaire due a une anéjaculation aprés une
lésion de la moelle épiniére qui fut traitée avec
succés dans notre Centre avec éléctro-éjacula-
tion en combinaison avec une injection intracy-
to-plasmique de spermatozoides (ICSI) décon-
gelés.



RAPPORT DU CAS

Un homme de trente trois ans consulta notre
Centre en novembre 1995. A ce temps il souf-
frait d’anéjaculation aprés une lésion a la
moelle épiniére au T9. Le patient s’inquiétait
de sa fertilité virtuelle, il comptait se marier.

Un sondage rectal d’éléctro-éjaculation fut
effectué en méthode habituelle utilisant 1'ap-
pareil Seager Model 14, éléctro-éjaculation
(Halstead et al. ,1987) sous anesthésie généra-
le. L'urine fut alcalinisée par 48 heures de régi-
me préopératoire de 650 mg de bicarbonate de
sodium avant I'éléctro-éjaculation. La vessie
fut d’abord vidée par cathetérisation et lavée
avec Earle tamponé au HEPES. Le spécimen
antegrade d’éjaculation fut obtenu avec I'assis-
tance d’une traite manuelle intermittente de I’
uretre. L'éjaculation rétrograde fut prélevée
par cathetérisation de la vessie a la fin de la
stimulation. L’éjaculation dans ses portions
antegrade et rétrograde fut analysée selon les
critéres de 'Organisation Mondiale de la Santé
(1992). Le spécimen antegrade était de 1 ml en
volume avec une concentration de 3.3 x 106
spermatozoide /ml, 15% mobilité totale dont
5% de grade A et 70% de formes anormales. Le
spécimen rétrograde contenait des spermato-
zoides immobiles. Comme les parametres
spermatiques étaient faibles, le patient fut
consulté vis a vis 'ICSI avec électro-éjacula-
tion fraiche ou cryo-dégelée apres le mariage.
Ainsi le spécimen antegrade fut cryo-préservé
avec glycérol, jaune d’ceuf, un milieu citrate
tamponé de citrate et de glycine (Behrman et
Ackerman, 1996) utilisant une congélation
informatisée (Nicool LM 10, Air liquide,
France).

En 1997, le patient se maria et se présenta
avec son épouse pour une ICSI. Son épouse
avait 30 ans avec un cycle menstruel normal.
Son examen clinique et son profil hormonal
étaient normaux. Linduction d’ovulation fut
effectuée a I'aide du protocole court, utilisant
buserelin (Superfact) atomiseur nasal et hMG
(Humegon), la ponction ovarienne fut effectuée
36 heures apres 'administration de 10,000 IU
d’hCG (Pregnyl). En novembre, 1997 apres
avoir effectué la ponction ovarienne 'éléctro-
éjaculation fut réalisée. Mais, comme on ne
trouva que des spermatozoides immobiles dans

I’éjaculation antégrade et rétrograde, onze
oocytes prélevés furent injectés avec des sper-
matozoides dégelés éléctro-éjaculés. Seuls
trois des onze oocytes furent fécondés (27%).
Trois embryons de 4 cellules furent transférés.
Le sérum B-HCG était positif 12 jours apres le
transfert de 'embryon. Une ultrasonographie
prématurée a 6 semaines d’Age gestationel
dévoila deux sacs intra-utérins gestationels,
dont un seul présenta une activité feetale de
cceur & une gestation de 9 semaines.

Une fille en bonne santé naquit en juillet 1998,
pesant 2850 gm.

DISCUSSION

Bien que 1'éléctro-éjaculation soit une méthode
réussie pour le prélévement de spermatozoide
des hommes anéjaculateurs, et allege le risque
possible de l'obstruction iatrogénique avec la
répétition d'invasion microchirurgicale d'aspi-
ration de canaux déférents (Vanderschueren et
al. , 1989). Le spermatozoide élécro-éjaculé
montre ordinairement des degrés importants
d'asthénozoospermie, tératozoospermie et de
baisse du pouvoir fécondant (Denil et al. ,
1992). Ces anomalies sont démontrées claire-
ment par un taux bas de grossesse, utilisant
l'insemination intrautérine ou dans la féconda-
tion in vitro (Chung et al. , 1995).

La combinaison de I'usage d'électro-éjaculation
et ICSI afin de résoudre les problémes de pré-
levement de spermatozoides et de baisse du
pouvoir fécondant résulterent en un succes de
grossesse pour les patients avec une moelle
épiniére lésée ou une anéjaculation idiopa-
thique (Hultling et al. , 1997 ; Kiekens et al. ,
1996 ; Chung et al. , 1998 et Vanderschueren et
al., 1998). Cependant, selon notre expérience,
plusieurs  patients  électro-éjaculateurs
n'étaient pas appropriés méme pour I'ICSI a
cause des spermatozoides immobiles ou d’'une
azoospermie (Amer et al.,, 1996). Dans une
telle situation 1'ICSI avec spermatozoides
déférentiels (Chen et al., 1998) sera préférable
a une ICSI avec prélevements épididymaires
ou testiculaires, dii a leur nature invasive.
Une grossesse achevée par ICSI utilisant la
cryo-préservation de spermatozoides déféren-
tiels et épididymaires d'un homme ayant une
moelle épiniére lesée apres l'échec d'une élec-
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tro-éjaculation di a des spermatozoides non
mobiles est récemment rapportée par Chen et
al (1989).

Dans ce rapport de cas, un sondage éléctif rec-
tal éléctro-éjaculatoire fut effectué pour
consulter un patient non marié concernant sa
fertilité virtuelle et le taux du succés avec les
techniques de procréation médicalement assis-
tée, selon les parameétres des spermatozoides
prélevés. Comme le patient refusait toute pro-
cédure chirurgicale pour le préléevement de
spermatozoides, le sperme éléctro-éjaculé fut
cryo-préservé apres l'accord du patient pour
examiner son usage en ICSI apres le mariage
en cas d'échec d'éléctro-éjaculation.

Seuls trois des onze oocytes furent fécondés
(27%). La raison de ce taux bas de fécondation
est que seuls 5 spermatozoides mobiles furent
trouvés apres des recherches extensives.

La grossesse réussie achevée par Chen et al.
(1998), et notre rapport de la premiére nais-
sance résultant de ICSI & I'aide de spermato-
zoides dégelés apres deux ans de cryo-préser-
vation d’un patient souffrant d’'une moelle épi-
niére lesée méritent une attention particuliére,
parce que l'usage d’éléctro-éjaculation cryo-
préservée avec ICSI, quelle que soit la qualité
des spermatozoides, pourra réduire la nécessi-
té et le risque de participation physique des
hommes anéjaculateurs dans des futures
cycles d’ICSI.
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ABSENCE DE GROSSESSE APRES
INJECTION INTRACYTOPLASMIQUE
DE SPERMATOZOIDES DECAPITES

J. SAIAS, C. GUILLEMAIN, G. MERCIER,
M.R. GUICHAOUA

Hépital de la Conception, Marseille

Le syndrome des spermatozoides décapités est
rare dans l'espéce humaine, 9 cas seulement
ont été décrits jusqu'a présent. Ce syndrome
d'origine génétique se manifeste par une infer-
tilité liée a une fragilité extréme du collet des
spermatozoides. L'analyse directe du sperme
en microscopie optique montre la présence de
trés nombreux flagelles isolés, normalement
mobiles et un nombre beaucoup moins impor-
tant de tétes isolées ou de spermatozoides com-
plets, 12 a 19 millions dans notre observation.
Chez ce patient, le spermocytogramme montre
un taux élevé de tératospermie (84 a 99%) avec
une nette prédominance de tétes isolées et
d'angulations. L'analyse ultrastructurale des
spermatozoides confirme ces observations: pré-
sence de trés nombreuses coupes de flagelles
tandis que les coupes de la téte sont peu nom-
breuses. Les rares spermatozoides complets
observés en microscopie électronique présen-
tent une angulation. Mais l'anomalie ultra-
structurale la plus évidente est 'absence de
fossette d'implantation et de plaque basale ; le
centriole, apparemment normal, est toujours
situé a distance de la téte dans les spermato-
zoides complets ; il se détache avec le flagelle
quand il y a cassure du collet.

Lorsque ce couple est venu consulter dans
notre laboratoire, il avait déja subi une FIV, 3
SUZI et une ISCI mais aucune grossesse
n'était survenue. Dans notre laboratoire, 3
ICSI ont été réalisées. La stimulation a été
faite par ENANTONE (3,75mg) et METRODI-
NE (48 ampoules) ; aprés 12 jours de stimula-
tion, le déclenchement de l'ovulation était réa-
lis¢é par HCG (ORGANON) et le recueil des
ovocytes était fait 36 heures apres l'injection
d'HCG. Les spermatozoides étaient séparés du
liquide séminal par minipercoll dans du B2. En
raison de la grande fragilité des spermato-
zoides, 5 ovocytes sur 20 ont été injectés avec
des spermatozoides dont la téte et le flagelle

étaient séparés par cassure spontanée dans la
pipette de microinjection. Un total de 16
embryons ont été obtenus pour les 3 ICSI, 10
ont été transférés et 6 congelés au stade de 7-8
cellules a 72 heures. Ils ont ensuite été décon-
gelés et transférés apres 2 cycles de stimula-
tion ovarienne. Malgré un taux de clivage nor-
mal (75%), le taux d'HCG plasmatique a été
négatif apres chacun des transferts embryon-
naires.

La pathogénie de ce syndrome n'est pas encore
tres claire mais il est probable que la derniere
étape de la migration centriolaire soit défec-
tueuse et que le centriole proximal ne soit pas
capable d'induire le développement de la fos-
sette d'implantation et de la plaque basale, soit
par anomalie fonctionnelle, soit par intercala-
tion de vésicules golgiennes entre la région
centriolaire et le pdle caudal de noyau. Lors de
la fécondation, le centrosome paternel forme le
spermaster et des relations étroites entre cette
structure et le pronucléus male sont indispen-
sables. Dans le syndrome des spermatozoides
décapités, I'absence de relation directe entre le
spermaster et le pronucléus maéle serait res-
ponsable de la formation d'un fuseau défec-
tueux et de la ségrégation anormale des chro-
mosomes lors des premiéres divisions de seg-
mentation ; l'embryon n'atteindrait pas le
stade blastocyste. Cependant une cause mater-
nelle de l'absence d'implantation chez ce
couple ne peut étre écartée.

Ce couple ne désirant pas renoncer a son désir
d'enfant, nous leur avons proposé une nouvelle
ICSI suivie d'une culture d'embryon. Seules
des observations identiques, permettrons de
mieux apprécier le retentissement embryon-
naire de cette anomalie.

SEXOLOGIE

LES TESTS DE FERTILITE CHEZ
L'HOMME BLESSE MEDULLAIRE

K.CHARVIER*, ALERICHE A,
F.COURTOIS**
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*Hospices Civils de Lyon - HOPITAL HENRY
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**Université du Québec - MONTREAL - H3 C 3 P8
- Canada

Les tests de fertilité réalisés chez 1'homme
blessé médullaire peuvent lui permettre de
vivre une réponse sexuelle complete. Ces tests
peuvent étre intégrés a un programme de
rééducation sexologique globale afin de per-
mettre au patient de vivre une réponse sexuel-
le complete.

La capacité éjaculatoire de 62 sujets (lésion
située entre C4 et S3) a été testée en laboratoi-
re, en réponse (1) a une stimulation naturelle,
stimulation génitale et/ou psychogene et en cas
d'échec (2) a une stimulation par vibromassa-
ge, parfois précédée d'une prise orale de
MIDODRINE (GUTRON 8) a doses progres-
sives et en dernier recours, (3) une électrosti-
mulation endo-rectale, parfois précédée d'une
prise orale de MIDODRINE.

Sur 254 tests réalisés, toutes lésions confon-
dues, un taux de réussite de 81 % a été obtenu
avec, selon le mode de stimulation, 30 % de
réussite par stimulation naturelle, 67 % par
vibromassage et 3 % par électrostimulation
endo-rectale.

Selon le niveau de la lésion, 92 % des tests
positifs sont obtenus chez les sujets dont la
lésion est située au-dessus de l'innervation
dorso-lombaire par vibromassage, alors que 83
% de tests positifs sont obtenus chez les sujets
dont les lésions sont situées au-dessous de 1'in-
nervation dorso-lombaire par stimulation
naturelle, principalement psychogéne.

Ces résultats sont conformes a nos études pré-
cédentes (Courtois et al. , 1993), et répondent
au modele neurophysiologique.

Ils sont par ailleurs similaires a ceux obtenus
par d'autres auteurs (Dhalbert et al.1995) qui
ont par contre utilisé une plus forte proportion
de tests d'électrostimulation endorectale. Ces
résultats sont discutés en terme de prise en
charge sexologique du patient blessé médullai-
re, dans un programme de rééducation globale.

COURTOIS F. et al. , 1996, Paraplegia 31, 771-784

DHALBERG et al., Human reproduction, 1995, 19, 2305-
2307

DYSFONCTION ERECTILE : EVALUA-
TION DE LA PRISE EN CHARGE D'INS-
PIRATION SEXOLOGIQUE EN CONSUL-

TATION.

J.B COLOMB, J.M.RIGOT, P.VALTILLE,
E.TIBERGHIEN, EMAZEMAN

Service D'Urologie, CH.R.U. LILLE.

INTRODUCTION : A lI'heure du Sildénafil se
pose la question d'une prise en charge globale
de la dysfonction érectile. Les auteurs ont
voulu évaluer leffet d'une prise en charge
d'inspiration sexologique chez des patients
n'ayant eu aucun traitement.

MATERIEL ET METHODE : 163 patients
ont été pris en charge par le méme urologue
entre 1989 et 1992. L'age moyen était de 48
ans (21-73). Le délai entre la survenue des
troubles et la premiére consultation était de 29
mois (3-135). 33% d'entre eux n'avaient pas
d'antécédents contre 67% un facteur organique
reconnu. 82% des.patients n'avaient plus
aucun rapport sexuel. Un programme asso-
ciant une consultation tous les trois mois et un
traitement non spécifique de la dysfonction
érectile (alphabloquant, androgénothérapie) a
été suivi pendant un an. L'efficacité de ce pro-
gramme a été jugé sur la reprise des rapports
sexuels avec pénétration, 1'échec sur la deman-
de d'un autre type de pris en charge (vacuum,
injection intracaverneuse, prothése).

RESULTATS : 40 patients (24,5%) sont per-
dus de vue a 3 mois, et 6 (3,6%) entre le troi-
siéme et le douziéme mois.

42 patients (25,8%) reprennent une activité
sexuelle satisfaisante a 3 mois, et 69 (42,3%) a
6 mois. Ces résultats sont stables a 12 mois.

48 patients (30%) souhaitent une autre prise
en charge.

CONCLUSION : Une prise en charge d'inspi-
ration sexologique en consultation permet une
amélioration de 56% des patients qui ont suivi
ce programme. Ces résultats incitent a la
réflexion sur la place des traitements spéci-
fiques comme le Sildenafil. Ne faut-il pas
réserver ce traitement aux patients sélection-
ner pour un véritable bénéfice a long terme.
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EXPRESSION GENIQUE DES ISO-
FORMES DE RECEPTEURS «1-
ADRENERGIQUES DANS LES CORPS
CAVERNEUX HUMAINS

J.PDAUSSE, A LERICHE* ET
*F.YABLONSKY

CJF-INSERM 94.02, Faculté de Médecine de
Paris-Ouest, 45 rue des Saints-Péres, 75270-Paris,
*Hépital Henri Gabrielle Saint-Genis Laval, **
Laboratoires Débat Groupe Fournier, Garches.

Les récepteurs oal-adrénergiques jouent un
role primordial dans la physiologie de l'érec-
tion. Récemment, ces récepteurs ont été clas-
sés en sous-types ayant des caractéristiques
pharmacologiques distinctes (ala, o-1b et
o-1d) et les génes ont été identifiés chez 1'hom-
me. Une meilleure connaissance des isoformes
impliquées dans la réponse érectile devrait
permettre une gestion pharmacologique plus
appropriée du traitement de l'impuissance.

Toutefois, les techniques classiques de radio-
liaison permettant de quantifier ces différentes
isoformes nécessitent une quantité importante
de matériel biologique et sont donc difficile-
ment transposables a l'homme. Dans cette
étude, notre but a été d'évaluer la distribution
en isoformes de récepteurs ol-adrénergiques
par une approche indirecte en analysant l'ex-
pression des différents génes codant pour ces
récepteurs dans les corps caverneux humains a
l'aide de la technique de RT-PCR. Cette étude
a été conduite sur des préparations distinctes
d’ARN réalisées a partir de biopsies de corps
caverneux issues de 14 patients neurologique-
ment normaux, non obéses et non diabétiques.
Nos résultats montrent que les trois isoformes
014, O-1b et 0-14 sont exprimées dans ce tissu
avec une prédominance tres nette de l'isoforme
015 L'analyse densitométrique des produits
d'amplification indique que les signaux o-1b et
o-1d représentent respectivement 58.3+8.0% et
51.8+5.8% (moyenne+SD, P<0.0001) de la
valeur obtenue pour le signal 0,.

En conclusion, nos résultats montrent que
l'isoforme «,-adrénergique est exprimée
majoritairement dans les corps caverneux
humains, et que mieux connaitre les caracté-

ristiques biochimiques et fonctionnelles de
cette isoforme devrait conduire au développe-
ment d'antagonistes plus spécifiques pour le
traitement de l'impuissance.

ADENOME DE LA PROSTATE ET
SEXUALITE.

M.BENHATCHI, O.BENDIMERED,
M.J.YOUSFI, KMANKOUR, A ATTAR

Service d’Urologie CHU ORAN, 31000
ORAN,ALGERIE

INTRODUCTION

Un homme sur deux de plus de 50 ans présen-
te des lésions histologiques de 1'adénome pros-
tatique. Dans le service, la pathologie prosta-
tique représente de notre activité opératoire.
Deux techniques sont utilisées : la résection
transurétrale (RTU) et l'adénoméctomie par
voie haute (AVH). Notre travail consiste a éva-
luer le retentissement de cette chirurgie sur la
vie sexuelle de nos patients.

MATERIEL ET METHODES

De 1992 a 1996 , 530 patients ont été opérés
pour adénome de la prostate avec une moyen-
ne d’age de 69 ans. Le résultat de l'activité
sexuelle a été déterminé au moyens de trois
critéres : Questionnaire lors de la consultation,
patients sexuellement actifs avant l'acte opé-
ratoire et les patients non tarés.

RESULTATS

La détérioration de la fonction sexuelle chez
nos patients représente en moyenne 65% ( 63%
dans .la RTUP et 67% dans I’AVH). Les
plaintes invoquées par les patients sont. :
Dysérection (79%), Baisse de la libido (33%) ,
Troubles de 1'orgasme (28%).

CONCLUSION

Si 85% des patients ont un confort mictionnel
apres l'acte chirurgical, 66% se plaignent de
leur vie sexuelle. D'apres notre étude on opére
de plus en plus des hommes jeunes désireux de
poursuivre leur activité sexuelle et qui posent
problémes de choix thérapeutiques.
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HISTOIRE DE L’ANDROLOGIE

LES METHODES CONTRACEPTIVES
DES GRECS ANCIENS

G. ANDROUTSOS

1, rue Ipirou, 10433 Athénes, Grece

Ceux qui trouvaient I abstinence difficile a
pratiquer, mais qui tenaient néanmoins a res-
treindre leur fécondité, devaient avoir recours
a d’ autres méthodes. Le coit interrompu était
, et demeure, parmi les formes les plus simples
de contraception, mais il n’y est fait que rare-
ment allusion. Platon 'évoquait quand il décla-
rait “quon ne jette pas la semence parmi les
rocs et les cailloux ou elle ne prendra jamais
racine”. Selon Hérodote , “ Pissistrate ne vou-
lait pas qu’ il lui naquit des enfants de sa nou-
velle épouse et n’avait avec elle qu’ un com-
merce contre nature”. Archiloque de Paros (
Vile s. av.d.C.) se refert au coit interrompu
quand il décrit sa relation avec la soeur cadet-
te de sa fiancée : “... Je laissai aller ma force,
effleurant tout juste son duvet fauve”. Si le coit
interrompu était dans le monde antique,
comme il devait I’ étre dans I’ Europe du XIXe
s. , la principale forme de contraception, il est
possible qu’on n’y ait fait que rarement allu-
sion parce que ni le besoin ni 'occasion ne se
faisaient sentir de le décrire ou simplement de
I’ évoquer.

Il se peut aussi que le coit interrompu - parce
qu’ il exigeait de sacrifier un plaisir auquel peu
d’ hommes étaient préts a renoncer - n’ était
pas couramment pratiqué. Mais étant donnée
|’ étendue des connaissances des grecs érudits
sur le processus de procréation, il est difficile
de croire qu’ ils ignoraient 1’ efficacité de cette
méthode. On trouve aussi dans les anciens
textes médicaux la description des mouve-
ments corporels précis, pendant et juste apres
le coit susceptibles d’ inhiber la fécondation. La
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pénétration non vaginale ne donnerait évide-
ment pas lieu a la procréation. Les rapports
anaux dans les relations hétérosexuelles
étaient monnaie courante et 'art grec dépei-
gnait souvent des sodomies hétérosexuelles.
On se demande également si les hétaires et les
prostituées n’ employaient pas les rapports
anaux comme méthode de contraception. A
signaler que ni le Coran ni le Talmud n’inter-
disent les rapports anaux avec son épouse. Si
le retrait est classé comme forme “masculine”
de contraception, on peut considérer comme
des formes “ féminines” 1’ emploi des pessaires
obstructeurs, de tampons et de potions.
Puisque I’ allaitement arréte l'ovulation, la
facon la plus “naturelle” pour éviter une gros-
sesse était de prolonger I’ allaitement du pre-
mier enfant. Les Grecs croyaient qu'un certain
nombre de potions a base d’herbes avaient un
effet contraceptif. Dioscoride ( 1le s. av. J.C.)
énumere de nombreuses recettes de breuvages
contenant des éléments stérilisants comme I’
écorce d’ aubépine, les feuilles de lierre, de
saule et de peuplier. Les baies de geniéevre pla-
cées sur le pénis ou dans la vulve produisaient,
affirmait-on , une stérilité temporaire. Des
potions venaient renforcer les diverses
méthodes de contraception mécanique .
Dioscoride conseillait d’oindre les organes
génitaux avec de la gomme de cédre et d’ appli-
quer de I’ alun sur 'utérus. Il mentionnait éga-
lement un suppositoire a la menthe poivrée et
au miel avant le coit et un pessaire poivré a
utiliser apres le coit.

Ces suppositoires étaient efficaces dans la
mesure ou ils desséchaient I' utérus. Il y a
aussi références a des tampons de miel, de
gomme, d’acacia et de crottin de crocodile. Si
tous les moyens échouaient, on pouvait avoir
recours a la magie sympathique sous forme d’
amulettes et de talismans protecteurs. Une
amulette a base de racines d’ asperge provo-
quait la stérilité. Les décoctions a base de
rognons de mulets et d'urine d’eunuques ren-
daient '’homme impuissant.



LE STATUT SOCIAL DES HERMAPHRO-
DITES AU COURS DES SIECLES

G. ANDROUTSOS
1, rue Ipirou, 10433 Athénes , Grece

Les androgynes connurent diverses fortunes
au cours des siécles. La plupart des peuples
anciens supprimaient les enfants dont le sexe
était incertain.

Les Grecs voulaient sauvegarder les canons
physiques de leur race, les Romains y voyaient
de mauvais augures et les Egyptiens des nais-
sances contre nature. Bien que Tite-Live rap-
porte le cas d’androgynes précipités dans le
Tibre, les Romains, vers le début de I’ére chré-
tienne, cessérent de persécuter les herma-
phrodites. Arriva le temps ou tout le monde
antique se mit a les regarder comme des jeux
amusants de la nature. Pline écrivit : Il nait
des enfants ayant I’ un et I’ autre sexe, appelés
hermaphrodites et tenus pour des prodiges. Ils
sont aujourd’hui considérés comme des curiosi-
tés” Pline, comme St Augustin plus tard, en
fera méme un peuple particulier habitant une
contrée africaine. Pour certains, cependant,
I’hermaphrodite était considéré comme 1’étre
parfait par excellence. Partant du principe que
la volupté supréme exige l'accord parfait des
deux sexes, les tenants de cette philosophie
estimaient que le surhomme était celui, qui
réunissait sur la personne unique les deux
sexes. On peut remarquer d’ ailleurs le grand
nombre d’hermaphrodites figurant dans l'art
antique. Conception scabreuse qui servit a
excuser toutes les aberrations des amours
contre la nature. C’est en vertu de cette théorie
que I’ empereur Héliogabale s’adonna a la
pédérastie, prétendant réaliser la perfection
corporelle de I'étre double. Par la suite on se
servit des hermarphrodites pour depeindre des
moeurs entrainant des amours dissolues.
Ainsi, sous le regne d’Henri III, circula un
pamphlet intitulé : “ Il est des hermaphrodites
nouvellement découverts avec les moeurs, les
coutumes et ordonnances des habitants d’ici” .
Récit qui n’ était que la satire de la cour de ce
souverain qui fut appelé “ un roi femme ou

homme reine”. Pendant tout le Moyen Age,
les hermaphrodites furent livrés a I'Inquisition
et executés. Un cas exemplaire est celui d’
Antide Collas. Accusée en 1559 d’ étre herma-
phrodite et emprisonnée, elle fut livrée aux
médecins qui déclarerent que cette conforma-
tion anormale était le résultat d’ un commerce
avec le Diable. La malheureuse avoua et fit
brulée vive sur la place publique. Au XVIle
siecle on découvrit & Rome un “nid d’herma-
phrodites” qui se livraient a la prostitution. Ils
furent déférés au tribunal d’'Inquisition qui les
condamna également au blcher. Pour éviter
pareille mésaventure a leurs enfants herma-
phrodites, ou pseudo-hermaphrodites, on vit
beaucoup de parents les faire entrer au cou-
vent. La capacité qu'on attribuait aux herma-
phrodites de se reproduire seuls apparait dans
maints récits tout au long du Moyen Age.
Encore en 1676, Poigne racontait que “ tous les
Australiens ont les deux sexes et ¢§’il arrive
qu'un enfant naisse avec un seul, ils I’ étouf-
fent comme monstre”.

C’est seulement au XVIle siécle que 'on com-
menca a étudier ce genre de malformation.
Mais pour les médecins l'origine en restait
inconnue. Si on brtla plus systématiquement
les androgynes, on établit tout de méme une
législation complexe leur imposant, entre
autres, de choisir un sexe une fois pour toutes
et qu'une fois celui-ci établi, tout écart auquel
la nature pouvait les pousser serait sévere-
ment puni et serait susceptible d’entrainer la
peine de mort en cas de récidive. A partir du
XVlIlle siecle on vera les androgynes connaitre
des fortunes diverses suivant qu’ils étaient
nobles ou de modeste extraction. Un siécle
auparavant, Montaigne nous avait entretenus
d’un hermaphrodite qui marié comme femme
fut pendu “parce que il avait fait mauvais
usage de ses organes”. Pourtant a cette époque
certains hermaphrodites ne seront pas inquié-
tés le moins du monde et on les verra pendant
toute leur existence se rapprocher des moeurs
de leur sexe dominant. Le XIXe siécle verra
naitre les premiéres constatations scienti-
fiques valables.
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ANTOINE VAN LEEUWENHOEK
(1632-1723)

ET LA DECOUVERTE DU
SPERMATOZOIDE

G. ANDROUTSOS
1, rue Ipirou , 10433 Athénes , Grece

Leeuwenhoek naquit et mourut a Delft, en
Hollande. A 16 ans il fut envoyé 4 Amsterdam
comme apprenti dans un magasin de tissus. A
21 ans, il ouvrit a Delft, un magasin de tissus
dans lequel il exerca sa profession de mar-
chand pendant soixante-dix ans. En 1660, il
accepta un poste de concierge du siege des
honorables magistrats de Delft. Il garda ce
poste pendant 39 années. On ne sait ni com-
ment ni pourquoi Leeuwenhoek éprouva une si
grande curiosité pour les lentilles; il commenca
non seulementt a les collectionner et a s’en ser-
vir mais encore a en fabriquer. Il fut probable-
ment guidé dans son passe temps par un arti-
san opticien d'une boutique voisine. Les pre-
mieres experiences de Leeuwenhoek datent de
1668, puisque dans une lettre qu’il adressa a
Henry Oldenburg (1615 - 1677), premier secré-
taire de la Royal Society de Londres, le 7 sep-
tembre 1674, il informait qu’il avait commen-
cé celles-ci six ans auparavant. Leeuwenhoek
ne construisit ni ne se servit d'un vrai micro-
scope; il se limitait a fabriquer des loupes, tra-
vaillées a froid et qu’il plagait entre deux sup-
ports métalliques a la hauteur d’un petit trou a
travers lequel il observait I’ objet a I'étude.Les
lentilles de Leeuwenhoek furent léguées a la
Royal Society de Londres. Il semble impos-
sible qu'avec un instrument aussi simple et
rudimentaire, Leeuwenhoek ait pu faire des
observations si remarquables; mais ¢’ était un
homme curieux, patient, doué d'un esprit d’ob-
servation exceptionnel et tres subtil qui le
poussait a faire des recherches au microscope,
sur tout ce qui lui tombait sous la main. En
1674, il vit pour la premiere fois a I'aide de son
“microscope” , des animalcules trés petits
dans l'eau prélevée dans un lac. L’ oeuvre mai-
tresse de Leeuwenhoek sur les micro-orga-
nismes est représentée par la lettre que celui-
ci adressa au secrétaire de la Royal Society ,
Oldenburg, le 9 octobre 1676. Dans cette lettre

il décrivit plusieurs micro-organismes vivants
et mobiles. Le premier organisme, apercu dans
l'eau de la pluie, était une Vorticella . Puis,
Leeuwenhoek étudia les infusions de poivre et
il observa diverses sortes d’animalcules. La
description qu’il donnait de ces animalcules
était toujours du méme genre: quelques mots
sur la forme, la dimension et le mouvement.
En réalité tout ce que Leewenhoek proposait
n’ était pas un nouveauté, étant donné que les
animalcules microscopiques avaient déja été
vus a Rome par Kircher. Leeuwenhoek ne ¢’
était jamais intéressé au travail de Kircher et
Il n’avait pas assez de culture pour tirer de ses
propres recherches des conclusions: il a été
simplement un observateur. Lorsqu’ il entre-
prit de chercher des animalcules dans les
matiéres humaines il ne pensa pas que les
étres qu’il découvrait pouvaient avoir une
importance dans !’ étiologie des maladies. En
ce qui concerne les spermatozoides tout a com-
mencé en 1677 quand Louis de Ham, étudiant
a Leyde, découvrit dans le sperme qu’il soumit
a ]’ examen microscopique, une innombrable
quantité de petits poissons. Le sperme a été
montré a Leeuwenhoek, qui, la méme année,
écrivit un mémoire pour la Royal Society de
Londres. Il les décrivit comme de miniscules
tétards en les appelant “spermatici vermiculi”
( vermicules spermatiques). Plus tard, il trou-
va des inimalcules identiques dans le sperme
d’ autres mammiferes. Peut étre les spermato-
zoides avaient ils été apercus quelques années
auparavant par Nicolas Harsoéker (1656-
1725) mais leur découverte n’ avait pas été ren-
due publique. Et cest Johan Hann qui ,
quelques mois plus tard, observa les premiers
spermatozoides humains dans le sperme d'un
malade atteint de gonorrhée.

EMMANUEL - SIMON DUPLAY (1836-
1924) : UN PIONNIER DE LA CURE DE
L’ HYPOSPADIAS

G. ANDROUTSOS
1, rue Ipirou, 10433, Athénes, Gréce
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Duplay naquit a Paris le 10 septembre 1836.
Son pere fut un grand médecin des hopitaux de
Paris. Les étapes de sa carriére sont les sui-
vantes : -1865 : docteur lauréat de la faculté,
prix Barbier -1866: agrégé de chirurgie -1867:
chirurgien des hépitaux - 1872: chargé du
cours de clinique chirurgicale-1872-80: il fait
des conférences dans les services chirurgicaux
que dirige (Lourcine, St Antoine, St Louis ,
Lariboisiére, Beaujon, la Charité) -1880:pro-
fesseur de pathologie externe -1883-84: il se
fait suppléer par Tillaux -1884-90: professeur
d’opérations et d’appareils - 1890: professeur
de clinique chirurgicale a Necker et puis a la
Charité - 1893: professeur de clinique chirurgi-
cale & 'Hoétel - Dieu - 1904: professeur et chi-
rurgien honoraire. Duplay fut, entre autres,
membre de I’ Académie de médecine (1879) ,
officier de la Légion d’honneur (1887), lauréat
de I'Institut (prix Montyon, 1889). Ses princi-
paux ouvrages sont: -These de doctorat: “ les
collections séreuses et hydatiques du pli de l'ai-
ne”’(1865) - These d’ agrégation: “ De la hernie
ombilicale” (1866) - “Traité élémentaire de
pathologie externe” (1889) - “Technique des
principaux moyens de diagnostic et de traite-
ment des maladies des oreilles et des fosses
nasales”(1889) - “Les Tumeurs” (1903) -
“Manuel de diagnostic chirurgical” (1903) - “
Traité de chirurgie” (1890-92). De tous temps
la cure de I’ hypospadias fut I'objet de tenta-
tives de la part des thérapeutes. Jusqu’en 1861
ces essais demeurérent bien incomplets. A
cette époque parut le mémoire de Bouisson
(1813-1884). Le professeur de Montpellier eut
le grand mérite de mettre la question a 'ordre
du jour. Le mémoire de Bouisson, qui reste un
des meilleurs ouvrages écrits sur la question,
eut pour résultat d’ attirer l'attention sur ce
vice de constitution. A partir de cette époque
tous les traités classiques consacraient a ’hy-
pospadias un chapitre. En 1874, Duplay régla
définitivement le probléme opératoire de la
reconstitution de l'urétre par autoplastie. Le
procédé a lambeaux adossés fut décrit en 1874
par Duplay pour le traitement des hypospa-
dias. Ce procédé est applicable a toutes les
pertes de substances de 'urétre antérieur, quel
que soient leur siége, leur nature et leurs
dimensions. On peut réparer grace a lui, aussi
bien la petite fistule de 'urétre pénien qu'un

hypospadias périnéal. Le principe de la métho-
de consiste : a) A réserver sur la ligne médiane
une certaine largeur de peau destinée a se
modeler sur une sonde et a former par granu-
lation le néo-urétre.- b) A relever latéralement
deux lambeaux trés longs, trés larges, tres
épais, donc bien vascularisés.- ¢) A réaliser cet
adossement avec un matériel de suture consti-
tué par des cylindres de plomb. Ce mode de
suture a 'avantage de protéger le segment uré-
tral reconstitué contre les phénomenes conges-
tifs et les tiraillements diis aux érections. Le
seul accident possible est que la suture lache
en totalité ou en partie, et laisse une fistule.
Tardivement on peut avoir une poche de pseu-
do-urétrocele ol stagne I’ urine aprés miction
et la formation de calculs autour d’un poil.
Depuis 1874 I’ opération de Duplay ouvrit des
nouvelles perspectives dans le traitement chi-
rurgicale de I’hypospadias. Cependant, comme
Duplay semblait le prévoir, sa méthode n’ était
pas absolument parfaite : “L'opération que
nous proposons n'est pas une opération, mais
bien une véritable méthode thérapeutique
dont le succes est pour ainsi dire assuré, pour-
vu qu'on y mette du temps et de la patience”.
En 1880 Duplay modifia son procédé qui apres
avoir été utilisé pendant pres de 75 ans sans
modification, fut perfectionné en 1949 par
Denis - Brown et Leveuf.
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