4 SPERMIOLOGIE

Andrologie (2000), 10, n°® 4, 427-431

Nouveaux marqueurs séminaux

P. FENICHELLZ G. POINTIS 2
1 Service d’Endocrinologie et Reproduction, Hopital de UArchet I, Nice
2 INSERM EMI 00-09, G.R.E.R. Faculté de Médecine, Av. de Valombrose, Nice

RESUME

Plusieurs protéines détectées dans le liquide
séminal ont été proposées comme marqueur
de la spermatogenése afin de mieux com-
prendre les mécanismes physiopathologiques
de Pinsuffisance spermatique et servir de fac-
teur pronostic avant biopsie testiculaire.
Pour étre informative, une telle protéine doit
étre strictement d’origine testiculaire produi-
te soit par la cellule de Sertoli soit par les cel-
lules germinales, disparaitre apres vasecto-
mie et étre présente a4 une concentration
détectable dans le liquide séminal. L’hormone
anti-Miillérienne (AMH) d’origine strictement
sertolienne, est sécrétée a age adulte préfé-
rentiellement vers la lumiére du tube sémini-
fére. Sa concentration séminale semble corré-
lée a la spermatogenése. Elle est diminuée en
cas d’azoospermie sécrétoire avec hyposper-
matogenése et nulle aprés vasectomie ou en
I’absence de toute spermatogenése complete.
Son dosage séminal pourrait représenter un
marqueur pronostic simple avant préleve-
ment testiculaire en vue d’'une ICSL
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Les prélevements testiculaires en vue d'une
microinjection intra-cytoplasmique de sperma-
tozoides (ICSI), ont récemment bouleversé le
pronostic de l'azoospermie sécrétoire (AS) et
ceci malgré de faibles avancées en terme de
physiopathologie hormis la piste génétique des
délétions du chromosome Y et la piste toxique
concernant les pesticides. Non seulement

I'ICSI s’est avérée possible avec des spermato-
zoides d’origine testiculaire en I'absence de
toute maturation épididymaire, mais en outre
Pexpérience acquise depuis 1995 semble
remettre en question le caractére péjoratif,
anciennement jugé rédhibitoire [4, 15], de la
réduction du volume testiculaire et/ou de V'élé-
vation du taux plasmatique de ’hormone folli-
culo-stimulante (FSH).

L’absence de réelles possibilités thérapeu-
tiques avait peu a peu conduit a I'abandon de
la biopsie testiculaire en cas d’azoospermie
dont le caractere sécrétoire était attesté alors
par des antécédents évocateurs comme une
cryptorchidie, un faible volume testiculaire
et/ou une augmentation du taux plasmatique
de la FSH, chacun étant alors convaincu du
caractere sévere de l'altération de la sperma-
togenése bloquée ou totalement absente. La
reprise d’'une exploration chirurgicale systé-
matique a la recherche de spermatozoides tes-
ticulaires en vue d'une ICSI, remet aujour-
d’hui en question cette vision “manichéenne”
d’'une absence totale de spermatogenese dans
I’AS. Non seulement les caractéristiques cli-
niques (antécédents, volume testiculaire, taux
plasmatique de FSH) s’averent sur le plan
individuel de pietres facteurs pronostics [4, 6,
15] mais la biopsie testiculaire elle-méme,
pourtant réalisée a ciel ouvert dans des condi-
tions adéquates, si elle reste aujourd’hui le
moins mauvais facteur prédictif de succes d’'un
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prélevement ultérieur, ne constitue nullement
un élément absolu.

En effet, Tournaye et al. [15] rapportent dans
I’AS, aprés un premier prélévement négatif, 43
% de succes, grace a des biopsies répétitives.
Un tel résultat s’explique aujourd’hui par la
notion d’hypospermatogenése “focalisée” et
conduit 4 une certaine prudence dans linter-
prétation de 'examen histologique qui nécessi-
te de toute facon une véritable biopsie testicu-
laire chirurgicale avec analyse de plusieurs
coupes, I'examen d'un minimum de tubes par
coupe et l'utilisation d’'un score comme celui de
Johnsen [6]. Il rend urgente la découverte de
marqueurs prédictifs de la persistance d'une
hypospermatogeneése, fit-elle localisée, afin
d’indiquer la pertinence de la répétition des
biopsies.

En effet, la pratique de 'ICSI demande le plus
souvent une coordination avec le prélevement
ovocytaire bien que la congélation de sperma-
tozoides testiculaires fasse des progres. Les
biopsies répétées ont des implications psycho-
logiques, financiéres et leurs conséquences
médicales a long terme ne sont pas encore par-
faitement appréhendées. Ne risque-t-on pas
de dire comme D. Dargent il y a quelques
années pour la chirurgie de 'ovaire, “pitié pour
les testicules !” ? Si I'on regarde le caractere
prédictif des facteurs classiques tel qu’il a été
récemment analysé, soit de facon rétrospective
[15], soit de fagon prospective [6], on s’apercoit
que les antécédents cliniques sont peu utiles
[6] que les deux facteurs les plus connus, le
volume testiculaire et le taux plasmatique de
FSH, sont statistiquement corrélés aux
chances de récupération de spermatozoides
testiculaires en cas d’AS, mais que leur valeur
prédictive individuelle reste limitée [4, 6, 15].

La figure 1 montre d’apres une étude prospec-
tive réalisée dans notre groupe au cours de
I’AS [8], que certains patients avec une FSH
subnormale ont une biopsie négative alors que
d’autres patients malgré une FSH élevée
(>15UV/L) présentent néanmoins les stigmates
d'une hypospermatogenése persistante.
L’analyse histologique représente un élément
important du pronostic [6] mais posant le pro-
bleme de sa répétition en cas d’absence de
spermatogenese.
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Figure 1. FSH plasmatique (UI/L) dans un groupe
de 23 patients atteints d’azoospermie sécrétoire, en
fonction de la présence ou non de spermatozoides
sur la biopsie testiculaire chirurgicale réalisée sur
chacun des deux testicules : les barres horizontales
représentent les valeurs moyennes. Plusieurs sym-
boles sont superposés. Les concenirations de FSH
sont significativement différentes (P<0,05) dans les
deux groupes [8].

L’idée qu’'un facteur d’origine testiculaire puis-
se étre évalué dans le plasma séminal avec une
valeur indicative de la qualité et/ou de la quan-
tité de la spermatogenése remonte déja a plu-
sieurs années (voir revue dans [14]) et avait
été envisagée pour de nombreux facteurs sémi-
naux comme la lactate deshydrogénase X
(LDH-X) isoenzyme spécifique de 1’épithélium
germinal [11, 12], certains facteurs de crois-
sance [9, 10] ou la transferrine [2]. Une telle
approche est susceptible a la fois d’améliorer
notre compréhension des déficiences de la
spermatogenése et de fournir une indication
prédictive sur les chances de récupération de
spermatozoides testiculaires. Dans ce but, il
est nécessaire de sélectionner une ou plusieurs
protéine(s) spécifiquement sécrétée(s) par les
cellules de Sertoli ou les cellules germinales, ce
qui n’était pas le cas de la transferrine, qu’elle
soit impliquée directement ou indirectement
dans la spermatogenése, que sa concentration
séminale soit suffisante pour y étre dosée en
routine et devienne nulle apres vasectomie.
Llorigine des protéines séminales peut étre
diverse (glandes annexes, épididyme, tube
séminifere). Seules les protéines spécifique-
ment issues du tube séminifere et sécrétées
soit par la cellule de Sertoli soit par les cellules
germinales présentent un véritable intérét en
ce qui concerne les troubles de la spermatoge-
nese.



Il est admis généralement quune molécule
issue du tube séminifere sera diluée 50 fois
dans le liquide séminal, indépendamment du
fait que certaines protéines puissent étre réab-
sorbées ou sécrétées en aval du testicule.

L’inhibine B représente théoriquement un can-
didat intéressant. Il s’agit de l'isoforme circu-
lante impliquée dans la régulation de la FSH.
Elle est sécrétée chez 'homme essentiellement
au niveau testiculaire par la cellule de Sertoli
aussi bien vers le pole basal (circulation san-
guine) que vers le pole apical (tube séminifere).
Elle joue vraisemblablement un réle paracrine
sur les cellules germinales et présente une
concentration séminale suffisante pour y étre
détectée et disparait en cas de vasectomie [11.
Cette concentration séminale est corrélée
étroitement dans une population générale a la
numération  des spermatozoides  [1].
Néanmoins sa concentration séminale est
extrémement variable méme chez le sujet sain
et en cas doligo/azoospermie (< 20 mil-
lions/ml), elle est plus basse chez les sujets pré-
sentant une FSH plasmatique élevée (< 7
UI/D), ce qui est en accord avec son réle endo-
crinien [1]. En cas d’AS, nous n’avons pas
retrouvé de corrélation avec 1’état de la sper-
matogenese (Fénichel et Coll. résultats non
publiés).

Diamandis et al. [5] ont rapporté que la pros-
taglandin D synthase (PGDS) sécrétée par la
cellule de Sertoli présentait une concentration
séminale bien corrélée a la concentration, la
morphologie et la mobilité des spermatozoides,
diminuant progressivement de I'oligospermie a
I’azoospermie et disparaissant aprés vasecto-
mie.

Afin de caractériser de “nouvelles” protéines
sertoliennes ou germinales et/ou d’identifier de
nouveaux marqueurs séminaux de la sperma-
togenése connus ou non, susceptibles de servir
de marqueurs pronostiques en vue d’un préle-
vement testiculaire, nous avons constitué
depuis plusieurs années au laboratoire, une
banque de liquides séminaux a partir de don-
neurs fertiles présentant un spermogramme
normal, de sujets avant et apres vasectomie et
de patients présentant soit une azoospermie
sécrétoire soit une azoospermie excrétoire
confirmée par exploration chirurgicale et pré-

levements testiculaires. Nous avons par
ailleurs, a l'aide d’un certain nombre d’amélio-
rations techniques, mis au point une analyse
biochimique par électrophorese 2D haute per-
formance des protéines séminales, reproduc-
tible et analysable a I'aide d’un logiciel adapté
(Geribaldi et al., soumis). L’analyse soustracti-
ve des liquides séminaux chez le méme sujet
avant et apreés vasectomie d’'une part, et entre
sujets fertiles et présentant une azoospermie
sécrétoire d’autre part, laisse apparaitre des
spots d’intérét en cours de caractérisation.
L’'un de ces spots nous a fait évoquer la pré-
sence d’hormone anti-Miillérienne (AMH) dans
le liquide séminal.

IAMH est une glycoprotéine de la famille des
TGF-B comme l'inhibine, strictement d’origine
sertolienne dont le principal rdle connu a ce
jour, est de permettre la régression des canaux
de Miller chez le foetus méle. Son taux plas-
matique chute considérablement a la puberté
en relation avec I'élévation de la testostérone.
Des travaux antérieurs réalisés dans le liquide
du rete testis de plusieurs mammiferes [3] et le
liquide séminal humain [7], laissaient appa-
raitre que chez l'adulte male, TAMH pouvait
étre préférentiellement sécrété par le pole api-
cal de la cellule de Sertoli vers le tube sémini-
fere (revue dans [8]).

C’est ce que nous avons confirmé en utilisant
un test ELISA mis au point par ’équipe de
Nathalie Josso [13] et commercialisé par
immunotech (Marseille), retrouvant ainsi des
concentrations élevées ¢AMH dans le liquide
séminal de donneurs fertiles, supérieures a
celles détectées dans le plasma chez le méme
sujet (Figure 2). L’AMH séminale était indo-
sable apreés vasectomie ou en cas d’azoosper-
mie obstructive et a des taux faibles ou nuls
(Figure 2) en cas d’azoospermie sécrétoire [8].

En outre le taux séminal ’AMH était corrélé
dans les AS avec ’état de la spermatogeneése,
analysé sur une biopsie testiculaire réalisée
sur chacun des deux testicules. La valeur pré-
dictive individuelle était meilleure que celle de
la FSH plasmatique puisque son taux le plus
souvent nul (11/14) en cas d’absence de sper-
matogenese avec une valeur prédictive positive
de 70 % et une valeur prédictive négative de 83
% (Figure 3). La centrifugation rapide apres
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Figure 2. Distribution des valeurs de PAMH sémi-
nale (pmol/L) dans trois groupes d’hommes jeunes :
donneurs fertiles, patients présentant une azoo-
spermie excrétoire et patients présentant une azoo-
spermie sécrétoire confirmée chirurgicalement et
par une analyse histologique du tissu testiculaire
prélevé par biopsie.
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Figure 3. AMH séminale (pmol/l) dans un groupe
de 23 patients atteints d’azoospermie sécrétoire en
fonction de la présence ou non de spermatozoides
sur la biopsie testiculaire chirurgicale réalisée sur
chacun des deux testicules, Les barres horizon-
tales représentent les valeurs moyennes. Plusieurs
symboles sont superposés, Les concenirations
d’AMH sont significativement différentes (P<0,003)
dans les deux groupes [8].

liquéfaction du sperme et la congélation immé-
diate a -20°C nous paraissent primordiales
pour éviter la dégradation de la protéine par
les protéases séminales (travaux en cours). Ces
résultats réalisés dans le cadre d’une étude
prospective sont néanmoins préliminaires, et
doivent étre confirmés sur une plus grande
série avant de proposer le dosage de 'AMH
séminale seule ou associée a d’autres mar-
queurs pour indiquer la répétition des biopsies
en cas de prélevement initial négatif.
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ABSTRACT

Seminal markers in secretory azoospermia

P. FENICHEL, G. POINTIS

Several proteins detected in seminal plasma
have been proposed as prognostic factors in
patients with secretory azoospermia. These
proteins can provide useful information
about the state of spermatogenesis in cases of
testicular origin. Anti-Miillerian Hormone
(AMH) is strictly derived from Sertoli cells
and, in adult males, is preferentially secreted
into the seminiferous tubule. The seminal
AMH concentration has been found to be cor-
related with spermatogenesis. It may be a use-
ful prognostic factor in the case of secretory
azoospermia before testicular sperm recovery
for ICSI.

Key words: Spermatogenesis, seminal marker, non-
obstructive azoospermia, AMH, ICSI
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