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Recherche de mutations dans le géne de la Mucoviscidose : étude de ' ADN de 9
patients avec une agénésie bilatérale des canaux déférents.
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Les progres de la génétique moléculaire ont
rendu possible I’étude directe des genes au
niveau de la molécule d’ADN. De trés
récentes découvertes viennent d’attirer I’atten-
tion sur les relations pouvant exister entre cer-
taines altérations du géne responsable de la
mucoviscidose et I’absence congénitale bilaté-
rale des canaux déférents, chez des patients de
sexe male ne présentant par ailleurs aucune
des manifestations caractéristiques de la
mucoviscidose.

La découverte que I’agénésie bilatérale des
canaux déférents, transmise sur le mode
récessif autosomique, constitue vraisembla-
blement un phénotype génital de la muco-
viscidose pose le probleme de 1’évaluation
du risque de transmission de la mucovisci-
dose a la descendance puisque 1’épouse du
patient a un risque 1/25 d’étre hétérozygo-
te, et qu’il est maintenant possible de recou-
rir 2 une FIV par le sperme épididymaire.

Nous avons entrepris I’étude de I’ADN de 9
patients dont le motif de consultation était
strictement un probleme de stérilité. Deux

types d’analyse sont réalisés:
1° - Recherche des mutations du géne CFTR
(cystic fibrosis transmembrane conductance
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regulator) préalablement reconnues fréquentes
dans la population du Languedoc-Roussillon.

2° - L’objectif a long terme est d’explorer
totalement la séquence codante du géne, exon
aprés exon (il en comprend 27, soit 4500
nucléotides a “screener"), par la technique
SSCP, a la recherche de mutations inconnues.

Nous présentons les résultats provisoires des
premiers mois de travail:

Patient ~ N°de chrosomes Mutations identifiées exon

9 18 3 AF508 1 0
| G542X 1
1 R347H 7

Pour P’instant, les deux génes mutés ont été
identifiés pour un seul patient: il porte la délé-
tion AF508 sur un chromosome, et la substitu-
tion R347H sur I’autre.

D’autres types d’études seront cependant
nécessaires pour affirmer que la mutation
R347H est pathogene, bien que plusieurs
arguments permettent de le penser.

Dans tous les cas ol une mutation pathogéne
a été découverte, il est impératif de tester la
fratrie du patient puisque le risque d'hétérozy-
gotie est de 2/3.



Augmentation de la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig humaines
adultes in vitro lors de la coculture avec les cellules de Sertc i humaines
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Une méthode de culture a été développée pour
étudier les interactions cellules de Leydig-cel-
lules de Sertoli, dans ’espéce humaine. Les
testicules ont été prélevés chez 6 hommes
adultes jeunes (17-45 ans) en état de mort
cérébrale, lors des prélevements d’organes
pour transplantation. Aprés digestion par la
collagénase, les cellules de Leydig ont été
purifiées sur gradients discontinus de Percoll.
Deux types de cellules de Leydig L2 et L3,
différant par leur densité (1,05 < L2 < 1,06
and 1,06 < .3 < 1,08) ont été obtenus. Des
préparations enrichies en cellules de Sertoli
ont été obtenues a partir de fragments de tubes
séminiféres aprés traitement par un tampon
glycine pour éliminer les cellules péritubu-
laires, une seconde digestion a la collagénase
et a la hyaluronidase, une fragmentation
mécanique et des lavages pour éliminer les
cellules germinales. Les cellules de Leydig
ont été cultivées seules ou en présence de cel-
lules de Sertoli dans des boites de culture
recouvertes de Laminine et de Fibronectine,
dans un milieu chimiquement défini, sans
sérum. L’influence de la coculture sur la
sécrétion basale de testotérone a été étudiée
sur 3 périodes successives de 48 heures.
Pendant les périodes de culture 0-48h, 48-96h
et 96-144h, la sécrétion de testotérone (ng/10°
cellules de Leydig, mtsem) a été respective-
ment 9,712,1; 6,142,1 et 3,4£1,3 pour les cel-
lules de Leydig L2, 81,6+16,3; 82,6+23,1 et
39,1113,6 pour les cellules de Leydig L3,
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19,014,6; 44,018,0 et 154+69,3 pour les
cocultures L2+Sertoli (S) et 124,4%£13,2,
199,2+14,7 et 346,1+78,4 pour les cocultures
L3+S. Ces résultats montrent que 1) Les cel-
lules de Leydig L3 (les plus denses) sécretent
plus de testotérone que les cellules L2,
qu’elles soient cultivées en présence ou en
absence de cellules de Sertoli, 2) & toutes les
périodes, la coculture avec des cellules de
Sertoli augmente la sécrétion de testotérone
par les cellules de Leydig L2 et L3, 3) pendant
la culture, la sécrétion de testostérone diminue
quand les cellules de Leydig sont cultivées
seules et augmente quand les cellules de
Leydig sont cultivées avec les cellules de
Sertoli. En présence d’hCG (10-1°M), la sécré-
tion de testotérone est stimulée pendant les 48
premiéres heures. La réponse a I’hCG dispa-
rait ensuite dans tous les types de culture. Ces
résultats montrent un effet stimulant, repro-
ductible, augmentant avec le temps de culture,
des cellules de Sertoli humaines adultes sur la
sécrétion de testotérone des cellules de Leydig
humaines adultes. Nous concluons que des
cultures de cellules de Leydig et de Sertoli
peuvent étre réalisées a partir de testicules
prélevés chez des hommes jeunes et que dans
ce systeme de culture, les cellules de Sertoli
stimulent la sécrétion de testotérone a long
terme. Cette étude est en faveur d’un contrdle
des fonctions des cellules de Leydig par les
cellules de Sertoli dans le testicule humain.



Nombre de spermatozoides inséminés et résvl ats des inséminations intra-utérines
(L.LU) dans les hypofertilités masculines : étude rétrospective de 178 cas
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MATERIELS ET METHODES

- 178 LL.U. (84 couples) réalisées pour hypo
fertilité masculine (O.A.T. trés sévéres
exclues).

- LI.U. ; effectuée selon un protocole précis de
stimulation, monitorage et déclenchement de
I'ovulation ; insémination (40 h apres le
déclenchement) de 0,15ml de sperme préparé
par centrifugation sur gradient de Percoll (gra-
dient de 6 fractions ; récupération de la frac-
tion 100%£90%).

RESULTATS

- 20 grossesses cliniques ont été obtenues soit
11,2% par tentative et 23,8% par couple.

- Pas de grossesse lorsque moins de 300 000

spermatozoides mobiles inséminés.
- La plupart des grossesses ont été obtenues
aprés insémination de plus de 750 000 sper-
matozoides mobiles progressifs.
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CONCLUSION

Dans les hypofertilités masculines, le choix
entre [.L1.U. et F.I.V. est encore difficile,
d'apres les seuls résultats du spermogramme.
Le traitement du sperme par Percoll a montré
son efficacité en FI.V. dans les O.A.T. méme
importantes, la CGP étant actuellement une
des techniques permettant de récupérer le
maximum de spermatozoides mobiles et nor-
maux. Dans les O.A.T. modérées ou plus
séveéres, un bon rendement au Percoll oriente-
ra en premiere intention vers une LLU. (en
fonction du contexte clinique), un mauvais
rendement au Percoll signe probablement une
altération du sperme non décelable par les
tests classiques et une F1.V. doit étre propo-
sée, notre étude montrant I'inefficacité des
I.L.U dans ces cas. Le test au Percoll pourrait
étre inclus dans le bilan d'une hypofertilité
masculine, afin de mieux guider notre condui-
te thérapeutique.



Mise en évidence de I'effet facilitant du moxisylyte sur la réponse érectile a la sti-
mulation sexuelle : étude en double insu contre placebo
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BUTS

Le Moxisylyte est un alphabloqueur. Injecté
dans les corps caverneux, il permet a beau-
coup d'impuissants d'avoir un rapport satisfai-
sant et n'expose qu'a un risque minime d'érec-
tion prolongée et de priapisme. Pourtant,
moins de 50% des impuissants qui ont un rap-
port sexuel normal aprés ce type d'injection
intracaverneuse (IIC) présentent une érection
rigide lorsque le médecin les observe lui
méme apres injection de la méme dose (Buvat
et al, J. Urol 1989, 141 : 1364). Chez les
autres, le Moxisylyte n'induit alors qu'une
intumescence sans rigidité. On peut donc sup-
poser qu'il facilite la réponse érectile a la sti-
mulation sexuelle qui s'exerce dans l'intimité.
Dans cette étude, nous avons essayé de
démontrer cet effet facilitant en comparant les
effets du Moxisylyte a ceux d'un placebo sur
la réponse a deux types de stimulations
sexuelles appliquées dans notre centre : une
vibration, qu'on peut assimiler a la stimulation
sexuelle tactile naturelle, et la stimulation
sexuelle audio-visuelle (SSAV), qu'on peut
assimiler a une stimulation sexuelle psychique
naturelle.

MATERIELS ET METHODES

Sujets : L'étude a porté sur 10 impuissants
psychogeénes volontaires, agés de 29 a 52 ans.
Protocole : Chaque sujet a signé un consente-
ment éclairé et a été testé deux fois a 7 jours
d'intervalle, l'une apreés IIC de 10 mg de
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Moxisylyte dissout dans 2 ml de sérum salé,
et l'autre apres IIC d'un placebo dissout dans
le méme volume. L'ordre des IIC fut détermi-
né de facon randomisée selon un protocole en
double insu. Les effets de I'injection ont été
observés pendant 10 mn, puis le pénis fut sou-
mis a une vibration effectuée par un Vibrector
Ling pendant 3 mn, a une fréquence variant de
30 a 50 Hertz. Puis il y eu une période d'ob-
servation sans stimulation de 7 mn, et enfin le
sujet eut une SSAV de 10 mn, au moyen de
films érotiques. Cinq parameétres ont été éva-
lués aux temps 0, 10, 13, 20 et 30 mn : circon-
férences a la base et a I'extrémité de la hampe
pénienne, longueur du pénis, pression axiale
mesurée avec un rigidimétre axial, et angle
d'érection.

Statistiques : La comparabilité des groupes fut
vérifiée. Puis les comparaisons furent faites
aux différents temps par l'intermédiaire d'une
analyse de variance, et, en ce qui concerne
I'évaluation de I'effet facilitant du Moxisylyte
sur la réponse a la stimulation sexuelle, au
moyen d'une analyse de covariance avec le
logiciel Statistical Analyses System.

RESULTATS

Le profil de réponse fut le méme pour chaque
paramétre : apres placebo, pas de modification
jusque 20 mn, y compris pendant et apres
vibration, puis discréte augmentation de
chaque parametre pendant la SSAV. A l'inver-
se, apres Moxisylyte, augmentation déja signi-



ficative de tous les parametres aprés 10 mn.
Augmentation plus rapide pendant ia vibra-
tion. Plateau, ou légere diminution, apres arrét
de la vibration. Enfin, augmentation supplé-
mentaire pendant la SSAV. Les valeurs
moyennes de chaque parametre furent signifi-
cativement plus élevées a chaque temps avec
le Moxisylyte, (p < 0,02 a 0,002). L'analyse
de covariance montra une augmentation signi-
ficativement plus importante de chaque para-
metre, sauf de la longueur du pénis, aprés
Moxisylyte pendant la vibration (p < 0,02 a
0,006). A T'inverse, et bien que la proportion
d'augmentation de I'érection fut également
plus importante apres Moxisylyte pendant la
SSAV, la différence n'atteignit pas le niveau
de la signification statistique.

Conclusions :

Cette étude confirme sans équivoque l'activité
du Mosixylyte sur I'érection. Elle confirme
particulicrement son effet facilitant sur la
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réponse a la vibration, et donc probablement
la stimulation tactile, puisque la réponse a
l'association vibration-Moxisylyte fut signifi-
cativement plus élevée que celle au
Moxisylyte seul, et a l'association Vibration-
placebo. Par contre l'effet facilitant sur la
réponse & la SSAV, et donc probablement sur
la stimulation psychique, n'a pu étre démon-
tré. Cependant la différence aurait peut-étre
atteint le niveau de signification statistique si
nous avions étudié plus de cas, ou si la SSAV
avait été le premier, ou le seul test de stimula-
tion. Nos résultats expliquent pourquoi une
substance qui semble peu efficace devant le
médecin peut I'étre dans l'intimité, et confirme
que des doses plus faibles que celles requises
pour induire une érection complete dans un
environnement médical, ou des substances
moins puissantes, peuvent obtenir des résul-
tats thérapeutiques satisfaisants tout en rédui-
sant les risques d'érection prolongée.
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La conversion de testostérone en dihydrotes-
tostérone par I’enzyme So-réductase est une
réaction clef dans 1’action des androgénes.
Elle est essentielle dans le développement de
tissus androgéno- dépendants comme la pros-
tate. En effet, Pactivité Sa-réductase est éle-
vée dans les prélevements d’hyperplasie
bénigne de 1a prostate (HBP).

Afin de comparer I’activité Sa-réductase dans
les différentes zones constitutives de la prosta-
te normale, nous avons mis en place la culture
de cellules provenant des 5 zones : - zone
périphérique (ZP), zone centrale (ZC), zone
transitionnelle (ZT), zone périurétrale (ZPU),
stroma fibro-musculaire antérieur (SFMA).

L’activité So-réductase a été évaluée par la
mesure des dérivés Sa-réduits formés [dihy-
drotestostérone (DHT), 50-3a et 5a-3p
androstanediols (Diols), Sa-AS-androstene-

dione (50-AS5)] par les cellules incubées en
présence de substrat [14C]-Testostérone (200
nM) et libérés par les cellules. Les résultats
figurent sur le tableau 1.

Il apparait une variation importante de I’acti-
vité Sa-réductase en fonction de la zone
considérée. Cette activité prédomine dans la
zone transitionnelle de la prostate normale.
Dans les cellules épithéliales de zone transi-
tionnelle d'HBP (tableau 2), la production des
dérivés So. réduit est fortement augmentée (m
= 133 nM/mg prot/j vs 45 nM/mg prot/j).

Ces données (préliminaires) démontrent la
variabilité¢ de I’activité So-réductase en fonc-
tion de la zone considérée dans la prostate
humaine normale et suggerent une participa-
tion des cellules épithéliales a la production
des dérivés Sa-réduits au cours de 1’hypertro-
phie bénigne de la prostate.

TABLEAU 1

Zones de la prostate zp zc T ZPU SFMA
Production totale des dérivés 5a 27 40 45,6 29,4 32,1
réduits (nM/mg prot/j)

DHT (nM/mg prot/j) 16,8 19 30,5 15,3 26,6
Diols (nM/mg prot/j) 4 42 9.4 9,4 2,2
50-AS (nM/mg prot/j) 6,2 16,8 5,7 4,7 33
TABLEAU 2

ADENOMES (ZT) | 2 3 4
Nombre de boites n=4 n=4 n=2 n=2
Production totale des dérivés 117,4428,5 155+13,6 139,4+8 120,5+11
Sa-réduits. (nM/mg prot/j)

DHT (nM/mg prot/j) 71,618 109,6+8,8 80,4+14.8 72,5+0,7
Diols (nM/mg prot/j) 14,6£10 22,2+10 28,5£12,8 16,8%1,1
50-A4 (nM/mg prot/j) 31,2£12 23,2£19 30,5+11,6 31,2458
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