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Aristote (384-322 av. J.-C) :

Biologiste de la reproduction avant la lettre

G. ANDROUTSOS

Histoire de la Médecine, Université d’loannina,
Gréce

Aristote est né a Stagyre, en Macédoine Grecque. Du fait
qu’une grande partie de son ceuvre traite de la génération,
Aristote est considéré comme le premier « biologiste de la
reproduction ». Il a avancé une théorie selon laquelle la
femme tient une place tout & fait mineure dans la concep-
tion. Pour Aristote, I’embryon est formé par la seule
semence de I’homme qui agit sur une matiére constituée,
quant a elle, par les menstrues de la femme. II récuse la
théorie d’Hippocrate qui fait intervenir la semence fémi-
nine dans la conception. Le malc, selon Aristote, apporte
par son sperme le principe efficicnt, le facteur de mouve-
ment, la forme, I’idée, tandis que la femme n’apporte quc
la matiére utile & former I’embryon. Selon Aristote, le
sperme est formé a partir du sang le plus pur, et 1'ultime
produit obtenu est fait d’un mélange d’eau et de pneuma
(le souffle) apporté par les artercs spermatiques. 11 sou-
tient que la force du sperme détcrmine la ressemblance
aux parents. 1] soutient qu’un sperme qui « domine com-
plétement la matiere maternelle » donnera naissance non
seulement & un garcon mais qu’cn plus il aura tous les
caracteres de son pére. Mais si le pere vainqueur en tant
que male est vaincu en tant que pere, il naitra un gargon
qui ressemblera a sa mere...Les ressemblances peuvent
provenir aussi de parents éloignés, pensait Aristote. Son
explication est que si le mouvement de la semence du
pere est affaibli, c’cst la force de la semence du grand-
pere qui devient dominante. Aristote a évoqué 1’hérédité

de I’acquis : les parents porteurs d’une anomalie peuvent
la transmettre a leurs enfants, mais « en général, les
enfants de parents mutilés naissent avec tous leurs memb-
res...». Aristote pense que la détermination du sexe de
I’embryon est établie dés la conception, le male est donc
I’étre normal, parfaitement réussi, tandis que la femme est
une « sorte de monstruosité nécessaire au maintient de
I’espece ». Il récuse, par conséquent, 1’opinion d’Hippo-
crate concernant I’influence sur le sexe du c6té occupé
dans la matrice. Anaxagore prétendait que le testicule
droit servait a produire des garcons ct que le gauche pro-
duisait des filles. Il n’en est rien pour Aristote puisque la
semence provient du sang et non des testicules. Il énume-
re aussi d’autres facteurs susceptibles d’agir sur le sexe de
I’enfant & venir, 1’ge parental en particulier. Aristote est
le premier a affirmer que le développement de I’embryon
est progressif, débutant & partir de substances amorphes
ce qui annonce la théorie de 1’épigénése. Cette thése s’ op-
posera violemment a la théorie de la préformation, fondée
sur I’idée que le développement de ’embryon résulte de
la simple croissance d’un étre déja présent mais minuscu-
le, « invisible ». Les écrits d’ Aristote serviront de repére
au savoir scientifique sur la génération jusqu’au XVIle
siecle malgré leurs contradictions.
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Cancer de la verge : historique du traitement
chirurgical

G. ANDROUTSOS

Histoire de la Medecine, Université d’loannina,
Grece
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Des le XVle siécle Fabrice d’Acquapendente et Ambroise
Paré auraient pratiqué déja des amputations de la verge. En
1635 Scultet rapporte une amputation. En Allemagne Doe-
bel importe I’amputation du pénis au couteau vers la fin du
XVII s. La crainte des hémorragies fit découvrir a Ruysch
le procédé de la ligature en 1691. Cette méthode resta clas-
sique et ne commenga a perdre du terrain que vers la fin du
XVllle siécle. Les derniéres relations de ligature furent fai-
tes par Groefe et Binet en 1828. L’amputation de la verge
fut néanmoins réhabilitée en partie par Le Dran e¢n 1730.
Ce procédé ne fut repris que timidement, car I’hémorragie
était le principal obstacle a la diffusion de la méthode san-
glante. Warner (1850) ne pratique I’amputation qu’apres
avoir placé un tourniquet a la racine de la verge et Pallucci
propose la compression des arteres sur les branches du
pubis. A la fin du XVIlle siecle les travaux de Hey et de
Boyer consacrent définitivement I’emploi du bistouri dans
le traitement du cancer de la verge. Depuis le début du
XIXe siécle cette méthode est 4 peu prés la seule cn usage.
Cependant, d’autres procédés étaient proposés : cautérisa-
tion a la pate caustique de Vienne et au chlorure de zinc,
soit au thermocautére. Middeldorpf, le premier, recomman-
de en 1854 I'amputation avec le couteau du galvanocaute-
re, procédé employé en France seulement en 1869 par
Sédillot, puis par Amussat (1870), Velpeau, Chassaignac,
Trélat, Morel-Lavallée et Ollier. Les avantagcs sont :
absence d’hémorragie, de retention d’urine ou d¢ pyohé-
mie. Toutefois I’amputation a I’aide d’instrument tranchant
dominait ; jusqu’en 1830 on s’était borné a la simple
amputation. Delpech faisait I’amputation totale au ras du
pubis. L’extirpation totale de la verge avec ablation com-
pléte des corps caverneux est pratiquée par Cabad¢ d’Agen
en 1873, Cette opération est perfectionnée par Gould. Vers
1886, Harisson, Horteloup et Montaz ont I’idée de créer,
dans la région bulbaire de I’uréthre, en arriere de la cicatri-
ce opératoire, une ouverture, évitant ainsi a la plaie d’étre
souillée par I’urine. A c6té de ces méthodes s’en place une
plus radicale : 1’émasculation totale. Elle aurait été
employée pour la premiére fois par Annandale en 1873. En
1887, Péan fait une operation se rapprochant de I’émascu-
lation totale : il pratique, d’ailleurs au thermocautére une
amputation totale avec castration unilatérale. Ce fut Chalot
qui fit la premiére émasculation totale en France en 1892.
Suivi dans cette voie par Albarran, Tédenat, Legueu, For-
gue, il en décrivit la technique. Pantaloni publie en 1898
trois cas opérés par lui et Jonnesco, trois cas égalcment en
1901. Serra, dans sa thése de 1903, réunit une vingtaine
d’observations. Depuis, I’émasculation totale ne I’est plus
aussi systématiquement a I’heure actuelle. Kiittner a mon-
tré par ses recherches qu’il n’y a pas d’avantage i enlever
les bourses et les testicules sains, la récidive, aprés ampu-
tation du pénis cancéreux ne survenant qu’au niveau des
ganglions inguinaux et non dans les bourses ou sur les cor-
dons spermatiques. C’est d’ailleurs la conclusion a laquelle
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aboutit Legueu en 1908. Actuellement, 4 c6té du traitement
chirurgical qui s’applique a la majorité des cas rencontrés
en clinique, nous devons signaler la curiethérapie ainsi que
la chimiothérapie qui ont leurs indications particuliéres.
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" L’eau fondante de Guilbert de

Preval " : le premier preservatif chimique

G. ANDROUTSOS

Histoire de la Médecine, Université d'loannina, Gréce

« L’eau fondante de¢ Guilbert de Préval » était un préser-
vatif chimique des maladies vénériennes recommandé a la
fin du XVIlle si¢cle par Guilbert de Préval qui était le
médecin de « la Gourdan », personne connue pour tenir
une des maisons de rendez-vous les plus célébres de
Paris. Son mode d’emploi est rapporté par le docteur
Baude (thése de médecine de Paris, 1927). « Quiconque
voudra se servir de cette eau prenne un gobelet ou un
autre vase fait non d’aucun métal mais de terre ou de
verre, qu’il y plonge la partie qu’il voudra rendre invulné-
rable au virus vénérien, qu’il I’en abreuve avec soin et a
plusieurs reprises lorsqu’il se sera exposé au commerce
d’une femme suspecte ou décidément gétée. Quant aux
femmes, qu’elles s’en fassent des injections fréquentes et
profondes ». L’ « eau fondante » n’aurait été qu’un
mélange d’eaux de chaux, de sel marin, d’une tres petite
quantité de mercure et d’un « principe odorant ». Son
efficacité semble avoir été douteuse. tout au moins pour le
fils du duc de Duras, si I’on en croit Bachaumont. L’in-
venteur de |’ « eau fondante, Claude-Thomas-Guillaume
Guilbert de Préval, n’était pas un charlatan mais un hono-
rable docteur-régent de la Faculté de Médecine dc Paris
(1759) spécialisé en syphiligraphie. Ami des écrivains
Nicolas Restif de la Bretonne (1734-1806) et Louis-
Sébastien Mercier (1740-1814), il semble avoir été en
froid avec ses confréres comme d’ailleurs la plupart des
médecins qui soignaient les vénériens, ces traitements
étant plus généralement du ressort des chirurgiens et des
empiriques. Sur demande de M. de Saint-Laurent, Préval
« muni de son eau affronta la syphilis » a plusieurs repri-
ses, en 1771, dans une petite maison de Popincourt,
devant le duc de Chartres et le prince de Condé. « L’expé-
rimentation » ayant été concluante, M. de Sartine, alors
Lieutenant général de la police, s’intéressa a cette eau et
entreprit de son coté de faire faire des essais sous le
contrdle du doyen et de trois docteurs de la Faculté. Préval




vendait fort bien son eau et prétendait méme avoir prémuni
2700 soldats et 6200 bourgeois de Paris ! Mais en juillet
1772, une réclame imprimée vantant les mérites de I’eau
fondante sera déposée sur le burecau de Le Thieullier,
doyen de la Faculté de médecine, laquelle Faculté avait
déja été indisposée par les « expérimentations » de Préval.
Un énorme scandale éclatera, qui durera plusieurs années.
Préval, apres avoir été tout d’abord interdit d’assistance
« aux assemblées et actes publiques » de la Faculté, finira
par perdre son titre de docteur-régent, sera définitivement
exclu de la Faculté et ruiné (1776).
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L’Eglise et le controle des naissances

G. ANDROUTSOS

Histoire de la Médecine, Université d’loannina, Gréce

L’Eglise chréticnne depuis ses débuts était hostile a la
contraception. 57 apr. J.-C. : Paul stigmatise les meceurs
« contre nature » des paiens ; 80 : Propos de Jesus sur les
eunuques volontaires (L’Evangile selon saint Matthieu)
95 . L’Apocalypse de Jean condamne les « pharmakoi » ;
98 : La Didaché attaque les « tueurs de descendance » ;
111 : Pline le Jeune dénonce les « vices » des
« chrétiens » ; 177 : Athénagoras affirme que les chrétiens
ne s’unissent que pour procréer et s’ abstiennent pendant la
grossesse ; 199 : Marcus Minucius Felix dénonce comme
parricides les femmes qui par des drogues « éteignent la
naissance d’un homme futur » ; 190 : Saint Clément inter-
dit de gaspiller la semence ; 220 : Les chrétiens tiennent
Pusage des drogues contraceptives pour un meurtre ; 300 :
Lactance assimile les sodomites a des parricides ; 374 : La
loi tient les infanticides pour des homicides ; 382 : Saint
Jérdbme dénonce les pratiques contraceptives des jeunes
filles de Rome et donne sa forme anti-contraceptive a [’his-
toire d’Onan ; 390 : Décret de Valentinien vouant au feu
les sodomites ; Saint Jean Chrysostome condamne les rap-
ports avec les prostituées parce qu’ils impliquent la contra-
ception ; I'Ve s. : Saint Augustin stigmatise les procédés
contraceptifs et la continence périodique ; 503 : Césaire
assimile 'usage des drogues stérilisantes a une multitude
d’homicides ; 572 : Saint Martin fait adopter par le concile
de Braga un canon contre les drogues stérilisantes ; Xle s. :
Gratien integre dans son Décret deux canons relatifs 2 la
contraception ; 1248 : Albert le Grand affirme que les rap-
ports conjugaux pendant la grossessc ne constituent pas un
péché mortel ; 1515 : Sylvestre condamne ’étreinte réser-
vée et le refus du devoir conjugal pour limiter le nombre
des enfants ; 1588 : La bulle Effraenatam voue a 1’excom-

munication et a la mort ceux qui procurent ou utilisent des
« poisons de stérilité» ; 1602 : Sanchez justifie ’acte
conjugal sans souci de I’intention des conjoints tant qu’ils
ne font rien pour éviter la conception. 11 suggeére I’interrup-
tion du coit fornicateur et autorise les femmes violées a
expulser la semence regue. Il oblige 1’épouse d’un onaniste
a rendre quand méme le dii conjugal ; 1798 : Malthus
publie An Essay on Principle of Population ; 1853 : Le
Saint Office condamne toute forme de coopération losque
le mari use d’un préservatif. ; 1878 : La Pénitencerie
recommande I’interrogatoire en cas de soupcons fondés
d’onanisme ; 1909 : Les évéques belges envoient 4 leurs
prétres une Instruction sur I’onanisme qui prescrit la lutte &
outrance ; 1916 : Si le mari utilise un préservatif, I’épouse
devra lui résister comme & un violateur, dit la
Pénitencerie ; 1920 : Les évéques allemands prescrivent
aux maris d’arracher les instruments contraceptifs dont
voudraient se servir leurs femmes ; 1930 : L'Eglise angli-
cane admet la contraception pour des motifs sérieux ; 1951
: Pie XII estime « naturelle » la recherche du plaisir par les
conjoints ; 1958 : Pie II condamne tout emploi de la pilule
a des fins directement contraceptives ; 1963 : L’évéque de
Bois-le-Duc proclame que le choix des moyens de régula-
tion des naissances fait partie des la responsabilité des
conjoints. Les évéques discutent la légitimité des contra-
ceptifs chimiques ; 1964 : L’archevéque de Westminster
affirme que la contraception est condamnée par les lois
divines et ne saurait éire une question ouverte.
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Venette Nicolas (1633-1698) et le premier traité
de sexologie

G. ANDROUTSO0S
Histoire de la Médecine, Université d’loannina, Gréce

Premier « sexologue », Venette, publia son ouvrage capital
La Génération de I’homme, ou Tableau de I’amour conju-
gal (16838). L'utérus est toujours le trés avide « aspirateur &
sperme » responsable des appétits sexuels des femmes. Le
clitoris est bien le si¢ge de la « lascivité » féminine. Les
différentes positions coitales préoccupent Venette. Aprés
quoi il critique les postures debout ou assises, qui procu-
rent une « mauvaise aspersion » de la matrice. Pour préco-
niser le « bon vieux missionnaire », mais aussi les posi-
tions a tergo, qui préservent le fruit de la femme enceinte.
Venette conclut qu’aprés tout on peut baiser sa femme de
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quelque maniére que ce soit, pourvu que I’on ne commette
pas de faute contre la propagation des hommes. Bon méde-
cin, il est aussi un des rares a ne pas jeter I’anatheme sur le
sang menstruel et ne croit pas aux dangers du coit pendant
les regles. Les troubles de 1’érection paraissent bien com-
préhensibles a Venette. L’homme se fatigue plus que la
femme. C’est lui qui, dans les rapports conjugaux, « agit
presque tout seul, tandis que la femme ne fait que souffrir
les caresses d’un homme dans une posture aisée ». Venette
est quasi le seul a dépeindre les troubles de 1’éjaculation.
Avec pas moins de sept différents cas parmi lesquels se
trouvent I’éjaculation molle et I’éjaculation rétrograde. Les
causes de ces empétrements masculins relévent de trois
grandes rubriques d’« époque ». 1) la « morale ». On y
trouve ressassées les vieilles rengaines sur I’épuisement
par la vie dissipée, les excés vénériens, I’abus du plaisir
solitaire. 2) celle des sortileges. Venette ne croit pas qu’un
magicien puisse s’opposer aux violents desseins de la natu-
re. 3) celle des causes organiques : Venette connaissait les
imperfections anatomiques masculines, 1’hypospadias, le
phimosis, la bri¢veté du frein, ainsi que le paraphimosis. Il
dispute des dimensions fautives du membre viril, trop
court, ou trop long, ou trop large. Le chapitre étiologique
de I'impuissance organique établi par Venette lui fait hon-
neur. On y trouve en effet : 1) Les causes endocriniennes :
insuffisance ou absence des testicules, ectopie, cause cer-
taine de stérilité ; 2) Les causes traumatiques : lésions des
nerfs érecteurs ; 3) Les causes infectieuses : prostatite
chronique ; 4) Les causes toxiques : I’alcoolisme ; 5) Les
causes neurologiques : les nerfs qui sortent de I’os sacrum
sont « faibles, ou bouchés » ; ou I’homme souffre d’une
palalysie des membres inférieurs ; 6) La sénescence : le
vieillissement artériel ; 7) Les nodosités : maladie de
Lapeyronie. Pour les freins trop courts, Venette propose
unc section transversalc. Le phimosis doit étre opéré par
des incisions de chirurgie plastique, comme par les
Antiques, et non par la circoncision judéo-islamique. 1
recommande aux porteurs de verge trop longuc 1’usage
d’un écusson de cuir, de liege bien cotonné, renouvelé des
anneaux antiques, pour ne pas « empaler » le cul-de-sac
postérieur de leurs partenaires. I dénonce les remedes de
bonne femme censés allonger les verges trop courtes, fric-
tions, onguents, cmplatres. Il connait les aphrodisiaques
mais ne leur accorde pas grand crédit. Il met en garde cont-
re leurs dangers, en particulier la néphrite hématurique
mortelle provoquée par la cantharide. De méme qu’il
compte sur le charme naturel des femmes pour combattre
les maléfices de sorciers, il s’en remet & la plus classique
thérapeutique de couple en matiere d’impuissance. Il fait
un tableau horrifiant de ’hypertrophie clitoridienne. Il se
résigne & préconiser 1’abstention chirurgicale.
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Bilan de quatre ans d’assistance médicale
a la procréation avec sperme de donneur

V. ACHARD?, O. PAULMYER-LACROIX!, J. SAIAS-
MAGNAN'.2, C. GUILLEMAIN3, A. NOIZET3,

J.M. GRILLO 1.3

1AP-HM Conception, Laboratoire de Biologie de la
Reproduction, 147 bd Baille, 13385 Marseille
cedex 05.
2AP-HM Conception, Centre de Procréation Médica-
lement Assistée, 147 bd Baille, 13385 Marseille

cedex 05.

3C.E.C.0.S. Hépital Ia Conception, 147 bd Baille,

13385 Marseille cedex 05.

Introduction :

L’assistance médicale a la procréation avec sperme de don-
neur est la plus ancienne solution a I’infertilité masculine
et permet de prévenir une transmission de pathologies
génétiques ou infectieuses a la descendance.

Matériel et Méthodes :

Nous avons étudiés rétrospectivement 367 cycles d’insé-
mination (TIAD) et 62 cycles de fécondation in vitro (FIV-
D) avec sperme de donneur effectués dans le centre d’as-
sistance médicale a la procréation de 1’Hopital de la
Conception a Marseille (France) entre janvier 1998 et mai
2002. Toutes les inséminations étaient pratiquées le jour de
I’ovulation, par voie intra utérine apres préparation du
sperme. Elles étaient en majorité (92%) couplées a une sti-
mulation de 1’ovulation. Ces tentatives concernent 122
couples dont le critere d’inclusion était de pratiquer au
moins un cycle d’IAD.

Résultats :

Trente neuf couples ont obtenu au moins une naissance
vivante, huit d’entre eux ont désiré un deuxieéme enfant,
obtenu dans cinq cas. Les taux moyens de succes par cycle
(TMSC) sont de 21,2 % pour les IAD, et de 30,1 % en
FIV-D pour la période concernée. Cinquante deux cnfants
sont nés en IAD et 19 en FIV-D. Le taux cumulatif de
grossesses en IAD est de 50 % a la sixiéme tentative.
Parmi les paramétres étudiés suivants : indication, patholo-
gie féminine associée, durée de I'infertilité, rang de la ten-
tative, stimulation de 1’ovulation, technique utilisée pour
préparer le sperme, caractéristiques du sperme des don-
neurs observés lors du test de décongélation et a la fin de
la préparation du sperme, age de la patiente, seuls les deux
derniers ont une influence significative sur les TMSC en
TAD. Aucun facteur influengant le TMSC en FIV-D n’a pu
8tre déterminé.




Conclusion :

Bien que les parameétres du sperme du donneur ainsi
que les techniques de préparation du sperme semblent
avoir une influence sur le rendement de I’IAD, les para-
meétres féminins sont les déterminants principaux de la
réussite de ’assistance médicale a la procréation avec
sperme de donneur.
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Résultats de I’enquéte de la SALF concernant
la pratique de la recherche des microdélétions
du chromosome Y : biologie moléculaire

I. AKNIN-SEIFER1.2, H. LEJEUNE 3, R. LEVY1

1Laboratoire de Biologie de la Reproduction et
2| aboratoire de Génétique de I’'Hopital Nord,
Saint-Etienne, 42055,
3Département de Médecine de la Reproduction,
Hépital E. Herriot, Lyon.

Introduction :

Les microdélétions du chromosome Y peuvent étre détec-
tées chez les patients infertiles présentant des troubles
séveres de la spermatogenese. Ce dépistage est conseillé
avant réalisation de I'ICSI. Le but de notre enquéte était
tout d’abord de faire « I’état des lieux » sur la pratique en
France du dépistage des microdélétions du chromosome
Y en tentant de répondre aux questions suivantes :

e Combien de laboratoires recherchent les microdélétions
du chromosome Y ?

* Quclle activité cette analyse représente t-elle ?

* Les indications et les paramétres spermatiques sont-ils
connus des laboratoires effectuant I’analyse ?

* Quelles sont les méthodes employées ?
* Comment est facturée cette analyse?

Les objectifs, a terme, étaient de pouvoir discuter :

¢ des méthodes les plus adaptées selon le rapport coiit -
efficacité ;

* d’une prise en charge par les organismes d’Assurance
Maladie ;

* et de la mise en place d’un « contrdle de qualité* »
national.

(* échantillons positifs et négatifs soumis a I’analyse dans
les différents laboratoires)

Matériel et Méthodes :

Questionnaire : Un questionnaire spécifique destiné aux
biologistes moléculaires a été élaboré. Centre : Les ques-
tionnaires ont été adressés aux responsables biologistes des
centres agréés en AMP, en France métropolitaine.

Résultats :

30 laboratoires font cette détection (seuls 29 ont effective-
ment renvoyé leur formulaire). 29 réponses
« Biologistes Moléculaires » ont donc été obtenues soit par
retour dc questionnaires. soit lors d’un entretien télépho-
nique. Un total de 10399 analyses a été conduit dans les 29
laboratoires ayant répondu a I’enquéte avec une augmenta-
tion des examens au cours des années (2617 examens au
cours de I’année 2000). Les laboratoires ont connaissance
des données cliniques pour 76 % des centres (22 sur 29) et
des données du spermogramme pour 79 % des centres (23
sur 29). Les résultats concernant la réalisation de la détec-
tion des microdélétions mettent en évidence une extréme
diversité des pratiques. La majorité (66%) des centres pra-
tiquent une technique « maison » (19 sur 29), deux centres
(7%) utilisent un Kit commercial, et seulement 8 centres
(28%) suivent les recommandations européennes. Cette
analyse cst facturée en moyenne 606 BHN (de 200 a 2350
BHN).

Conclusion :

L’activité de recherche des microdélétions est en crois-
sance réguliere. Cependant cette analyse suscite encore
de nombreuses questions. L’évolution vers une tech-
nique standardisée, soumise a un contrdle de qualité
national, ainsi que la reconnaissance et la cotation de
cette analyse par les organismes d’assurance maladie
apparaissent comme des étapes essentielles a sa généra-
lisation en routine.
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Résultats de ’enquéte de la SALF concernant la pres-
cription de la recherche des microdélétions

du chromosome Y : prescripteurs

l. AKNIN-SEIFER1.2, H. LEJEUNE 3, R. LEVY1

1Laboratoire de Biologie de la Reproduction et
2| aboratoire de Génétique de I'Hépital Nord,
Saint-Etienne, 42055,
3Département de Médecine de la Reproduction,
Hopital E. Herriot, Lyon.
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Introduction :

La prescription de la recherche des microdélétions du
chromosome Y en cas de troubles séveres de la spermato-
genése est conseillée avant réalisation de I’ICSI. Le but de
notre enquéte était tout d’abord de faire « I'état des lieux »
sur la pratique en France de la prescription des microdélé-
tions du chromosome Y en tentant de répondre aux ques-
tions suivantes :

* Combien de praticiens et de centres d’ AMP demandent
la recherche des microdélétions du chromosome Y ?

* Qui sont les praticicns prescripteurs ?
* Quelles sont les indications retenues ?
* Comment est financ¢ le dépistage ?

Les objectifs, a terme, étaient de pouvoir discuter :

» d’une prise en charge par les organismes d’Assurance
Maladie ;

» d’un consensus en ce qui concerne les indications du
dépistage.

Matériel et Méthodes :

Questionnaire : Un duestionnaire spécifique destiné aux
prescripteurs de cette analyse a été adressé aux responsa-
bles cliniciens ou biologistes des 88 centres agréés en
AMP.

Résultats :

72 centres ont répondu soit par retour des questionnaires,
soit lors d’un entreticn téléphonique (taux de réponse de
82%) : 42 centres (58%) prescrivent cette détection (25
publics, 16 privés et | mixte), 30 centres (42%) ne le font
pas (9 publics, 20 privés et 1 mixte). Pour les centres
d’ AMP ne demandant pas cette analyse, les principales rai-
sons sont : « analyse non disponible localement » (60%),
« colt élevé de I'analyse » (43%) et « ne change pas la
prise en charge » (36%).

Les prescripteurs sont gynécologues (33% du total des
prescripteurs ayant répondu), urologues (26%) et biologis-
tes (27%). Les principales indications retenues sont les
azoospermies sécrétoires (54%) (21 centres sur 36). Les
azoospermies de toutes origines représentent les 38% res-
tant (15 centres).

A noter, 3 centres ne prescrivent pas du tout la recherche
en cas d’azoospermic (8%). Pour les oligozoospermies,
39% des prescripteurs retiennent comme seuil 5 Millions
de spz/ml et autant (39%) celui de | Million de spz/ml. 8
centres (21%) ne retiennent pas les oligozoospermies
comme indications. De fagon paradoxale, plusieurs centres
considérent la notion d’infertilité familiale comme indica-
tion principale de cette recherche. En dehors de protocoles
de recherche (31%), cette analyse est a la charge du patient
(24%) ou de I’Hopital (24%).

Conclusion :

La prescription de la recherche des microdélétions
connait un essor récent. L’évolution vers un consensus
sur les indications est souhaitable. La reconnaissance
de cette analyse par les organismes d’assurance mal-
adie apparait comme une étape essentielle a sa généra-
lisation en routine. L’analyse des réponses a ce ques-
tionnaire a révélé une forte demande de diffusion d’in-
formation sur ce sujet.

L 2 4 4

Mutations du géne de la polymérase gamma de
I’ADN mitochondrial (POLG) associées a l'infer-
tilite masculine

I. AKNIN-SEIFER1.2, R.L. TOURAINEZ,
A. COMBES2, J.L. LAURENT1, B. LAURASZ2,
R. LEVY?

1Laboratoire de Biologie de la Reproduction et
2Service de Génétique, Saint-Etienne, 42055,
France.

Introduction :

Le géne POLG localis¢é en 15q24-15q26 code pour une
sous-unité catalytique de I’ADN polymérase mitochondria-
le, y. La partie N terminale contient une série de 10 gluta-
mines codées par une répétition CAG. Une augmentation
du nombre de répétitions de triplets CAG est associée a
différentes maladies humaines, comme la chorée de Hun-
tington et certaines formes d’atrophie spinocérébelleuse.

Rovio et al ont comparé le nombre de répétitions des tri-
plets CAG dans une population d’hommes contrdle (popu-
lation générale), d’hommes fertiles et différentes popula-
tions d’hommes infertiles. Il a observé une association
entre |’absence de I’alltle normal (correspondant aux 10
répétitions) et Pinfertilité masculine, 4 ’exclusion de I’a-
zoospermie.

Matériel et Méthodes :

Patients : 177 patients infertiles et 28 témoins fertiles et
normospermiques.

Amplification par PCR : la région des triplets CAG du
géne POLG a été amplifiée et 'analyse de fragment réali-
sée sur un séquenceur Beckman CEQ2000 XL.
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Résultats :

(1) Lallele prédominant de 10 répétitions CAG a été retro-
uvé chez tous les sujets normospermiques et fertiles de
facon homozygote ou hétérozygote (génotype 10/10 ou
10/x). (2) Chez les sujets infertiles, dans 2,8% des cas (5
sur 177), on retrouve a 1’état homozygote un nombre de
répétitions différent de 10 : dans 2 cas, les sujets sont
homozygotes pour un alléle mutant, et dans les 3 autres
cas, les sujets sont hétérozygotes composites. (3) Les
sujets infertiles sont plus souvent hétérozygotes 10/x
(25 %) que les sujets fertiles (14 %). Les 5 patients homo-
zygotes pour ’absence de 1’allele normal présentent tous
une oligozoospermie sévere associée & une asthéno-
zoospermie. Ils représentent 6,1% des oligozoospermies
inférieures a 5 millions de spz/ml (5,3% de toutes les oli-
gozoospermies). De plus, ce pourcentage augmente avec la
sévérité de 1’oligozoospermie (7% dans les oligozoosper-
mies de moins de 1 million de spz/ml).

Conclusion :

Nos résultats sont les premiers a confirmer ceux de
Rovio ef al. Ils indiquent que lorsqu’il n’y a aucune
autre étiologie a ’infertilité masculine, POLG contri-
bue a environ 5% des oligozoospermies. Un dépistage
précoce pourrait permettre un conseil génétique appro-
prié puisque cette atteinte génétique est probablement
de transmission autosomique récessive. Des études
complémentaires sont nécessaires pour mieux compren-
dre le role de cette expansion de polyglutamine dans
Pinfertilité masculine.
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Caractéristiques de morphologie et de mouve-
ment de spermatozoides de Rattus rattus
provenant de trois écosystémes guadelou-

péens : impact probable des pollutions envi-
ronnementales

1 A. BAZIRE, 2 D. SCHORVAERT, 3 P. JOUANNET,
4 L. MULTIGNER, 3 J. AUGER

1Centre Antipoisons de Paris, Hépital Fernand Widal,
2 | aboratoire d’Analyse d’Images en Pathologie Cel-
lulaire, Hopital Saint Louis, 3 Laboratoire de Biologie
de la Reproduction, CHU Cochin, Paris, 4 INSERM U
435 - GERM, Université de Rennes 1, Rennes

Introduction :

Dans les Antilles francaises, différentes données récentes

suggerent un impact défavorable des pollutions environne-
mentales sur la reproduction de la faune sauvage. En 2000
a €té initié le projet multidisciplinaire ORCHIDEE destiné
a étudié plus particulierement cet impact chez les rats
males capturés dans trois écosystémes de la Guadeloupe :
un site vierge (A) de.toute pollution environnementale
situé dans le parc national, un site isolé (B), a priori
dépourvu de pollution directe, 1’ilet Fajou, et un site agri-
cole (C, bananeraie) a priori fortement exposé notamment
a de polluants phytosanitaires.

Matériel et Méthodes :

Se basant sur des approches de toxicologie expérimentale
dans le modéle rat qui indiquent un impact de nombreux
composés chimiques sur la formation et la maturation des
spermatozoides, le présent travail s’est précisément inté-
ressé a deux aspects de la qualité¢ spermatique de I’une des
espéces sauvages capturées, le rat noir (Rattus rattus) : la
morphologie détaillée des tétes de spermatozoides épididy-
maires et le mouvement de ces spermatozoides. Pour ce
faire, nous avons mis au point d’une part une méthode d’a-
nalyse de la morphométrie et de la densitométrie des tétes
de spermatozoides par analyse d’image (systtme SAMBA)
en microscopie de fluorescence (x1000, coloration au
Hoechst 33342, 150 spermatozoides/animal, 21 animaux
étudiés), d’autre part, une méthode semi-automatique d’a-
nalyse des trajectoires des spermatozoides par microvidéo-
graphie assistée par ordinateur (x67, 50Hz, acquisitions sur
? sec, 60 trajectoires analysées/animal, 42 animaux étu-
diés). Ces deux méthodes ont permis le calcul de 22 para-
metres morphologiques et 11 parameétres de mobilité sur
lesquels se sont basées les comparaisons statistiques entre
sites.

Résultats :

1. Analyse morphométrique et densitométrique des tétes
des spermatozoides.

11 existait des différences significatives entre les 3 sites
pour I’ensemble des parametres étudiés, en dépit d’une
variabilité interindividuelle assez importante. Ces différen-
ces n’étaient pas expliquées par des différences de poids et
d’age des animaux (4ge évalué a partir de la mesure du
poids du cristallin). En comparaison au site A, les tétes des
spermatozoides des animaux des sites B et C (potentielle-
ment exposés) avaient une surface plus petite, une forme
moins réguliere et une moindre courbure, ceux du site B
avaient une chromatine moins condensée et ceux du site C,
une chromatine plus immature.

2. Analyse des caractéristiques du mouvement.

En dépit d’une variabilité interindividuelle 1a aussi assez
importante, il existait des différences marquées dans la
comparaison des animaux des sites A et B, les animaux du
site B ayant des caractéristiques de vitesse et de forme de
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trajectoire significativement plus faibles que celles des
spermatozoides du site vierge. Par contre, les animaux du
site C avaient, dans ’ensemble, des caractéristiques de
mouvement comparables a celles des animaux du site vier-
ge. Il existait une relation significative et positive entre
certaines caractéristiques du mouvement et le poids des
animaux (amplitude moyenne de la téte et distance linéaire
moyenne parcourue). Il n’a pas été trouvé de relation signi-
ficative entre les caractéristiques du mouvement et 1’dge
des animaux.

3. Relation avec les caractéristiques toxicologiques usuel-
les (dge, poids des organes, réserves spermatiques, dosa-
ges hormonaux).

Des corrélations globales ont été mises en évidence entre
les caractéristiques de forme des tétes (facteur de forme et
rapport corde/arc et la réserve testiculaire), relations avec
les valeurs de réserve spermatique non retrouvées au sein
de chaque site pris séparément. Par ailleurs, la vitesse cur-
vilinéaire moyenne était inversement corrélée a la réserve
spermatique.

Ces données rapportant des différences de la formation
(morphologie) mais aussi de la maturation (mobilit€) des
spermatozoides en fonction des sites de capture suggerent
un possible role délétere de ’environnement. La moindre
qualité 2 la fois de la mobilité et dc la morphologie des
spermatozoides des animaux capturés sur I’flet Fajou font
évoquer d’éventuels facteurs de pollution indirecte, ce site
étant localisé dans le grand cul de sac marin, zone de
convergence des effluents des rivieres polluées par I’agri-
culture et les industries de I’fle (résidus de pesticides,
métaux lourds, etc...). Dans le site bananeraie, site exposé
en permanence et directement & de nombreux pesticides,
les différences portaient essentiellement sur la morpholo-
gie des spermatozoides qui apparaissaient globalement
plus immatures, suggérant un éventucl impact de ces com-
posés ou de leur métabolites sur la morphogenese sperma-
tique. 11 faut cependant préciser que les conditions d’ali-
mentation dans ces trois écosystémes pourraient différer de
maniére notable et ainsi &tre un facteur également impliqué
dans les différences observées. Il est prévu de confronter
ultérieurement ces données aux résultats des mesures d’ex-
position aux pesticides et métaux lourds faites sur les tissus
(graisse, os, muscle) prélevés a cet effet.
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Relation entre le taux de fragmentation sperma-
tique et le taux de grossesse lors de tentatives
de Fécondation /n Vitro

M. BENCHAIB, V. BRAUN, J. LORNAGE, S. HADJ,
B. SALLE, H. LEJEUNE J.F. GUERIN-

Département de Médecine de la Reproduction,
Hépital Edouard Herriot, place d’Arsonval, 69373,
Lyon cedex 08. INSERM U 418-INRA UA 953,
Hépital Debrousse, 29, rue Soeur Bouvier,
69322 Lyon cedex 05.

Introduction :

Les caractéristiques spermatiques standard (spermogram-
me, test de migration-survie, analyse automatisée du mou-
vement) ne sont pas des prédicteurs fiables pour le résultat
d’une tentative de Fécondation in Vitro (FIV). La qualité
du génome spermatique joue un rdle important dans I’évo-
lution précoce de 1’embryon et dans le succés d’une tenta-
tive de FIV. La fragmentation de I’ADN spermatique est
un reflet de la qualité du génome spermatique et sa mesure
pourrait étre un facteur pronostique du résultat d’une tenta-
tive de FIV.

Matériel et Méthodes :

Une étude prospective a été réalisée a I’Hopital Edouard
Herriot de Lyon dans le Département de Médecine et Bio-
logie de la Reproduction. Le taux de fragmentation de
I’ADN spermatique d’une cohorte de 104 couples entant
dans un programme de Procréation Médicalement Assistée
(FIV conventionnelle ou ICSI) a été mesuré par technique
TUNEL. Le taux de fragmentation a été corrélé avec les
caractéristiques du sperme et les résultats de la tentative de
FIV.

Résultats :

Une corrélation négative a été trouvée entre les caractéris-
tiques spermatique (numération, mobilité, morphologie) du
sperme et le taux de fragmentation de I’ADN. Une liaison
significative a été trouvée entre le taux de fragmentation de
I’ADN spermatique et le taux de fécondation (un taux de
fragmentation supérieur a 10% s’accompagne d’une chute
du taux de fécondation). Aucune corrélation n’a été trou-
vée entre le taux de fragmentation de I’ADN spermatique
et la qualité des embryons obtenus. Un taux de fragmenta-
tion spermatique ¢levé (supérieur a 15%) est un facteur
péjoratif pour obtenir une grossessc quand une ICSI est
réalisée, ce résultat n’est pas retrouvé lorsqu’une FIV
conventionnelle est exécutée.
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Conclusion :

Le taux de fragmentation de ’ADN spermatique sem-
ble étre un facteur pronostique pertinent pour le taux
de fécondation et ’obtention d’une grossesse lorsqu’u-
ne ICSI est réalisée. La qualité des embryon basée sur
des critéres morphologiques ne sembie pas corrélée au
taux de fragmentation de ’ADN spermatique.

L 4 2 4

Evaluation du risque chromosomique par

hybridation in situ fluorescente (FISH) des

spermatozoides des hommes porteurs de
translocations équilibrées: intérét pour la prise
en charge en AMP. Etude a propos de deux cas

M. BERGERE!, F. VIALARD', D. MOLINA-
GOMES?!, G. SOUDREZ, A. DE LANETE,
J. SELVAT.

1Service d’Histologie-Embryologie-Cytogénétique
Centre Hospitalier Poissy Saint Germain en Laye
2Centre d’AMP CMC Parly Il Le Chesnay

Introduction :

Les différents remaniements chromosomiques équilibrés
constitutionnels ont un retentissement variable sur la méio-
se, et la proportion de gametes chromosomiquement équi-
librés obtenus. Les données disponibles quant aux risques
pour la descendance sont obtenues directement a partir des
couples fertiles ( Réciconseil), ces données ne sont pas
nécessairement les mémes pour les couples infertiles. L'é-
tude des spermatozoides par FISH préalable a une AMP
permet de préciser la proportion de gametes chromosomi-
quement normaux ou équilibrés, et, en fonction de ce pour-
centage de cerner, avec le couple, les opportunités respecti-
ves du DPI et des différents types de diagnostics chromo-
somiques anténatals.

Matériel et Méthodes :

L’analyse du sperme de Mr B, porteur d’une translocation
robertsonienne t(13;14)(q10; q10), a été réalisée avec une
sonde télomerique du 14q ( marquée directement a la cya-
nine 3) et une sondc d'une séquence unique du 13q (LSI
13, marquée directement 2 la fluoresceine).

I’analyse du sperme de Mr E, portcur d’une translocation
réciproque t (8;14)(p21; q23), a été réalisée avec une sonde

télomerique du 8p (marquée a la fluoresceine) et une sonde
télomerique du 14q (marquée a la cyanine 3).

Résultats :

Mr B : 62 spermatozoides ont été analysés, 57% ( n=35)
étaient normaux ou €quilibrés, parmi les 40% de spermato-
zoides déséquilibrés,10% ( n= 6) étaient porteur d’une dis-
omie 13 et donc susceptibles de générer un embryon triso-
mique 13.

Mr E : 138 spermatozoides ont ét€ analysés, 30% (n=41)
étaient normaux ou équilibrés, 70% (n=97) étaient dés-
équilibrés, la ségrégation 3/1 étant la plus fréquente, 50%
des cas ( n = 66). Compte tenu de la petite taille des seg-
ments transloqués, les embryons congus avec ces sperma-
tozoides déséquilibrés pourraient avoir un développement
prolongé.

Conclusion :

Pour le couple B le risque d’un feetus chromosomique-
ment déséquilibré viable était estimé a 10%. Le couple
s’est orienté d’emblée vers I’ICSI et le diagnostic anté-
natal. Pour le couple E, dont e risque était plus élevé, le
diagnostic préimplantatoire a été suggéré, mais le cou-
ple a renoncé, et s’est dirigé vers ’AMP. Des études
complémentaires sont en cours afin de juger de D’effet
éventuel des différentes méthodes de préparation des
spermatozoides sur le pourcentage de spermatozoides
chromosomiquement normaux mis en fécondation, et
d’adapter ainsi le traitement du sperme le jour de
I’AMP.

L 4 2 4

Impact des traitements androgéniques sur la
sexualité chez 26 hommes avec dysfonction
érectile et taux abaissé de testostérone selon
que la testostérone totale, ou exclusivement
ses fractions libre ou biodisponible, étaient
diminuées

J. BUVAT, A. LEMAIRE., B. ALEXANDRE.,
J. RATAJCZYK

Centre d’Etude et de Traitement de la Pathologie de
I'’Appareil Reproducteur et de la Psychosomatique, 3
Rue Carolus, Lille, France.

Introduction :

La responsabilité du déficit androgénique dans les dys-
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fonctions érectiles (DE) est encore discutée. En effet le
traitement androgénique n’obtient que des résultats modes-
tes chez les hommes avec DE et taux abaissé de testostéro-
ne plasmatique (T). 11 a été proposé que le taux des testos-
térones dites libre (TL) et biodisponible (TB = T non liée a
la Sex Hormone Binding Globulin) constituent des critcres
d’androgénicité plus fiables que celui de la testostérone
totale (TT), la plus couramment dosée, et devraient lui étre
préférés pour dépister les patients susceptibles de tirer
bénéfice d’un traitement androgénique. Dans une premiére
étude, rétrospective, et comportant une évaluation exclusi-
vement clinique, ces dosages n’avaient pas eu d’avantage
sur celui de la TT. Cette étude voulait vérifier nos résultats
antérieurs de facon cette fois prospective, et en utilisant
|'International Index of Erectile Function (IIEF) pour une
évaluation plus objective.

Matériel et Méthodes :

Les patients étaient 26 hommes de 38 a 68 ans remplissant
les 4 critéres suivants : 1) DE depuis plus de 6 mois ; 2)
pas de cause évidente autre qu’hormonale ; 3) dosages de
TT, TL et TB par méthode radio-immunologique, a deux
reprises ; 4) chaque fois au moins un des trois taux en-des-
sous des limites de la norme pour les hommes de 40 a 50
ans. Ces sujets ont recu un traitement androgénique pen-
dant trois mois : soit Enanthate de Testostérone, 250 mg
IM toutes les deux semaines (n=11), soit Undécanoate de
Testostérone, 80 mg per os matin et soir (n=7), soit Gona-
dotrophines Chorioniques, 5000 UT IM deux fois par
semaine (n=8), dans ce dernier cas aprés qu'’il ait été véri-
fié que la T était normalisée trois jours aprés une injection.
L’IIEF fut administré avant et apreés trois mois de traite-
ment. Les principaux critéres utilisés furent le score total
des 15 questions (IIEF 15), celui des 5 premieres questions
(IIEF 5), le Domaine Fonction Erectile (Q1-5 + 15 = IIEF
6) et le Domaine Désir (Q11 + Q12). Les effets sur la fonc-
tion érectile et le désir sexuel furent également évalués par
I'interrogatoire, selon des criteres quantitatifs.

Résultats :

TT était basse (< 3 ng/ml) chez 15 hommes, TL (< 16
pg/ml) chez 19, et TB (< 0.75 ng/ml) chez 19. Les trois
dosages étaient bas chez 11 (groupe 1), seules TB et / ou
TL étaient basses chez 11 (groupe 2), enfin seule TT était
basse chez 4 (groupe 3). Dans "’ensemble, I'évaluation cli-
nique releva une amélioration franche des érections chez
12 hommes sur 26 (46 %) et une amélioration franche du
désir sexuel chez 7 des 11 hommes chez qui il était initia-
lement diminué (63 %). Cependant seuls 3 hommes sur 26
jugeérent leurs érections normalisées, et 2 sur 15 leur désir
normalisé. Le score du Domaine Fonction Erectile aug-
menta de = 6 sur un total possible de 30 chez 54 % des
patients, de = 9 chez 27 % et de > 12 chez 11 %. Les sco-
res moyens de 'IlEF 5 (+ 5.3 = + 52 %), de I'lIlEF 6 (+

6.15 = + 52 %) et de I'TIEF 15 (+ 11.5 = + 35 %) augmen-
terent de facon hautement significative, mais il n’y eut pas
de modification du score moyen du Domaine Désir. L aug-
mentation des scores d’érection fut significative avec cha-
cun des 3 traitements. L’amélioration de la fonction érecti-
le fut trés nettement supérieure dans le groupe 1 par rap-
port aux groupes 2 et 3 : amélioration clinique franche
chez respectivement 10 hommes sur 11, 2 sur 11 et O sur 4,
augmentation 2 6 de I'IlEF 6 chez 8 sur 11, 4 sur 11 et 2
sur 4, 29 chez 5 sur 11, 2 sur 11 et O sur 4. De plus, parmi
les 21 hommes de plus de 50 ans, les scores moyens des
IIEF 5, 6 et 15 n’augmenterent de facon significative que
dans les groupes 1 et 143, mais pas dans le groupe 2.

Conclusion :

Dans cette étude ouverte, le traitement androgénique a
amélioré de facon significative les scores moyens de
I’'IIEF et de son Domaine Fonction Erectile chez les
hommes avec DE et TT abaissée de facon répétée, mais
pas chez les hommes avec abaissement exclusif de TB
et/ou TL mais taux normal de TT. Ceci ne plaide pas en
faveur de la supériorité des dosages de TL et TB sur
celui de TT pour dépister les DE d’origine réellement
hormonale. Le score du Domaine Fonction Erectile s’a-
véra bien corrélé a I’évaluation clinique des érections.
Par contre la discordance entre ’amélioration clinique
du désir et Pabsence d’augmentation des scores du
Domaine Désir de IIEF fait douter de la validité de ce
score pour évaluer le désir, au moins dans la version
francaise de I’IIEF.

L 44 4

La préparation du sperme par gradient de den-
sité modifie-t-elle le taux et le type d’anomalies
morphologiques ?

P. COHEN-BACRIE', M. PLACHOTZ,
J. DE MOUZONS3

1Laboratoire d’Eylau 55 rue saint Didier 75116 Paris.
2 | aboratoire de Fécondation in vitro CHI Jean
Rostand 141 Grande Rue 92311 Sévres.
3 Unité INSERM 569, 82 rue du général Leclerc
94276 Kremlin Bicétre

Introduction :

Plusieurs méthodes de préparation du sperme ont €té pro-
posées en vue d’assistance médicale a la procréation :
migration-sédimentation, swim-up, centrifugation sur gra-
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dient de densité, colonne d’albumine, filtration sur laine de
verre, etc. Toutes montrent une amélioration du taux global
d’atypie, variant suivant les techniques et les auteurs de 6 4
25%. En revanche, peu d’articles montrent, sur un effectif
suffisant, quels types d’anomalies sont diminués apres pré-
paration.

Le but de ce travail est d’évaluer les variations de chaque
type d’anomalies avant et aprés centrifugation du sperme
sur gradient de densité chez des patients explorés en vue
d’une tentative d’assistance médicale a la procréation.

Matériel et Méthodes :

309 tests de migration survie ont été réalisés par gradient
de Puresperm® (2 couches, 45% et 90%) chez des patients
qui présentaient une variation du spermocytogramme
avant et apres migration au moins égale a 10%. Elle s’é-
chelonnait avant migration entre 35% et 100%. Dans 58
cas d’oligoasthénospermie sévere, I’incubation n’a duré
que 2H au lieu des 17 H habituelles.

L’analyse morphologique des spermatozoides est effectuée
sur un frottis apres fixation et coloration de Schorr. Une
classification a entrées multiples est nécessaire pour tenir
compte de I’existence de plusieurs anomalies sur le méme
spermatozoide. La classification frangaise de David répar-
tit les anomalies en 13 groupes différents dont 7 anomalies
de la téte, 2 anomalies de la piece intermédiaire et 4 ano-
malies flagellaires. L'index d’anomalies multiples (IAM)
est calculé de la facon suivante : IAM = nombre total d’a-
nomalies ( associées + isolées ) divisé par le nombre de
spermatozoides atypiques.

Résultats :

AVANT migration _ APRES migration Lol
Atypiques 70.05 60.96 0,0001
Tétes allongées 5.11 3.60 Ns
Tétes amincies 9.08 8.09 0,02
microcéphal 4.0 338 Ns
macrocéphales 1.68 1.95 Ns
Tétes multiples 0.99 0.87 Ns
Base anormale 14.70 12.38 0.0004
acrosome malformé 40.2 34.3 0.0004
restes cytoplasmiques 1.67 0.48 0.0004
piéce intermédiaire amincie 2.19 1.71 0.02
angulation 16.80 12.64 0.0004
_flagelle absent 0.136 0.39 Ns
_fagelle ectopique 6.65 4.19 0.0004
flagelle irrégulier 5.04 2.39 0.0004
_flagelle enroulé 15.60 12.92 0.0004
_fNagelles muitiples 11§ 0.70 0.0004
1AM* 1.77 1.67 0.0004
Atypiques
Durée d'incubation 2h 79.9 71.44 0.001
Durée d'incubation 17h 67.39 57.70 0.001

* : Index d’ Anomalies Multiples

** : Comparaison de moyennes sur séries appariées test de

Student
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Discussion :

Ces résultats montrent que globalement le gradient de den-
sité contre sélectionne les atypies spermatiques de fagon
significative en faisant passer la moyenne des atypies dans
la zone limite de la normospermie. L’indice d’anomalies
multiples est également diminué.

Tous les types d’anomalies sont significativement dimi-
nués apres traitement sauf les flagelles absents et certaines
anomalies de la téte. Comme on pouvait s’y attendre les
anomalies du flagelle sont trés diminuées apres préparation
ainsi que les anomalies de 1’acrosome. Ces 2 paramétres
sont essentiels en fécondation in vitro conventionnelle
alors que seules les anomalies de 1’acrosome pourront étre
limitantes en ICSI. Sur 7500 tests de migration survie
chez des patients tout venant dans le cadre d’un bilan de
stérilité il n’existe aucune différence significative dans la
tératospermie avant et apres préparation.

Conclusion :

Le gradient de densité diminue la tératospermie princi-
palement par une diminution des anomalies du flagelle
et de ’acrosome. Le taux de macrocéphales (chez les-
quels on retrouve un taux élevé d’anomalies chromoso-
miques telles que la diploidie) n’est cependant pas
modifié dans cette étude.

14 4 4

Spermoculture et Assistance Médicale a
la Procréation

V. NAPOLY, M. DUMONT-HASSAN, A. M JUNCA,
P. COHEN-BACRIE

Laboratoire d’Eylau. Département de Bactériologie.
55 rue Saint Didier. 75116 Paris.

Introduction

L’exploration infectieuse réalisée chez un homme lors du
bilan pré-AMP (Assistance Médicale a la Procréation) est
nécessaire afin de définir au mieux sa part de responsabili-
t€ dans le bilan d’hypofertilité du couple et afin de préve-
nir les complications infectieuses lors de I’AMP en s’assu-
rant de I'innocuité bactériologique du sperme.

Les résultats d’une étude rétrospective (sur 3 ans et 6
mois) sont présentés dans le but d’évaluer les risques d’é-
chec d’une fécondation in vitro par contamination bacté-




rienne des milieux de culture, en fonction de ou des sper-
mocultures effectuées au préalable chez un patient.

Matériel et Méthodes

Durant la période concernée (annécs 1999, 2000, 2001 ct 6
mois 2002) 24000 spermoculturcs ont été réalisées au
laboratoire, quelque soit le contexte clinique (infection,
hypofertilité, contrdle aprés traitement antibiotique, bilan
pré-AMP...) et 12472 tentatives de fécondation ont été
effectuées (5893 FIV et 6579 ICSI).

Résultats :
1. Spermocultures

2650 spermocultures (11 %) sont positives (identification
et antibiogramme d’une ou plusieurs bactéries considérées
comme pathogénes) avec une numdération de germes com-
prise entre 200 et 200000 UFC/mi. Les autres spermocul-
tures (89 %) sont soit négatives soit positives avec présen-
ce d’une flore bactérienne polymorphe et une numération
de germes comprise entre 1000 et 200000 UFC/ml. La pré-
sence de Gardnerella vaginalis et/ou d’une flore anaérobie

pluri-microbienne est classée dans cctte derniére catégoric.
La présence de levure a toujours été rattachée a une flore
de contamination (mycose balano-préputiale. recueil effec-
tué lors d’un rapport...) sans mise en évidence d’infection
profonde & levure.

2. Contuminations

34 contaminations des milieux de culture ayant entrainé un
arrét de la fécondation ont été observées (0.6 % des tentati-
ves).

Les germes retrouvés Jors du contrdle bactériologique de
ces milieux sont les suivants : Escherichia coli (34 cas),
autres entérobactéries (Proteus mirabilis 2 cas. Klebsiella
1 cas) et entérocoque (1 cas). Il apparait donc que seuls les
bacilles a gram négatif de type entérobactérie et les entéro-
coques sont impliqués dans ces contaminations. Il n’a pas
été isolé notamment de staphylocoque (doré ou non), de
streptocoque autre que |’entérocoque (streptocoque du
groupe B par exemple), de corynébactérie (C. seminale
étant pourtant souvent identifiée lors des spermocultures),
de Gardnerella vaginalis, d’Haemophilus (responsable

Tableau comparatif des 34 cas de contaminations FIV et des spermocultures effectuées chez le patient.

SPERMOCULTURE MILEUX FIV SPERMOCULTURE MILIEUX FIV
Numération en UFC/ml Bactérie(s) isolée(s) Numération en UFC/ml Bactérie(s) isolée(s)
Date Résultat Date Résultat Date Résultat Date Résultat
Cas 1 24/01/99 E.coli 1000 22/02/99 E.coli Cas 14 NC NC 31/10/00 E.coli
Cas2 21/11/98 E.coli 5000 19/03/99 E.coli Cas 15 NC NC 07/02/01 E.coli
25/03/99 E.coli 1000
Cas 3 13/02/99 Négative 07/04/99 E.coli +Pm | Cas 16 07/06/01 E.coli 1000 12/02/01 E.coli + Ko
06/03/99 E.coli 1000 +Ko 5000
+ Pm 1000 +Ec 3000
14/05/99 E.coli 400 Cas 17 NC NC 19/03/01 E.coli
10/06/99 E.coli 400
10/07/99 E.coli 100
Cas4 18/03/99 Négative 23/04/99 E.coli Cas 18 04/03/01 E.coli 1000 11/04/0t E.coli
2510009 | Neowive Cas19  [NC NC 18005701 | Ecoh
Cas 5 02/06/99 Négative 28/06/99 E.coli Cas 20 NC NC 21/05/01 E.coli
Cas 6 NC NC 28/06/99 E.coli Cas 21 23/01/99 Négative 30/05/01 E.coli
Cas 7 21/08/99 E.coli 10000 1} 07/10/99 E.coli+Pm | Cas 22 07/06/01 E.coli 20000 23/06/01 E.coli
: Z‘: 518)&? 0 Cas 23 11/06/0t E.coli 10000 27/10/01 E.coli
27/11/99 E.coli 4000 Cas 24 26/10/01 E.coli 1000 15/11/01 E.coli
04/02/00 E::,‘ﬂ%%%o Cas 25 26/11/01 Négative 20/12/01 | E.coli
19/09/00 Pm 10000 Cas 26 12/10/01 E.coli 50000 25/01/02 E.coli
24/02/01 E.coli 10000 26/12/01 E.coli 5000
* Pm 10000 Cas27 [ 18/07/01 Négative 23/01/02 | Ecoli
+ En 10000 -
18/08/01 Pm 15000 Cas 28 NC NC 18/02/02 E.coli
Cas 29 13/11/01 Pm 10000 20/02/02 E.coli
15/04/02 Négative
Cas 8 05/09/99 E.coli 5000 06/11/99 E.coli Cas 30 15/02/62 E.coli 2000 25/03/02 E.coli
Cas 9 03/02/99 Négative 20/11/99 E.coli + P 20000
21/07/00 E.coli 5000 + En 5000
Cas 10 11/09/99 Négative 04/05/00 E.coli Cas 31 NC NC 31/03/02 E.coli
19/09/00 Négative
Cas 11 04/05/00 E.coli 11000 | 03/06/00 E.coli Cas 32 06/05/02 Négative 22/07/02 E.coli
+ Ea 40000
Cas 12 15/02/00 Négative 29/07/00 E.coli Cas33 29/12/01 E.coli 2000 22/06/02 E.coli
10/07/00 £.coli 1000* + Pm 2000
11/10/00 Négative +En 2000
Cas 13 11/01/01 E.coli 50000 [ 10/10/00 Ecoli+En | Cas 34 01/01/06 Négative 28/06/02 E.coli
20/11/01 Négative

NC : spermoculture non effectuée au laboratoire. Résultat non connu.

E.coli (Escherichia coli). Pm (Proteus mirabilis). Ko (Klebsiella oxytoca). En (Entérocoque).

Ec (Enterobacter cloacae).
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d’urétrite), de Pseudomonas aeruginosa (responsable de
prostatite chronique) ou de levure. Les recherches de Chla-
mydia trachomatis (par PCR) et de mycoplasmes (urea-
plasma et mycoplasma hominis) sont négatives. La quanti-
fication des germes évaluée lors de ces contaminations
(nombreuses colonies) est sans corrélation avec la numéra-
tion de germes établie lors de la spermoculture du fait de
méthodes de culture différentes.

Discussion :

1. Cas des FIV contaminées malgré une spermoculture
négative

11 peut s’agir d’une spermoculture effectuée plus de 2 mois
avant la FIV : dans ce cas il n’est pas possible d’étre cer-
tain de I’innocuité du sperme le jour de la FIV car le délai
est trop long. 1l peut s’agir d’une spermoculture de contrd-
le aprés un traitement antibiotique pour un premier recueil
positif. Ce premier traitement est souvent prescrit pour une
durée trop courte (8 a 15 jours) pour permettre une guéri-
son réelle mais suffit a inhiber de maniere provisoire la
croissance des bactéries lors de la spermoculture de
contrble, surtout si celle-ci est effectuée trop rapidement
apres I’arrét du traitement (< 8 jours). Un délai plus long
est en effet nécessaire pour permettre de mettre en éviden-
ce ’absence de guérison en identifiant de nouveau la
méme bactérie et éviter de rendre un résultat négatif chez
ces patients. [l faut noter un cas (N°34) pour lequel la cul-
ture du sperme un mois avant et le jour méme de la FIV
était négative alors que les puits d’insémination et le
milieu de culture d’embryon contenant les ovocytes étaient
contaminés par E.coli, faisant alors suspecter une contami-
nation des ovocytes lors de la ponction.

2. Cas des FIV contaminées malgré une spermoculture fai-
blement positive (numération < 1000 UFC/ML)

Cela souligne la difficulté d’établir une valeur seuil pour
interpréter un résultat dans le cadre d’un bilan pré-AMP :
une faible numération peut-&ire liée A un traitement récent,
a une contamination de recueil non significative d’infec-
tion a priori et non prise en compte par le médecin traitant,
ou a une réelle infection chronique mais qui parfois ne
s’exprime que faiblement lors d’une spermoculture. Dans
ce dernier cas il faut tenir compte d’un délai d’abstinence
trop court (< 3 jours) qui peut abaisser la concentration
bactérienne du recueil étudié. Le caractére mono ou pluri-
microbien d’une culture est important pour interpréter la
présence d’une bactérie pathogene. Il faut différencier une
culture de 400 UFC/m] d’E.coli au sein d’une flore pluri-

microbienne de 10 7 germes (reflet d’une probabic conta-
mination urétrale évitable par des conditions de recueil
strictes mais & ne pas traiter) d’'une culture mono-microbi-
enne de 400 UFC/ml d’E.coli obtenue lors d’un premier
recueil (concentration suspecte et éventuellement & contrd-

ler avant d’envisager un traitement) ou obtenue apres trai-
tement (témoin de 1’absence de guérison).

3. Cas des FIV contaminées malgré une spermoculture
positive significative (numération > 1000 UFC/ml)

Il s’agit le plus souvent d’une FIV réalisée apres traitement
d’un patient connu pour infection mais sans contrdler 1’ef-
ficacité de ce traitement juste avant la tentative : lors d’une
infection chronique la prise en charge thérapeutique est
complexe et un traitement simple (8 - 15 jours) ne permet-
tra pas la guérison.

La principale difficulté au vue d’un premier résultat de
spermoculture est de déterminer s’il s’agit d’un résultat
positif non significatif (contamination ponctuelle ?) ou de
la mise en évidence d’une infection réelle. Le contexte
psychologique particulier, la possibilité ou non d’effectuer
des spermocultures de contrdle (acceptation du patient ?),
le manque de temps éventuel (FIV programmée, facteurs
liés & la conjointe...) sont autant de parametres illustrant
cette difficulté.

Un recueil de sperme effectué en cours de traitement peut-
&tre utile pour obtenir, de maniére transitoire, une culture
négative et permettre d’utiliser le sperme en AMP, sans
attendre une (hypothétique) guérison dans le cas de ces
infections chroniques.

Le choix des antibiotiques est également déterminant

puisque certaines molécules (Fluoroquinolones, BactrimR)
sont plus & méme d’étre efficaces (pénétration prostatique
notamment). Interviennent alors les problémes de contre-
indications liées au patient, de sensibilité in vitro... Ainsi
une infection a entéroque (naturellement résistant) ou a
Escherichia coli ayant acquis une multi-résistance sera de
mauvais pronostic quant a une guérison possible.

4. Cas des FIV contaminées avec plusieurs germes

Existence d’une bonne corrélation entre le ou les bactéries
identifiées lors de la spermoculture et cellcs isolées lors de
la culture des milieux de FIV. Si la plupart des contamina-
tions sont mono-microbiennes, il a pu &tre cultivé jusqu’a
trois especes bactériennes dans le sperme et deux lors de la
FIV. Un premier résultat de spermoculture avec deux ou
trois germes pathogenes identifiés sans autre bactérie de
contamination mérite d’étre contrdlé avant tout traitement
(éventuellement inutile car les infections pluri-microbien-
nes sont tout de méme rares) ou avant toute FIV (car le
risque de contamination est réel).

Il n’apparait pas de contamination de FIV par la flore poly-
morphe commensale de I'urétre pourtant souvent présenie
dans le sperme, ce qui souligne le risque moindre que

représentent ces prélevements, A condition d’é&tre certain de
I’absence d’entérobactérie.
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Conclusion :

Le faible nombre de tentatives de fécondation inter-
rompues du fait d’une contamination bactérienne
durant des trois années confirme Vefficacité des mesu-
res préventives prises pour s’assurer de I’innocuité des
recueils, qu’il s’agisse des conditions strictes de préleve-
ment, de I’interprétation des résultats de spermocultu-
re ou de la préparation des spermatozoides au labora-
toire en vue de la fécondation in vitro.

L 4 2 4

Evaluation clinique d’une nouvelle méthode
d’enregistrement des érections nocturnes :
intérét du systeme NEVA

A propos d’une série consécutive
de 26 patients

F. COLOMB, D. CHEVALLIER, G. GARCIA,
J. TOUBOL, J. AMIEL

Fédération Urologie Néphrologie (Pr Amiel),
CHU Nice

Introduction :

Dans notre expérience, I’enregistrement des érections noc-
turnes a largement sa place dans 1'arbre décisionnel des
patients consultant pour dysfonction érectile.

Le systtéme NEVA est un nouvel outil pour expertiser les
érections nocturnes avec des avantages par rapport aux
rigidimetres existant sur le marché en terme de performan-
ce et d’ergonomie (faible encombrement).

Objectif : Tester la faisabilité , la valeur diagnostique du
NEVA.

Matériel et Méthodes :

De Septembre 2000 & Mai 2001, 26 patients ont été explo-
rés consécutivement 2 1’hdpital pour dysfonction érectile.
Ils ont tous bénéficié d’un bilan d’évaluation standardisé
(incluant autoquestionnaire IIEF) .

A I'issue de ce bilan les patients ont été répartis en 3 grou-
pes : psycho-fonctionnalité dominante, organicité domi-
nante et origine mixte. Secondairement, tous ces patients
ont été hospitalisés 2 nuits pour un enregistrement des
érections nocturnes avec le syst¢tme NEVA .

Les courbes ont été relues a la lumiére de la classification

initiale afin d’établir une relation de cohérence entre les 2.
Résultats :

Les 26 patients ont été explorés et donc 52 enregistrements
ont été réalisés.

La moyenne d’4ge était de 54 ans (extrémes 33-76). La
durée moyenne des érections était de 19 minutes ; le nom-
bre moyen d’érection de 3,4 par patient. Tous les patients
ont accepté ce mode d’exploration et tous ont affirmé qu’il
n’avait pas géné leur sommeil. La sensibilité du NEVA
pour reconnaitre 1’origine organique ou fonctionnelle de la
dysfonction érectile était de 72% et la spécificité de 88%,
la valeur prédictive négative de 93%.

Le NEVA a reconnu une insuffisance artérielle en précisant
I’index de sévérité dans 7,5% des cas.

Troubles érectiles  Classification Classification
avant NEVA aprés NEVA

fonctionnels 14 13

organiques 6 10

mixtes 2 2

normaux 4

Conclusion :

Le systeme NEVA parait étre un outil valide pour
expertiser les érections nocturnes en réalisant 2 exa-
mens consécutifs ; les limites sont celles attribuées clas-
siquement a la valeur de ’enregistrement nocturne et
aux artéfacts (électrodes décollées) faciles a dépister.

Il permet une orientation diagnostique et thérapeutique
et il est, grice a son faible encombrement, parfaitement
accepté par les patients.

L 4 2 4

Diagnostic d’une anéjaculation.
A propos de 72 patients

D. DELAVIERRE, M.H. HAPI, B. NSABIMBONA
Service Urologie-Andrologie, CHR d’Orléans

Introduction :

L’anéjaculation est définie par I'absence d’éjaculation par
le méar urétral malgré une stimulation sexuelle appropriée
et prolongée. La prévalence de I’anorgasmie (une des
variétés d’anéjaculation) est respectivement évaluée dans
les enquétes ACSF (France 1993) et NHSLS (USA 1999) a
14 et 8 %.
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Matériel et Méthodes :

Du 1er/01/97 au 15/07/2002, 72 patients agés de 17 a 72
ans (moyenne 43 ans ; 65 % < 50 ans) ont consulté en rai-
son d’une anéjaculation. 69 souffraient d’une altération de
leur vie sexuelle (13 d’entre eux souhaitaient un enfant), 3
recherchaient uniquement des informations.

Résultats :

47 patients (65 %) ne présentaient pas d’orgasme (anor-
gasmie), 25 (35 %) pouvaient atteindre 1’orgasme (éjacula-
tion rétrograde 9 ou séche 7 selon la présence ou non de
sperme dans les urines aprés I’orgasme, anéjaculation
indéterminée 7, éjaculation asthénique 2).

40 % des patients présentaient une dysfonction ércctile, 19
% une altération du désir sexuel, 18 % des troubles mic-
tionnels.

65 % des patients ont bénéficié d’explorations complémen-
taires (45 bilans biologiques ayant permis de dépister 6
hypogonadismes, 12 explorations neurophysiologiques
pelvipérinéales, 8 autres examens).

Les principaux facteurs de risque étaient psychologiques
(36 patients, 50 %) (surtout contexte anxiodépressif, stress,
difficultés conjugales, traumatisme psychologique apres
maladie ou intervention urogénitale, désir d’enfant mal
assumé ou rejeté), neurologiques (34 patients, 47 %) (sur-
tout neuropathies périphériques aprés chirurgie pelvienne
ou rétropéritonéalc 12 patients ou diabétiques 9 patients) et
médicamenteux (16 patients 22 %) (surtout inhibiteurs de
la recapture de la sérotonine 10 patients). 25 patients (35
%) présentaient plusieurs facteurs de risque avec une pré-
dominance psychologique chez 14 d’entre eux. Parmi les
anorgasmies, 70 % avaient des facteurs de risque psycho-
logiques, 36 % neurologiques et 34 % médicamenteux
contre respectivement 12 %, 68 % et 0 % parmi lcs autres
anéjaculations.

Conclusion :
1) Le diagnostic d’une anéjaculation nécessite dans un
1T temps d’en préciser la variété.

2) Les facteurs de risque sont le plus souvent psycholo-
giques, neurologiques et médicamenteux lors d’anor-
gasmie, le plus souvent neurologiques lors des autres
anéjaculations.

3) Le diagnostic étiologique repose surtout sur Pinter-
rogatoire.

00

Prévalence de la dysfonction érectile en France

D. DELAVIERRE
Service Urologie-Andrologie, CHR d’Orléans

1. Enquéte ACSF SPIRA/BEJIN (Analyse des Compor-
tements Sexuels en France) (1993)

Cette enquéte téléphonique, réalisée de septembre 1991 a
février 1992 en raison de ’épidémie de VIH, étudiait les
comportements sexuels des frangais et comportait 7 ques-
tions sur les dysfonctions sexuelles. 1308 hommes dgés de
18 4 69 ans et ayant déja eu au moins un rapport sexuel ont
été interrogés. L’analyse des réponses, réalisée par Béjin, a
fait apparaitre que 28 % de ces hommes avaient répondu
«assez rarement» et 19 % « souvent ou parfois » a la ques-
tion « vous n’avez pas du tout d’érection ». Cette prévalen-
ce augmentait avec I’age.

Les fréquences des autres dysfonctions, en ne considérant
également que les réponses « souvent ou parfois », étaient
les suivantes : €jaculation trop rapide 58 %, éjaculation tar-
dive ou absente 27 %, absence ou insuffisance de désir
sexuel 19 %, absence d’orgasme 14 %. Malgré les fréquen-
ces élevées de ces différentes dysfonctions 88 % des hom-
mes se sont déclarés (trés ou assez) satisfaits de leur vie
sexuelle.

Age 18-24 25-34 35-44 45-54 55-69 18-69 ans
Dysfonction

érectile 12% 14% 19% 24% 2% 19 %
«Souvent ou

parfois»

Bejin A. - L'orgasme de I’homme adulte. Quelques résul-
tats des études quantitatives récentes sur le comportement
sexuel, notamment en France — Andrologie, 1997, 7(3) :
336-342

Spira A, Bajos N et le groupe ACSF - Les comportements
sexuels en France - La documentation francaise, Paris,
1993.

2. Enquéte SOFRES/UPJOHN (1994)

L'enquéte de la SOFRES pour le Laboratoire UPJOHN a
ét€ réalisée en octobre 1994, selon la méthode des quotas,
a ’aide d’un questionnaire renseigné par le patient lui-
méme, aupres de 1000 hommes de 18 ans ou plus repré-
sentatifs de la population frangaise. 45 % reconnaissaient
des problemes d’érection dont 11 % au moins une fois sur
2 avec une corrélation avec 1’age (4 % entre 30 et 39 ans -
25 % apres 65 ans).
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Age 18-29 30-39 40-49 50-59 260 =18
Dysfonction

érectile au 7 % 4% 8 %
moins 1 fois

sur 2

4% 25% N %

Etude SOFRES sur 'impuissance masculine réalisée du 7
au 25 octobre 1994 pour les laboratoires Pharmacia
Upjohn (échantillon de 1000 hommes > 18 ans représenta-
tifs de la population nationale).

3. Enquéte LERICHE/JAUDINOT (Patients a risque
suivis en médecine générale) (2000)

D’octobre 1999 en février 2000, 1845 médecins généralis-
tes ont proposé a 7469 patients d’age moyen 58,9 ans dia-
bétiques (31,8 %), hypertendus (52,3 %) ou les 2 (15,9 %)
des questionnaires sur leur fonction érectile : perception
par le patient de sa fonction érectile et IIEF 5.

60,9 % des hypertendus, 67,4 % des diabétiques et 77,9 %
des hypertendus diabétiques ont répondu « oui » a la ques-
tion « Pensez vous souffrir d’un trouble de I’érection ? »
(scores TIEF respectifs 12 - 11,5 et 10,5 ). La prévalence
augmentait avec [’4ge et I'ancienneté du facteur de risque.
79,5 % ont considéré ce trouble (assez ou trés) génant. 65
% des patients déclarant souffrir de troubles de I’érection
n’étaient pas traités (dont 68,8 % souhaitaient une prise en
charge).

Leriche A, Jaudinot EO, Solesse de Gendre A.- Enquéte
sur la prévalence des troubles de I’érection et leur prise en
charge chez des patients a risque suivis en consultation de

médecine générale - Communication au 94¢™€ Congres de
I’Association frangaise d’urologie, Paris, 15-19 Novembre
2000, Résumé 03.

1.4. Enquéte GTULIANO/SOFRES (2002)

De mars 2 avril 2001 une enquéte téléphonique a été réali-
sée par la SOFRES sur un échantillon d’hommes représen-
tatifs sur le plan socio-démographique. Les taux de refus de
participation (85 %) et d’abandon en cours d’interrogatoire
(28 %) ont été élevés. Au total 1004 hommes de plus de 40
ans ont répondu a une question générale (« Vous méme,
diriez vous que vous étes sujet a des problémes d’érection ?
»), 2 'IIEF 5 et a des questions sur la répercussion de la
dysfonction érectile éventuelle sur la qualité de vie.

25 % des hommes ont répondu « oui » a la question géné-
rale et 31,6 % présentaient un score IEF 5 < 20 (dysfonc-
tion peu sévere 20% - moyenne 7,5% - sévere 4,1%). La
corrélation n’était pas parfaite entre les 2 méthodes d’éva-
luation : 31,8 % des hommes ayant répondu oui a la ques-
tion générale avaient en fait un score IIEF 5 > 20 et 20 %
ayant répondu non un score IIEF 5 < 20.

Avec I’age la dysfonction érectile était non seulement plus
fréquente (score IIEF < 20 : [1,7 % entre 40 et 49 ans -

66,8 % au-dela de 70 ans) mais également plus sévire. 68
% des hommes ont déclaré qu’ils seraient insatisfaits a des
degrés divers s’ils devaient passer le reste de leur vie avec
ce probléme érectile.

Age 40-49  50-59 60-69 70etplus 40 et plus
Dysfonction

érectile(TIEF 5)

Peu sévere 96% 188% 248% 332% 20 %
Moyenne 1,8 % 26% 96% 203% 7,5 %
Sévere 03% 18% 35% 133% 4,1 %
% Total 11,7% 232% 379% 668% 31,6%

Giuliano F., Chevret-Méasson M., Tsatsaris A., Reitz C.,
Murino M., Thonneau P. - Prévalence de ['insuffisance
érectile en France : enquéte épidémiologique menée
aupreés d’un échantillon représentatif de 1004 hommes.
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Phosphorylation des protéines, modification de
la mobilité et remodelage des phospholipides
membranaires associés a la capacitation des

spermatozoides humains et murins

B. DE VANTERY-ARRIGHI, A. SION, A.
DE AGOSTINI, F. URNER,D. CHARDONNENS,
H. LUCAS

Clinique de Stérilité et d’Endocrinologie Gynécolo-
gique, Département de Gynécologie et d’Obstétrique,
Maternité, Hopitaux Universitaires de Geneve, 30, bd

de la Cluse, 1211 Geneve 14, Suisse.

Introduction :

Les processus de capacitation/réaction acrosomique des
spermatozoides sont associés a des modifications ioniques
(Ca2+ intracellulaire), des modifications dans la distribu-
tion et composition des lipides et des phospholipides mem-
branaires, et des phosphorylations de certaines protéines
permettant aux spermatozoides d’acquérir leur pouvoir
fécondant.

Matériel et Méthodes :

Nous avons analysé au cours de la capacitation des sper-
matozoides humains et murins:

1) I’état de phosphorylation des protéines, protéines
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phosphorylées sur les résidus tyrosines (anticorps anti
phosphotyrosine, clone 4G10), ainsi qu’une protéine spéci-
fique décrite comme pouvant jouer un role dans les proces-
sus de capacitation/réaction acrosomique et/ou fusion avec
I’ovocyte, la p42 MAP kinase (anticorps anti-ERK2 et
anti-phospho-p44/p42MAPK) par western blotting.

2) 1a mobilité (% de spermatozoides mobiles) et unique-
ment pour les spermatozoides humains, les caractéristiques
du mouvement par la mesure des paramétres suivants :
vitessc selon la trajectoire moyenne (VAP, um/s), vitesse
de progression linéaire (VSL, pm/s), vitesse curvilinéaire
(VCL, umys), amplitude de déplacement latéral de la téte
(ALH, um), fréquence de croisement de trajectoire (BCF,
battements/s), rectitude (STR=VSL/VAP), linéarité
(LIN=VSL/VCL) et I’hyperactivation (HA) a Vaide d’un
analyseur de mouvement Hamilton-Thorn ;

3) identifié et quantifié le cholestérol (Chol) et les
phospholipides membranaires, phosphatidyléthanolamine
(PE), phosphatidylsérine (PS), phosphatidylinositol (PI),
phosphatidylcholine (PC), et sphingomyéline (SM) par
HPLC et « light-scattering detection » ;

4) observé la présence et la répartition des phosphatidylsé-
rines (PS) (exposition des PS i la surface de la membrane
plasmique) par marquage a 1’annexine-V-FITC et observa-
tion au microscope a fluorescence.

Les spermes humains de donneurs ont été préparés par gra-
dient de centrifugation (PureSperm®) ct resuspension dans
du milieu de culture T6 avec de I’albumine bovine (BSA)
(3 mg/ml) (aprés préparation = tOh et t3-5h de capacita-
tion). l.es spermatozoides de souris ont été prélevés dans la
queue des épididymes de souris OF] et mis dans du milieu
T6 avec BSA (10 mg/ml).

Résultats :

Dans nos conditions de préparation et de capacitation des
spermatozoides humains et murins, nous avons confirmé
qu’au cours de la capacitation un certain nombre de protéi-
nes (Mr 97, 82, 65, 55 kDa) sont phosphorylées sur les
résidus tyrosines. Ces protéines phosphotyrosinylées sont
localisées essentiellement dans la région flagellaire, mais
aussi au niveau de la piece intermédiaire et parfois dans la
région de I’acrosome avec toutcfois une variabilité selon
les spermes utilisés. La présence et I’activation (phospho-
rylation) des p42MAPK et p44MAPK sont également
variables d’un sperme 2 I’autre.

Parallelement, nous avons analysé la mobilité des sperma-
tozoides humains a I’aide d’un analyseur de mouvement
(Hamilton-Thorn). Nous avons constaté une augmentation
de la mobilité progressive et des parametres VAP, VSL,
VCL, ALH et du pourcentage d’HA au cours de la capaci-
tation. L’analyse des lipides membranaires des spermato-
zoides humains et murins, a permis de quantifier les lipides

membranaires, le Chol et les phospholipides PE, PS, PI,
PC, et SM, présents avant et apres capacitation. Chez la
souris, nous montrons une prédominance de la classe des
phospholipides PC et une faible représentation des
phospholipides PI, comme décrit précédemment pour le
sperme humain natif. En outre, pour les spermatozoides
humains et murins, les PS sont externalisés au cours de la
capacitation. En effet, le pourcentage, variable selon les
spermes utilisés, de spermatozoides marqués & I’annexine-
V-FITC augmente au cours de la capacitation. Les PS sont
localisés soit au niveau de la téte, du col, de la piéce inter-
médiaire et/ou du flagelle des spermatozoides.
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Effets de la décondensation de la chromatine et
des cassures de ’ADN des spermatozoides
humains sur les taux de fécondation en ICSI

C. DE VANTERY-ARRIGHI, H. LUCAS, D. CHAR-
DONNENS, A. CAMPANA, P.G. BIANCHI

Clinique de Stérilité et d’Endocrinologie Gynécolo-
gique, Département de Gynécologie et d’Obstétrique,
Maternité, Hépitaux Universitaires de Genéve, 30, bd

de la Cluse, 1211 Genéve 14, Suisse.

Introduction :

La qualité du sperme humain est généralement évaluée
dans les laboratoires d’ Andrologie par les paramétres clas-
siques du spermogramme (volume, morphologie, concen-
tration, mobilit€) définis par I'OMS (1999). Cependant, la
qualité nucléaire (état de condensation dc la chromatine et
fragmentation/cassures de 1’ADN) des spermatozoides
pourrait-€tre un indicateur important du pouvoir fécondant
des spermatozoides.

Les objectifs de cette étude étaient d’évaluer : 1) les effets
d’une préparation du sperme natif par PureSperm® sur la
sélection des spermatozoides & morphologie normale, 2)
Iincidence des anomalies de I’ADN (condensation, frag-
mentation) apres une préparation du sperme natif au PureS-
perm® et de corréler : 3) la présence dans les spermatozoi-
des de chromatine décondensée et/ou de cassures de I’ADN
avec les parametres classiques du spermogramme (morpho-
logie, concentration et mobilité) et de corréler : 4) la pré-
sence dans les spermatozoides de chromatine décondensée

393



ou de cassures de ’ADN avec les taux de fécondation en
ICSIL

Matériel et Méthodes :
Patients :

Les spermes éjaculés/natifs, préparés par PureSperm®,
sont obtenus a partir de 34 patients consultant la Clinique
de Stérilité des Hopitaux Universitaires de Geneve, Suisse,
pour un traitement par ICSI.

Méthodes :

Les anomalies de la condensation de la chromatine et les
cassures de I’ADN des spermatozoides sont évaluées, par
respectivement, le marquage a la chromomycine A3
(CMAD3) et par la technique de « in situ nick translation
assay ».

Résultats :

Notre étude montre une corrélation inversée entre les para-
metres classiques du sperme (concentration, mobilité et
morphologie) et les anomalies nucléaire (chromatine
décondensée et cassures de I’ADN). Par contre. nous n’a-
vons pas trouvé de corrélation statistiquement valable entre
les paramétres classiques du sperme ou les anomalies de la
chromatine et les taux de fécondation en ICSI. Nos résul-
tats confirment également que : 1) la préparation du
sperme natif par PureSperm® permet d’enrichir la popula-
tion de spermatozoides en formes morphologiquement nor-
males et 2) les techniques de marquage au CMA3 et
de « in situ nick translation » peuvent-étre utilisées pour
évaluer la qualité de la chromatine des spermatozoides.

Conclusion :

L’investigation de I’état de condensation de la chroma-
tine et/ou de la présence de cassures de ’ADN contri-
buerait & améliorer Ia caractérisation du sperme. Mal-
gré ’abscence de corrélation statistiquement significa-
tive entre I’intégrité nucléaire et le pouvoir fécondant
des spermatozoides en ICSI, les taux de fécondation
montrent une tendance a étre : 1) plus faible pour les
spermes avec un taux de fragmentation élevé et 2) plus
élevé pour les spermes avec un taux de fragmentation
faible. Une étude a plus grande échelle serait nécessaire
pour conclure sur I’utilité d’analyser I’état de conden-
sation de la chromatine et/ou les cassures de ’ADN
dans Pestimation du pouvoir fécondant des spermato-
zoides.
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“FertiGenNet”

Le réseau Génétique et Infertilité

A.-K. FAURE.

Laboratoire de Biologie de la Reproduction, CHU
Grenoble

Un nouveau réseau, le réseau “FertiGenNet™, vient de nait-
re dans le domaine de la reproduction. Son but est de
réunir les cliniciens, biologistes et chercheurs intéressés
par les aspects génétiques et épigénétiques de la reproduc-
tion. Afin de promouvoir ce réseau et de le faire vivre,
nous avons créé un site internet disponible a I’adresse sui-
vante :

http://fertigennet.free.fr

Le site comporte deux parties. La premiére, accessible a
tous les internautes, présente le réseau “FertiGenNet”,
offre la possibilité de s’inscrire en ligne, et propose des
informations et des liens concernant les aspects génétiques
et épigénétiques de la reproduction. 1l permet notamment
de rester 2 jour concernant les pratiques dans ce domaine
de Vinfertilité (détection des délétions du chromosome Y,
anomalies cytogénétiques associées aux infertilités, ...).

La deuxiéme partie est un espace réservé, accessible uni-
quement aux professionnels qui se sont inscrits au réseau.
1l s’agit d’un forum qui regroupe des informations sur cha-
cun des membres du réseau “TertiGenNet” (coordonnées
professionnelles, techniques maftrisées, domaines de
recherche et projets en cours). Ce forum permet aux mem-
bres du réseau de prendre rapidement les contacts adéquats
dans les domaines de recherche qui les intéressent, que ce
soit a 1I’échelle nationale ou internationale, et ainsi leur
donne I’opportunité de mettre en place des collaborations
scientifiques, des projets de recherche multicentriques ou
d’échanger des renseignements divers.

Le réseau “FertiGenNet” pourra ainsi servir de base a la
mise en place de collaborations entre chercheurs, biologis-
tes et cliniciens sur le theme des aspects génétiques et épi-
génétiques de la reproduction et des infertilités, et les aide-
ra A se préparer a répondre a des appels d’offre pour des
projets nationaux ou internationaux, par exemple Euro-
péens (du type PCRD).
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Une forme de cryptorchidie d’origine
génétique : le syndrome de persistance des
canaux de Miller

C. BELEVILLET, J. GONZALES1'.2, S. IMBEAUD1,
N. DI CLEMENTET1, N. JOSSOT, J.Y. PICARD'

1U 493 INSERM, ENS, Montrouge et
2pijtié-Salpétriére

Introduction :

Le syndrome de persistance des canaux de Miiller (PMDS)
est unc forme rare de pseudohermaphrodisme masculin qui
se manifeste par la présence de trompes de Fallope et d’un
utérus chez un sujet 46,XY aux organes génitaux externes
normaux.

Les circonstances de découverte sont chirurgicales, soit
lors d’une intervention pour cryptorchidie, soit lors d’une
cure de hernie inguinale qui est souvent le signe d’appel
d’un PMDS.

Matériel et Méthodes :

L’étude génétique de 76 familles provenant de différents
pays a travers le monde a permis de répondre en partie
I’étiopathogénie de ce syndrome. Trois situations doivent
étre distinguées.

Résultats :

1. L hormone anti-Miillérienne (AMH) n’est pas détecta-
ble par le dosage ELISA dans le serum de ces patients.
Cette glycoprotéine homodimérique de 140 kDa fait partie
de la famille du Transforming Growth Factor (TGFR). Elle
subit un clivage protéolytique au niveau d’un site monoba-
sique se trouvant dans le dernier tiers de la protéine don-
nant le domaine C terminal biologiquement actif de 25
kDa (109 acides aminés) et la partie N terminale inactive
mais qui potentialise 1’activité de la précédente. L' AMH
codée par un géne de 3 Kbp porté par le chromosome 19
(19p13.3) présente des mutations dans 47 % (36/76) des
familles PMDS.

2. Pour un deuxiéme groupe de patients, le PMDS est di &

.....

de type II (AMHR-II). Le taux d’AMH sérique est normal
ou élevé pour I'4ge. Cette glycoprotéine de 85 kDa dans sa
forme mature glycosylée est codée par un géne localisé sur
le chromosome 12 (12q13). Ce récepteur a un domaine
transmembranaire unique et il posséde un domaine extra-
cellulaire sur lequel se lie I’AMH et un domaine intra-cel-
lulaire portant ’activité sérine/thréonine kinase. Chez 38
% de ces familles (29/76), des anomalies ont été observées
sur la totalité de ce récepteur.

3. Un troisieéme groupe de 11 familles est constitué de

patients pour qui aucune anomalie génétique de I’AMH ou
de son récepteur de type Il n’a été observée. Leur taux
d’ AMH sérique est souvent intermédiaire. Certains de ces
patients porteurs d’'un PMDS présentent des malformations
extra-génitales, urinaires, abdominales. La ou les malfor-
mations serait-elle/seraient-elles associées a une anomalie
génétique lors du clivage de I’AMH ou dans la cascade de
transduction du signal de I’AMH en aval de son récepteur
de type 11 ? Sont-ce des syndromes malformatifs sans lien
direct avec les facteurs responsables de la régression miil-
lérienne? Des études complémentaires portant sur une plus
grande série de patients seront nécessaires pour identifier
les anomalies responsables du PMDS pour ces malades du
troisiéme groupe, les données cliniques constituant un
point essentiel dans cette approche.

Un conseil génétique est possible a partir de cet ensemble
de résultats. Dans les cas ou les mutations responsables ont
ét€ identifiées, la transmission du PMDS est autosomique
récessive, et il est possible d’établir le risque de PMDS
chez un garcon & naitre. Quelques cas de cancers testiculai-
res ont €té par ailleurs rapportés chez des hommes pour
lesquels la cryptorchidie a été trop longtemps négligée ou
méconnue.

Conclusion :

Le PMDS constitue une forme particuliére de cryptor-
chidie de transmission autosomique récessive. L’origine
génétique a été prouvée dans des mutations des génes
AMH et AMHR-II et reste & déterminer dans quelques
cas.

L 4 2 4

Recherche d’antigénes spermatiques pour la
mise au point d’un vaccin contraceptif limitant
la pullulation du campagnol terrestre
Arvicola terrestris

E. GRIGNARD, P. VERNET, J. DREVET

Laboratoire Epididyme et Maturation des Gametes,
UMR 6547 CNRS-Université Blaise Pascal, 24 ave-
nue des Landais, 63177 Aubiére, France

Introduction :

Le campagnol terrestre Arvicola terrestris est un rongeur
fouisseur, vivant dans les prairies des régions de moyenne
montagne, oll il provoque une trés importante perte dans la
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production de fourrage. Depuis environ trente ans, le seul
moyen de lutte contre la pullulation d’A. terrestris consiste
en "empoisonnement des animaux par un anticoagulant
chimique disposé sur des appits. En alternative a cet
empoisonnement non spécifique qui occasionne des dégats
colatéraux dans les populations d’autres rongeurs et de
leurs prédateurs, nous travaillons au développement d’un
vaccin contraceptif ciblé uniquement sur Arvicola terres-
tris.

Matériel et Méthodes :

Nos études ont été effectuées sur des animaux capturés
dans le Cantal entre Avril et Juillet 2002. Lors des douze
séances de pi¢geage effectuées pendant cette période, le
pourcentage de males varie entre 46% et 8§3%, et la quanti-
té de juvéniles n’a été supérieure & 50% que fin Avril et
début Mai. Le poids moyen des males capturés est d’envi-
ron 90g.

Les spermatozoides de ces animaux ont une longueur d’en-
viron 100um, avec une piece intermédiaire de 20pum et une
téte de Spm, coiffée d’un acrosome en forme de faucille.

Résultats :

La production d’anticorps polyclonaux dirigés contre des
protéines spermatiques d’A. terrestris nous a permis de
mettre en évidence de nombreuses protéines spermatiques
et des protéines présentes dans 1’épididyme. Certaines de
ces protéines, qui interviennent dans la fécondation,
seraient susceptibles d’étre des cibles d’un vaccin contra-
ceptif. Ces anticorps reconnaissent principalement des pro-
téines spermatiques (solubles et membranaires), de poids
moléculaires 20-30kDa, ainsi que des protéines de haut
poids moléculaire. Une séparation des protéines sperma-
tiques solubles selon leur point isoélectrique et leur poids
moléculaire montre que les anticorps polyclonaux recon-
naissent principalement des protéines acides et neutres
dont les poids moléculaires sont compris entre 18 ct
24kDa, et 60-100kDa, ou inférieurs 4 16kDa. Au niveau du
spermatozoide, une analyse immunocytologique montre
une reconnaissance spécifique d’antigénes majoritairement
au niveau de I’acrosome et de la gouttelette cytoplasmique.
Par ailleurs, ces anticorps reconnaissent dans le testicule
des cellules précurseurs des spermatozoides a des stades
tardifs. Au niveau de I’épididyme, les spermatozoides sont
reconnus par ces anticorps dans la téte, le corps et la
queue. De plus des protéines présentes dans I’épithélium
de la téte et la queue de I’épididyme sont reconnucs.
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Hydrocéphalie récidivante en Tunisie
N. JABALLAH
Policlinique CNSS, PB 418, Sousse, Tunisie

Introduction :

L’ objectif de cette étude est ’investigation de la fréquence
des hydrocéphalies parmi les nouveaux-né de parents
consanguins en Tunisie et la comparaison de ces résultats
avec ceux de la littérature.

Matériel et Méthodes :

Une étude rétrospective de femmes accouchant d’enfants
hydrocéphales a été faitc. Les facteurs suivants ont ét¢ étu-
diés : anamnese, déroulcment de la grossesse, examens de
laboratoire et caryotype parental.

Résultats :

Les résultats de ces investigations ont été sans particulari-
té. Les caryotypes parentaux sont normaux. Le seul facteur
commun de ces cas est la consanguinité qui est fréquente
en Tunisie et dans le monde arabe. L’étude de la littérature
a démontré que les étiologies de 1’hydrocéphalie récidivan-
te sont congénitales dans 70.7 % et acquise dans 29.3 %
des cas. Ces résultats sont respectivement 89.75 et 10.25 %
en Tunisie.

Conclusion :

L’hydrocéphalie récidivante est fréquente chez les
parents consanguins. Un conseil génétique de ces
couples est important, afin de réduire la fréquence
de cette pathologie. L’étude de la localisation du géne
de cette anomalie permettra la prévention de cette
malformation.
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Etude du polymorphisme (CAG)n dans le géne

du récepteur aux androgénes dans la popula-

tion tunisienne et de son implication dans I’in-
fertilité masucline

L. HADJKCACEM?; L. KESKES-AMMAR1,2,
H. HADJKCACEM1, A, ELGAIED-BOULILA1,
A. BAHLOULZ, H. AYADI1.

1: Laboratoire de Génétique Moléculaire
Humaine de Sfax 2: Unité de santé “stérilité masculi-
ne” (US17) LGMH, Faculté de Médecine de Sfax, ave-
nue Majida Boulila 3028, Sfax, Tunisie (lobna_hadjka-
cem@excite.com)




Introduction :

Les androgénes sont des régulateurs importants de la sper-
matogenése humaine. Ils agissent par I'intermédiaire d’un
récepteur aux androgeénes spécifique, codé par le géne RA,
localisé sur le chromosome X (Xql1-12). Le polymorphis-
me des répétitions CAG ((CAG)n) de ’exon 1 du géne RA
est impliqué dans de nombreuses pathologies: maladie de
Kennedy (CAG 240), cancer de la prostate (CAG < 14) et
infertilité masculine (variations modérées dans I’intervalle
du polymorphisme normal (14- 32)). Les objectifs de
notre travail étaient 1’étude du polymorphisme des répéti-
tions CAG dans la population générale et I’étude d’asso-
ciation de ce polymorphisme avec I’infertilité masculine.

Matériel et Méthodes :

Le travail a porté sur un groupe de 129 hommes infertiles
et un groupe témoin, composé de 98 hommes et 71 fem-
mes fertiles, non apparentés. La région polymorphe
(CAG)n du géne RA a été amplifiée par PCR. Les nombres
de répétitions CAG dans les produits PCR, ont été détermi-
nés par comparaison avec des ADN de taille connue, apres
électrophorése sur gel de séquence (polyacrylamide 6%).
L’analyse statistique des résultats était descriptive (moyen-
ne * ES, histogramme et box-plot) et analytique (compa-
raison des moyennes par le test de student, comparaison
des effectifs par le test de Kolmogorov-Smirnov (KS) et le
test khi-carré).

Résultats :

Nous avons trouvé que le polymorphisme CAG du geéne
RA est significativement différent entre les femmes et les
hommes fertiles. La moyenne des (CAG)n était plus élevée
chez les femmes (22.7 £ 0.51 vs 21.13 £ 0.31, p = 0.0096);
le nombre d’allele était également supérieur (20 vs
16), avec un intervalle variant de 13-32 pour les femmes et
de 14 a 29 pour les hommes. 11 n’existait pas de différences
significatives entre les deux groupes des hommes fertiles
et infertiles (moyennes: 21,13 = 0.31 vs 20.8 £ 0.27, p =
0,47, nombre d’alleles: 16 vs 17 et intervalle 14 4 29 vs
12-28). Les comparaisons par les tests KS et khi-carré
n’ont pas montré de différences significatives
(Dobs<Deyits P = 0.32). La comparaison des sous-groupes
des hommes infertiles (oligospermie, azoospermie ¢t nor-
mospermie), a montré une différence significative entre les
groupes oligospermique et azoospermique (moyenne: 21,6
0,49 vs 19,9 £ 0,59, respectivement: test de student: p =
0,034; test khi-carré: p = 0,00079 et test KS: Dg}q >

Derip)-
Conclusion ;

1l ressort de notre étude que le polymorphisme CAG
dans I’exon 1 du géne RA des femmes est différent de
celui des hommes, et que la comparaison entre les hom-

mes fertiles et infertiles n’a pas montré d’association
entre ce polymorphisme et I’infertilité masculine ainsi
que les perturbations de la spermatogenése. Dans la lit-
térature, des résultats contradictoires ont été rapportés
et de nombreuses controverses persistent concernant
I’implication de I’augmentation du nombre de CAG du
gene RA dans Pinfertilité masculine. 11 est suggéré que
ces controverses sont dues a des différences dans la
caractérisation des groupes d’études et a des différen-
ces des origines ethniques.
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Utilisation des ARNm de la clusterine comme
marqueur de la quantité d’ARNm d’origine ser-
tolienne dans les biopsies testiculaires - Appli-

cation a la quantification des ARNm de Stem
Cell Factor dans les troubles de la spermatoge-

nese.

I. PLOTTON, P. SANCHEZ, M.H. PERRARD-
SAPORI, P. DURAND, H. LEJEUNE.

INSERM-INRA U 418, Hépital Debrousse & Départe-
ment de Médecine de la Reproduction, Hépital
Edouard Herriot, Lyon, France.

Introduction :

La spermatogenese est régulée par des facteurs paracrines
produits par les cellules somatiques et les cellules germina-
les. La responsabilité éventuelle d’une altération de 1’ex-
pression des facteurs paracrines dans les troubles de Ja
spermatogenése reste a démontrer. La quantification de
I’expression des facteurs paracrines est rendue difficile par
I’hétérogénéité cellulaire du testicule et les variations du
nombre relatif des cellules somatiques et germinales dans
les troubles de la spermatogenese. Il a été montré que les
ARNmM de la clusterine sont localisés dans les cellules de
Sertoli et ne sont pas modifiés par les gonadotrophines ni
par la présence de cellules germinales en coculture. Nous
avons cherché 4 évaluer si la quantité d’ARNm de la clus-
terine peut étre un marqueur de la quantité des ARNm d’o-
rigine Sertolienne dans les biopsies testiculaires.

Matériel et Méthodes :

Trois conditions expérimentales induisant des variations du
nombre relatif de cellules germinales et de cellules de Ser-
toli ont €t¢ €tudiécs chez le rat : (1) le développement post-
natal, (2) le traitement par 1’acide methoxy-acétique
(MAA), (3) le traitement par un agoniste du GnRH. La
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quantité d’ARNm de la clustérine mesurée par Northern
Blot dans des cellules de Sertoli purifiées est stable a partir
de I'dge de 20 jours et aprés traitement par le MAA ou le
GnRHa. Nous avons alors mesuré par RT-PCR compétitive
les ARNm de la clusterine et du Stem Cell Factor (SCF),
un facteur paracrine produit par les cellules de Sertoli
impliqué dans la prolifération et/ou la survie des cellules
germinales, dans les ARN extraits de biopsies testiculaires
dans les conditions expérimentales précédentes.

Résultats :

Le rapport ARNm du SCF / ARNm de la clusterine appa-
rait stable au cours du développement pubertaire, augmen-
te lors de la repopulation des tubes séminiféres aprés traite-
ment par le MAA et diminue aprés GnRH agoniste. Ces
résultats valident 1’utilisation des ARNm de la clusterine
comme marqueur de la quantité d’ARNm d’origine serto-
lienne. Ces données nous conduisent a quantifier les
ARNm de SCF par rapport aux I'’ARNm de la clusterine,
dans les biopsies testiculaires humaines. Chez les hommes
avec une spermatogenése normale (n=4), la quantité

&’ ARNm de la clusterine est de 0,41 = 0,21 109 copies/?g
ARN (intra and inter-assay CV: 12 and 78%), la quantité

d’ARNm du SCF est de 0,92 = 0,31 100 copies/?g ARN
(intra and inter-assay CV: 18 and 67%), et le rapport

ARNm SCF/ARNm clustérine = 2,2 1073, Les résultats
préliminaires des mesures du rapport d’ARNm
SCF/ARNm clusterine dans les biopsies testiculaires
d’hommes infertiles indiquent que les taux d’ARNm SCF
ne sont pas diminués dans les cas d’hypospermatogenese
(3,2 103 ; n=2), d’aplasie des cellules germinales (2,6 10~
3; n=2) ou de blocage de la spermatogenése (8,3 10-3 ;
n=1), par rapport aux azoospermies obstructives a sperma-

togenése normale (2,6 10-3 ; n=2).
Conclusion :

Ces résultats préliminaires suggérent qu’une diminu-
tion des taux d’ARNm de SCF n’est pas une caractéris-
tique commune aux troubles de la spermatogenese chez
Phomme.
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Introduction :

Le cancer du testicule est le cancer le plus fréquent chez
les hommes jeunes dans beaucoup de pays. Par exemple au
Danemark, le risque de développer un cancer du testicule
est de 1 % au cours de la vie. Plus de 97 % des cancers du
testicule ont pour origine les cellules germinales. Les
génes du chromosome Y sont nécessaires pour un bon
développement et maintien des cellules germinales. Ceci
suggére un implication du chromosome Y dans le cancer
du testicule, un phénotype spécifiquement masculin. Ainsi
le chromosome Y posséde un locus (GBY) impliqué dans
un type de cancer testiculaire, le gonadoblastome.

Matériel et Méthodes :

Afin de mettre en évidence une éventuelle corrélation entre
le fond génétique du chromosome Y et la prédisposition au
cancer du testicule, nous avons défini les haplotypes du
chromosome Y chez un groupe d’hommes d’origine
anglaise ayant développé un cancer testiculaire et nous
avons comparé la distribution des fréquences de ces haplo-
types entre ces patients et une population contrdle de la
méme origine géographique et ethnique.

Résultats :

Nos résultats suggérent une absence d’effet majeur du fond
génétique du chromosome Y sur la prédisposition au can-
cer de testicule. Cependant, le role de ce chromosome dans
la formation et la progression de ce type de cancer ne peux
pas étre totalement exclu.
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Conséquences de la transmission des délé-
tions du chromosome Y, implications pour le
diagnostic pré-implantatoire

L. QUINTANA-MURCI?1, P.C. PATSALISZ,
C. SISMANIZ2, F. TALEB-BEKKOUCHE1,
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Introduction :

Les délétions de certaines régions du chromosome Y sont
responsables d’infertilité ou sub-fertilité chez ’homme.
Cependant, des technologies récentes de fécondation in
vitro permettent de pallier a ce probléme en introduisant
directement les spermatozoides (méme présents a des
concentrations faibles) du peére dans I’ovocyte maternel.
En principe, la seule conséquence de cette intervention est
I'infertilité dans la descendance masculine car, par défini-
tion les déletions seront transmises du pere au fils.

Matériel et Méthodes :

Nous avons étudié le chromosome Y d’un groupe de
patients, sélectionnés a I’aveugle, avec un caryotype 45
X/46 XY et qui présentaient un phénotype Turner ou des
ambiguités sexuelles.

Résultats :

Nos résultats montrent qu’un tiers de ces patients présen-
tent des délétions de la partie distale du chromosome Y
communément observées chez les hommes infertiles. Ces
résultats suggeérent que les traitements d’infertilité par
fécondation assistée peuvent avoir des conséquences cli-
niques graves, autres qu’une infertilité attendue chez la
descendance masculine, mais incluant potentiellement
ambiguités sexuelles et syndrome de Turner. Pour mesurer
le risque potentiel de ces interventions un diagnostic pre-
implantoire quand les hommes traités par ICSI présentent
des délétions d’AZF, afin d’éviter le transfert d’embryons
45,X. La plupart de ces embryons ne sont pas viables et
sont associées aux avortements spontanés. En effet une
augmentation des avortements spontanés a été notée apres
ICSI. En parallele, des études de suivi chez des enfants
concus par des techniques d’ICSI sont conseillées.

Conclusion :

Malgré le nombre faible des études concernant la trans-
mission de microdélétions par des techniques de repro-
duction assistée, les résultats des karyotypes foetaux
ICSI indiquent une augmentation significative des
aneuplodies. Nos résultats suggerent un méchanisme
pouvant expliquer ces observations.
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Evidence génétique pour le syndrome de
dysgénésie testiculaire

K. MCELREAVEY1, N.SKAKKEBAEKZ, V. PETIT,
E. SAMOU1, L. QUINTANA-MURCI1

1Reproduction, Fertilité et Populations, Institut Pas-
teur, Paris, France, 2Growth and Reproduction, Rigs-
hospitalet, Copenhagen, Denmark

Introduction :

L’augmentation du syndrome de dysgénésie testiculaire est
liée au déclin global de la reproduction masculine, qui
inclut une incidence élevée de cryptorchidisme, d’hy-
pospadias, de baisse de la qualité du sperme et une inci-
dence croissante des cancers du testicule. Nos données,
issues de I’analyse de familles ou co-ségréguent des ano-
malies des organes génitaux externes et des dysgénésies
gonadiques, suggerent une étiologie génétique commune
pour ces anomalies. Dans certaines familles, les différen-
ces phénotypiques peuvent étre dues au fond génétique ou,
comme suggérées par d’autres, causées par des facteurs
environnementaux.

Matériel et Méthodes :

Dans cette étude, nous décrivons une famille avec des cas
multiples de femmes 46,XY (avec une dysgénésie gona-
dique partielle ou pure), ainsi que des maéles 46,XY avec
virilisation inachevée ayant pour résultat une hypospadia.

Résultats :

Une analyse complete du génome en utilisant des mar-
queurs microsatellites, nous a permis de localiser un géne
impliqué dans le développement du sexe masculin dans
une region de 6 cM sur le chromosome 5. Dans cet inter-
valle génétique, nous avons établi une carte physique d’en-
viron 30 Mb afin de rechercher des mutations dans les
genes candidats les plus probables de cette région.
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Le chromosome Y et la fertilité chez I’homme
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Introduction :

L’infertilité chez I’homme a été associée 4 une augmenta-
tion des anomalies du systéme urogénital mile, incluant
une cryptorchidie et une hypospadias ainsi qu’une aug-
mentation de la fréquence des cancers du testicule. Cect a
conduit a l'utilisation du terme “syndrome de dysgénése
testiculaire”. L’incidence de I’infertilité est estimée entre
10 et 17 9% de la population. Dans 50 % de ces cas, c’est le
partenairc masculin le responsable de I'infertilit¢ du cou-
ple. Le chromosome Y porte un ou plusieurs facteurs
nécessaires a la spermatogenése, car des délétions du bras
long du chromosome Y sont associées a des phénotypes
d’infertilité masculine. Les raisons et les mécanismes
responsables de la formation de ces délétions ne sont pas
connus.

Matériel et Méthodes :

Nous avons réalisé trois études paralleles cas/témoin afin
d’évaluer le role du fond génétique du chromosome Y et le
syndrome de dysgénésie testiculaire : (i) étude de pré-
disposition aux délétions du chromosome Y causales des
troubles d’infertilité et (i) étude de prédisposition a la sub-
fertilité¢ dans la population danoise.

Résultats :

Nos résultats suggerent une absence d’effet majeur du fond
génétique du chromosome Y sur la prédisposition aux
microdélétions du chromosome Y. En revanche, nous avons
identifié une lignée du chromosome Y (haplogroupe 26)
associée a une réduction significative de la concentration de
sperme dans la population danoise. Nous sommes actuelle-
ment en train de rechercher si cette association retrouvée au
Danemark est aussi observée dans des populations voisines,
comme la Finlande et la Suéde. En paralléle, nous sommes
en train d’analyser les haplotypes du chromosome Y chez
une population de maéles qui présentent une augmentation
significative de la concentration de sperme.
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Etude des causes génétiques associées aux
anomalies du développement sexuel masculin
par la technique “Comparative Génome
Hybridisation”
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Introduction :

Des anomalies du développement sexuel masculin (dysgé-
nésie gonadique, hypospadias et cryptorchidie) sont fré-
quentes, mais leur étiologie reste mal comprise. Nous
avons présumé que certaines de ces anomalies peuvent
résulter de remaniements chromosomiques (des gains ou
des pertes) qui pourraient &tre détectés par 1'hybridation
génomique comparative (CGH).

Matériel et Méthodes :

1>’abord, nous avons calibré la technique en analysant des
cas de 46,XY avec dysgénésie gonadique avec des anoma-
lies cytogénétiques connues en 9p et 11p. Ceci a été confir-
mé par I’hybridation in situ fluorescente.

Résultats :

Dans deux cas de 46,XX hermaphrodisme vrai, nous avons
observé la présence d’une lignée de cellules avec un
chromosome Y, confirmant nos observations précédentes
que de tels cas pcuvent préscnter du mosaicisme ou du chi-
mérisme. Dans un cas de 46, XX dysplasie campomélique,
nous avons obscrvé une duplication inversée de 17p distal
de 1a région du géne SOX20, non vue par la cytogénétique
conventionnellc. D’autres gains et pertes chromosomiques
ont été également détectés. Nous projetons d’élargir ces
études a d’autres cas du dysfonctionnement de la reproduc-
tion masculine tcls que Iinfertilité masculine.
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Varicocélectomie et températures scrotales
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Introduction :

Evaluer les températures scrotales chez les patients infé-
conds porteurs d’une varicocele avant et aprés varicocelec-
tomie.

Matériel et Méthodes :

Chez 113 patients inféconds présentant une varicocele cli-
nique gauche (n=101) ou bilatérale (n=12), les températu-
res scrotales, rectales et ambiantes ont été mesurées avant,




3 et 6 mois apres cure chirurgicale de la varice. 116 hom-
mes féconds sans varicocele constituent le groupe témoin
et servent a la définition de la limite supérieure de la tem-
pérature scrotale normal (d et g : 35,1°C).

Résultats :

Avant chirurgie. Les températures scrotales moyennes
étaient significativement plus élevées chez les hommes
inféconds avec varicocele que chez les témoins. Les tem-
pératures scrotales étaient normales chez 54 patients
(47,8% ; groupe normothermique) et anormalement éle-
vées (>35,1°C) chez 59 patients (52,2% ; groupe hyper-
thermique ; unilatéral : n=22 ; bilatéral : n=37). Chez les
patients inféconds avec varicoctle, les températures scrota-
les moyennes étaient significativement plus élevées dans le
groupe hyperthermique que dans le groupe normother-
mique (d : 35,18 + 0,41 vs 34,40 = 0,45°C ; g : 35,50 £
0,31 vs 34,60 + 0,44°C).

Apres chirurgie. Les températures scrotales moyennes n’é-
taient plus différentes entre les groupes hyperthermique et
normothermique a 3 mois (d : 34,62 £ 0,55 vs 34,50 £
0,50°C ; g : 34,60 = 0,50 vs 34,46 £ 0,52°C) et a 6 mois
(d:34,72 £042 vs 34,44 £ 0,45°C ; g: 34,72 £ 0,53 vs
34,47 £ 0,49°C). Dans le groupe normothermique, une
température scrotale anormale est observée chez 12% des
patients a 3 mois et chez 4% supplémentaires a 6 mois.
Dans le groupe hyperthermique, une température scrotale
anormale est retrouvée 15% des patients a 3 mois et chez
12% supplémentaires a 6 mois.

Conclusion :

50% des patients inféconds avec une varicocele ont une
température scrotale élevée. Apres varicocelectomie, les
résultats sont satisfaisants en terme de population, les
températures scrotales moyennes s’étant normalisées.
Cependant, les valeurs individuelles sont beaucoup
moins concluantes avec d’une part 16% des patients
normothermiques devenant hyperthermiques apres
chirurgie, et d’autre part la persistance apres chirurgie
d’une hyperthermie préexistante chez 27% des
patients.
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Pouvoir antibactérien du liguide séminal :

évaluation par la technique de quantification
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Introduction :

L’'idée d’un pouvoir antibactérien (PAB) du liquide sémi-
nal (LS) est couramment admise. Pourtant, aucun consen-
sus ne se dégage de la littérature tres hétérogeéne : les étu-
des concernent de nombreuses especes animales, portent
sur des fractions différentes du LS, et utilisent des espéces
différentes de bactéries. Pour I’espéce humaine, nous n’a-
vons recensé que 3 études étudiant le PAB global, soit du
sperme total [1], soit du LS [2, 3]. Ces 3 études montrent
un PAB contre §. aureus variant de 5 4 78 % ! De plus, si
elles s’accordent pour retrouver E. coli globalement résis-
tante, I’espece a été montrée comme tres fortement sensi-
ble a la séminalplasmine bovine et au liquide prostatique
canin. Afin de faire le point, nous avons introduit une tech-
nigue jamais employée pour I’évaluation du PAB du LS :
la quantification bactérienne.

Matériel et Méthodes :

Trois souches bactériennes (S. aureus, S. epidermidis et E.
coli) isolées lors d’affections urogénitales sont testées vis-
a-vis de 41 LS préalablement filtrés. Pour chacune, 3
concentrations bactériennes (103/ml, 5.103/ml et 104/ml)
sont incubées en paralléle soit avec le LS testé, soit avec
de I’eau physiologique stérile. Chaque échantillon est
ensuite étalé sur gélose (10 LS sur gélose BCP, 29 sur
gélose au sang, et 2 sur les 2 géloses). Le dénombrement
des colonies a 24 h permet d’établir le facteur d’inhibition
(FD) : FI = nombre de colonies sur gélose témoin / nombre
de colonies sur gélose patient, avec calcul d’un FI moyen
(FI,,) a partir des FI obtenus pour chaque concentration
bactérienne. Ainsi, FI,, = [ : pas d’inhibition de croissan-
ce, Fli, > 1 : inhibition de croissance, F, < 1 : stimulation
de croissance.

Résultats :

Pourcentages de LS présentant une activité sur la croissan-
ce bactérienne.

Gélose BCP Gélose sang
Effet inhibiteur (Fl;, > 1) - Effet inhibiteur (F1,,> 1)
S. aureus 33% S. aureus 15%
S. epidermidis 40 % S. epidermidis 10 %
E. coli 10 % E. coli 0%
Effet stimulateur (FI, < 1) - Effet stimulateur (FlI,, < 1)
S. aureus 0% S. aureus 0%
S. epidermidis 10% S. epidermidis 30%
E. coli 10 % E. COIf 8 %
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Conclusion :

Nos résultats retrouvent un PAB intermédiaire compa-
ré a ceux de la littérature : globalement, le LS humain a
tendance a inhiber les staphylocoques, mais pas E. coli.
Par contre, nous mettons en évidence qu’il peut avoir
un effet stimulateur sur la croissance de S. epidermidis
et E. coli, un méme LS pouvant a la fois inhiber la
croissance d’une bactérie et stimuler celle d’une autre.
Cet effet est majoré sur gélose au sang, contrairement
au PAB, ce qui pourrait interférer sur I’interprétation
des spermocultures.

1. Rozanski et al.. 1949 ; 2. Rusk et ¢l., 1973 ; 3. Mardh &
Colleen, 1975.
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Introduction :

L objectif a été d’évaluer I’intérét des marqueurs des cellu-
les de la lignée germinale en méiose et/ou en post-méiose:
la proacrosine et la protamine 1, dans les tissus testiculai-
res chirurgicaux de patients azoospermes ayant présenté
une aplasie ou un arrét précoce de maturation et pour les-
quels ’extraction de spermatozoides a été un succes.

Matériel et Méthodes :

Sur 284 biopsies prélevées entre 1996 et 2001, 33 ont été
retenues. 24 étaient histologiquement aplasiques (absence
de cellules de la lignée germinale), 9 présentaient un arrét
de maturation précocc (stade spermatogonies ou spermato-
cytes I). Les tissus testiculaires ont été recoupés en coupes
sériées, puis étudiés par la méthode immunohistochimique
de marquage de la proacrosine et de ]a prolamine 1. Les
complexes antigéne-anticorps ont été détectés par des
immunoglobulines biotinylées, amplifiées par un complexe
streptavidine-biotine-peroxydase révélé par la DAB-H,0».

Résultats :

Les marquages par les anticorps dirigés contre la proacro-
sine et la protamine 1 ont permis d’identifier des cellules
de la lignée germinale dans 45% (15/33) des biopsies étu-
diées. Dans 29% (7/24) des tissus aplasiques et 89% (8/9)
des tissus avec arrét précoce de maturation, des spermati-
des allongées ont été détectées dans un ou plusieurs tubes
séminiferes.

Conclusion :

La proacrosine et la protamine 1 sont des marqueurs
fiables de la lignée germinale. Ainsi, des spermatides
ont pu étre mises en évidence dans des tissus histologi-
quement aplasiques ou en arrét précoce de maturation.
Ils améliorent par conséquent de facon non négligeable
la sensibilité de la détection histologique des cellules
germinales et des spermatides dans les tissus testiculai-
res des patients azoospermes. Leur utilisation prospec-
tive est en cours d’évaluation dans la détection des
spermatides dans les tissus testiculaires aplasiques, et
dans Pidentification des cellules rondes de nature ger-
minale dans les éjaculats azoospermes.

1 4 4 4

Traitement par une thérapie multidisciplinaire
et reconstruction chirurgicale avec 'utilisation
d’un expanseur cutané, dans un cas de gangre-

ne de Fournier
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M. BRAUZZI*, A. TANASI*, R. PAOLINI
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Introduction :

La Gangréne de Fournier est une cellulite des plans super-
ficiels du périnée qui peut intéresser le scrotum et la paroi
abdominale.

Matériel, Méthodes et Résultats

Un malade diabétique a été hospitalisé pour I"apparition
rapide d’oedéme du périnée et du scrotum; il y avait aussi
du tissu nécrosé et hémorragique. La palpation causail un
crépitement et de la doulcur. L'état hémodynamique était
stable. Aprés quelques heures nous avons exécuté un large
débridement du tissu nécrosé et nous avons réalisé une
dérivation urinaire sus-pubienne (Fig.1). Une antibiothéra-
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pie et une oxygénothérapie hyper-bar (OTH) (32 séances
OTH a 2.5 ATA-15 m- pour 90-120min. ; la premiére
phase 2 séances/j. pour 6 jours et ensuite 1 séance/j. pour
20 jours ; durée totale 40 jours) ont été débutées. Apres 12
séances thérapeutiques et de pansements locaux, a été
réalisé le premier temps opératoirce reconstructif. Il y avait
une perte de substance qui intéressait le périnée, le scrotum
et la partie proximale de la verge (fig. 2); nous avons pla-
cés les deux testicules, dans leur vaginale, dans des loget-
tes sous cutanées inguinales postérieures (fig. 4 et 5) afin
d’obtenir assez de tissu tégumentaire pour recouvrir la
région scrotale et le périnée ; un lambeau pédiculé de pré-
puce a été employé pour recouvrir le pénis (fig. 6 et 7).
Aprés un mois, un expanseur de 6x4 cm- 25cc a été placé
dessous la peau de la région scrotale pour obtenir assez de
tissu et réaliser une loge physiologique (fig. 8 et 9) ; 30
jours aprés nous y avons placés de nouveau les testicules
(fig. 10).

Discussion :

La gangréne de Fournier est souvent trouvée chez des
malades avec une compromission immunitaire (diabete,
éthylisme; SIDA) et en général a pour origine un petit trau-
matisme cutané ou des infections et abces périurétraux et
périanaux.

L’histologie est caractérisée par une cellulite aigué avec
oedeme puis une vascularite suivie par une thrombose et
enfin une nécrose tissulaire. Les germes identifiés sont
aérobies et anaérobies. La mortalit¢ est tres élevée, de 20 a
67 %. La précocité du traitement améliore la survie et les
résultats chirurgicaux. I’OTH améliore le trophisme des
tissus peri-lésionnels et protege contre les germes anaéro-
bies et donc doit étre associée a la chirurgie et a la thérapie
médicamenteuse. La chirurgie se développe sur plusieurs
temps: une phase de débridement et de réalisation d’une
dérivation sus-pubienne et éventucllement d’une colosto-
mie; puis aprés détersion, on réalisc un temps reconstructif
avec des lambeaux cutanés libres ou pédiculés (aussi de
prépuce). Si la perte de substancc n’est pas excessive, on
peut placer les testicules dans une loge sous-cutanée ingui-
nale pour obtenir assez de tissu pour fermer la plaie causée
par la maladie. Cette intervention permet une bonne cica-
trisation de la peau scroto-périnéale en attendant la
reconstruction du scrotum aprés placement d’un expanseur
cutané.

Conclusion :

Ce cas clinique permet de vérifier qu’un traitement tres
précoce avec une thérapie multidisciplinaire permet des
bons résultats en termes de survie, et que la technique
chirurgicale que nous avons employée permet une
bonne résolution anatomique de la perte de substance
causée par la maladie.
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Grossesses évolutives obtenues par ICSI pour
deux fréres présentant un syndrome des
spermatozoides décapités

J. PERRIN+4, G. PORCU2, G. MERCIER3.4,
P. BOYERS3, V. ACHARD1.4, J. BANET4,
M. VASSEROT4, C. MELONES3,
J. SAIAS-MAGNANT, C. D’'ERCOLES, C. CHAUS,
M.R. GUICHAOQUA1.4.

1AP-HM Conception, Laboratoire de Biologie de lu
Reproduction, 147 bd Baille, 13385 Marseille cedex 05.
2 AP-HM Conception, Centre de Procréation Médicale-
ment Assistée, 147 bd Buaille, 13385 Marseille cedex 05.
3Hépital Saint Joseph, Laboratoire de Procréation Médi-
calement Assistée, 26 bd Louvain, 13285 Marseille cedex
4 Laboratoire d’Histologie et de Biologie de la Reproduc-
tion, Faculté de Médecine Timone, 27 bd Jean Moulin,
13385 Marseille cedex 05.
S Service de Gynécologie Obstétrigue, Hopital Nord, che-
min des Bourrelys, 13915 Marseille cedex 20.

Introduction :

Nous rapportons les cas de deux couples dont les hommes
sont fréres et présentent un syndrome des spermatozoides
décapités, pour lesquels des grossesses évolutives ont été
obtenues apres ICSI. 11 s’agit & notre connaissance des pre-
miers cas de grossesse évolutive dans le cadre de ce syn-
drome.

Matériel et Méthodes :

Les deux freres présentent une oligo-asthénospermie séve-
re, de nombreux flagelles isolés, une tératospermie totale
avec prédominance de tétes isolées ct de défaut d’aligne-
ment téte-flagelle. L'étude en microscopie électronique a
mis en évidence chez les deux paticnts une absence d’ali-
gnement téte-flagelle, une téte isoléc ou un flagelle isolé
dans 100% des spermatozoides ¢tudiés, ainsi qu’une
absence de plaque basale et de fossette d’implantation.
L’étude immunocytochimique de la matrice péri-centrio-
laire par marquage avec anticorps anti-MPM2 est considé-
rée comme normale.

Résultats :

Chez le premier couple, 4 ovocytes matures ont été injec-
tés au cours de deux cycles d’ICSI et 4 embryons ont été
replacés. Une grossesse évolutive a ét€ obtenue au deuxié-
me cycle, conduisant a la naissance a terme d’une fille de
poids normal en bonne santé.

Le second couple a bénéficié de 3 cycles d’ICSI avec
injection de |8 ovocytes matures et replacement de 6
embryons. Une grossesse évolutive triple comprenant deux
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jumeaux monozygotes est survenue au troisieme replace-
ment embryonnaire. Deux garcons et une fille ont été
extraits par césarienne a 30 semaines de grossesse pour
hypotrophie feetale et sont aujourd’hui en bonne santé.

Conclusion :

Cette étude montre que des grossesses évolutives sont
possibles dans le cadre du syndrome des spermatozoi-
des décapités. I’origine génétique de ce syndrome sem-
ble admise, mais aucun géne n’a encore été identifié.
L’hétérogénéité phénotypique observée en microscopie
électronique dans les différents cas décrits dans la litté-
rature suggere 1’existence d’une hétérogénéité géné-
tique.

Il a été suggéré que ce syndrome résulte d’un défaut de
migration caudale des centrioles, d’une absence d’in-
duction de la fossette d’implantation et de la plaque
basale permettant ’ancrage du flagelle. Notre étude
montre que certaines formes sont compatibles avec la
formation normale du sperm aster et un développe-
ment embryonnaire correct.

L 2 4 4

GATA 4 et GATA 6 sont présents dans I'épididy-
me murin et modulent in vitro le promoteur de
la glutathion peroxydase épididymaire

E. PONS, J.R. DREVET

Laboratoire Epididyme et Maturation des Gamétes,
UMR 6547 CNRS Université Blaise Pascal, 24 av
des Landais, 63177 Aubiere Cedex, France.

Introduction :

Chez la souris, la glutathion peroxydase 5 est transcrite
selon une localisation stricte dans la téte de 1’épididyme du
méle adulte. Nous avions préalablement montré que cette
spécificité était sous la dépendance de facteurs de trans-
cription connus, co-localisant avec gpx5 dans cet organe :
le récepteur aux androgenes (AR) et un facteur de la
famille Ets, PEA3 (Polyoma Enhancer Activator 3). Ces
modulateurs transcriptionnels peuvent répondre d’une par-
tie au moins de la restriction d’expression de gpx3.

L’analyse consensuelle du promoteur de gpx5 a permis d’i-
dentifier de multiples séquences cis de type 5'-WGATAR-3’,

cibles potentielles de facteurs de transcription de la famille
GATA. Des expériences de retard de migration ont confir-
mé leur capacité a lier des facteurs nucléaires. Inversement
des extraits protéiques nucléaires épididymaires présentent
une activité de liaison a I' ADN comparable 3 celle des fac-
teurs trans de type GATA.

Résultats :

GATA-1, déja identifié dans le tractus génital, particuliére-
ment au niveau du testicule, n’a pu &tre mis en évidence
dans 1’épididyme murin. Nous avons par contre déterminé
que GATA-4 et GATA-6 étaient exprimés a des niveaux
significatifs dans ce tissu notamment, ainsi que dans un
choix d’organes sexuels ou somatiques du méle et de la
femelle adulte et au cours du développement. Par co-trans-
fection de ces deux facteurs et d’un rapporteur GFP sous le
contréle de différentes délétions du promoteur de gpx5 en
systeme hétérologue, nous avons montré qu’ils pouvaient
en moduler Iactivité transcriptionnelle selon un équilibre
d’activation/inhibition complexe.

Conclusion :

Nous proposons ainsi que les facteurs de transcription
de la famille GATA, et notamment de la sous-famille 4-
6, puissent étre de nouveaux modulateurs de Pactivité
du promoteur de gpx5 in vivo, et de sa spécificité tissu-
laire et ontogénétique stricte.

L & 4 4

Controle spinal de I’érection réflexe par le glu-
tamate : approches morphologique et fonction-
nelle chez le rat

O. RAMPIN, J. AIOUN, I. CHAMBILLE, S. GOUGIS,
N. JEROME, R. MONNERIE, M.-J. PRUD’HOMME

Laboratoire de Neurobiologie des Fonctions
Végétatives, INRA, F-78352 Jouy-en-Josas, Cedex,
France.

Introduction :

La moelle épiniére est le siege des érections réflexes. La
stimulation du pénis recrute des fibres sensitives qui
gagnent la corne dorsale ou elles relaient sur des interneu-
rones. A leur tour, ceux-ci informent les neurones prégan-
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glionnaires autonomes proérectiles de la moelle sacrée par
I’intermédiaire de plusieurs auntres interneurones. Nous
avons cherché a mettrc en évidence le réle du glutamate,
puissant neuromédiateur excitateur, dans ce circuit polysy-
naptique de I’érection réflexe.

Matériel et Méthodes :

Nous avons testé les effets d’injections intrathécales de
NBQX, antagoniste des récepteurs glutamatergiques
AMPA, et d’APS, antagoniste des récepteurs glutamater-
giques NMDA, en regard des segments spinaux lombosa-
crés sur i) ’augmentation de la pression intracaverneuse
déclenchée par la stimulation du nerf dorsal du pénis chez
le rat anesthésié et ii) le nombre d’érections réflexes
déclenchées par la rétraction du fourreau chez le rat
éveillé. Nous avons recherché la présence de glutamate, et
des sous-types NMDARI1 et GluR1-R4 des récepteurs glu-
tamatergiques & 1’aide de techniques d’immunohistochimie
sur des coupes de moelle lombosacrée.

Résultats :

L’injection intrathécale de NBQX comme celle d’AP5
inhibe d’une facon dose-dépendante les augmentations de
la pression intracaverneuse déclenchées par la stimulation
du nerf dorsal du pénis, ainsi que le nombre des érections
réflexes. Nous mettons en évidence le glutamate dans les
terminaisons des fibres afférentes primaires entrant dans la
corne dorsale. Les sous-types NMDARI et GluR1-GluR3
sont présents dans la corne dorsale, le noyau parasympa-
thique sacré, dans la région autour du canal central,
incluant la commissure grise dorsale, et dans la corne ven-
trale. Les neurones préganlionnaires parasympathiques,
marqués par transport axonal rétrograde a partir du nerf
pelvien, sont immunoréactifs pour les différents sous-types
des récepteurs du glutamate.

Discussion :

Nous mettons en évidence la participation du glutamate au
contrdle spinal de I’érection. Le glutamate agit via des
récepteurs AMPA et NMDA. Le glutamate est présent non
seulement dans les afférences génitales, mais aussi tres
certainement dans les interneurones spinaux. Cette hypo-
thése est suggérée par la présence des récepteurs AMPA et
NMDA du glutamate dans les interneurones spinaux
contrélant I'érection. Enfin, si le glutamate est le neuromé-
diateur principal des afférences sensitives, il doit égale-
ment participer au contrdle des circuits spinaux par les pro-
Jjections descendantes du tronc cérébral et de I’hypothala-
mus.
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Analyse des mécanismes d’association et de
transfert de la glutathion peroxydase GPX5 au
spermatozoide chez le modéle murin

H. REJRAJI, P. VERNET, J. DREVET

Laboratoire Epididyme et Maturation des Gametes,
UMR 6547 CNRS-Université Blaise Pascal,
24 avenue des Landais, 63177 Aubiére, France.

Introduction :

Chez les mammiferes, les gamétes issus du testicule ne
sont pas fécondants. Leur maturation, (I’aptitude a se mou-
voir et & reconnaitre I’ovocyte) est réalisée progressive-
ment au cours de leur trajet dans 1’épididyme, sous I’in-
fluence notamment des sécrétions protéiques épididymai-
res.

Matériel et Méthodes :

Nous avons clon€é chez la souris, un marqueur androgéno-
dépendant de I’activité sécrétoire de cet organe, la protéine
GPXS. Cette protéine produite abondamment et unique-
ment par les cellules épithéliales de 1’épididyme est sécré-
tée dans le fluide épididymaire et se retrouve associée aux
spermatozoides tout au long du tractus génital.

Résultats :

Au cours du transit dans 1’épididyme, une diminution de la
quantité de GPXS présente dans le fluide a été observée
ainsi qu’une association plus forte de la protéine aux
gametes. Cette association, aussi bien dans la téte que dans
la queue épididymaires, confére une protection vis-a-vis
des digestions protéolytiques. Cette résistance envers les
protéases est retrouvée au niveau de la population de
GPX5 présente dans le fluide épididymaire. D’une fagon
générale dans les deux segments épididymaires, ces pro-
tections sont abolies lors de traitements physico-chimiques
stringents tels que les ultrasons ou un pH acide. L utilisa-
tion d’enzymes lipolytiques permet également la libération
de GPXS5. Ainsi, dans la lumiere de 1’épididyme, GPX35 est
retrouvée dans trois localisations différentes. GPX5 existe
sous une forme soluble dans le fluide, liées aux gametes et
associées a des structures riches en lipides. Ces derniéres
structures ont été isolées et caractérisées notamment en
microscopie €lectronique et par anisotropie de fluorescen-
ce. Elles sont le résultat de mécanismes de sécrétion apo-
crine de I’épithélium épididymaire, se présentant sous la
forme de vésicules hétérogenes en taille et en structure.
Ces “épididymosomes” posseédent une composition et une
dynamique membranaire relativement stable quelque soit
le stade de maturation.
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Conclusion :

Ces vésicules pourraient constituer des intermédiaires
importants dans le transfert de molécules aux sperma-
tozoides (phospholipides, cholestérol, protéines particu-
liéres telles que GPXS), contrélant ainsi I’acquisition du
pouvoir fécondant des gameétes méiles, et pourraient
étre exploitées a des fins thérapeutiques ou contracepti-
ves.

L 4 4 4

Altération de la spermatogénése chez les hom-
mes présentant une agénésie bilatérale des
canaux déférents

P. MAHE? F. MARCELLI', B. SOULEZZ,
J-C. HERBAUTS, E. HERMAND#, J-M. RIGOT

1Service d’Andrologie, 2Service de Biologie de la
Reproduction, 4Laboratoire d’Histologie
Fonctionnelle, C.H.R.U., SEPARP, Lille.

Introduction :

L’azoospermie en cas d’agénésie bilatérale des canaux
déférents (ABCD) est supposée étre d’origine excrétoire.
Nous avons évalué la spermatogenése par histologie testi-
culaire chez des hommes azoospermiques en rapport avec
une ABCD.

Matériel et Méthodes :

55 hommes présentant une ABCD avec désir de grossesse
ont été pris en charge par prélevement chirurgical de sper-
matozoides aprés évaluation pneumologique et rccherche
de mutations du gene CFTR.

Résultats :

Des spermatozoides ont été retrouvé dans tous les cas. 17
fois par prélévement épididymaire seul ; dans 38 cas une
biopsie testiculaire a été réalisée dont I’examen histolo-
gique montrait :

Spermatogenese normale : . 20 cas
Blocage de maturation : .... 4 cas
Aplasie germinale : ......... I cas
Hypospermatogenese : ..... 13 cas
Sclérose tubulaire : ......... O cas

Conclusion :

Cette étude montre que les hommes présentant une
ABCD n’ont pas tous une spermatogenése normale : 18
cas de troubles de la spermatogenése retrouvé soit 47%
des biopsies réalisées et 32,7% des ABCD de notre
série. Le facteur obstructif ne doit donc pas faire négli-
ger la recherche associée d’une cause génétique ou tes-
ticulaire d’altération de la spermatogenése.

L 4 2 4

Prélevements chirurgicaux de spermatozoides
en cas d’azoospermie : Résultats de six années
d’activité

P. MAHE', F. MARCELLI, B. SOULEZZ2,
J-C. HERBAUT3, J-M. RIGOT!

1Service d'Andrologie, 2Service de Biologie de Ia
Reproduction, 3EPARP, Lille.

Introduction :

L’injection intra cytloplasmique de spermatozoides (ICSI)
avec sperme chirurgical en cas d’azoospermie est de pra-
tique courante dans les centres de procréation médicale-
ment assistée (PMA). Nous avons voulu faire le bilan de
notre activité depuis 1996.

Matériel et Méthodes :

Les résultats des prélevements de tous les patients
azoospermiques pris en charge de janv. 1996 a déc. 2001
ont été rapportés et classés selon I’origine de I’azoosper-
mie (taux de FSH).

Résultats :

1996-1997 1998-1999 2000-2001 Total
Pivt. |Pivt |Pivt. |Pivt |PIvt Pivt. | Pivt. Pivt.
+ . + - + - + -
Az. 19/46 127/46 | 26/58 {32/58 | 46/79 33/79 | 91/183
Sécrétoires  {41% 45% 58% 50%
Az SO/S7T | 7/55 |36/38 |2/38 |45/54 9/54 1131/149
Excrétoires | 88% 95% 83% 88%
19/19 20720 16/16 55/55
AB.C.D. 100% 10% 100% 100%
An- 89 33 373 14/15
éjaculations | 89% 100% 100% 93%
96/131 85/119 110/152 291/402
Total 3% 71% 2% 72%
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Conclusion :

Dans notre expérience il est possible de retrouver des
spermatozoides dans 72 % des cas d’azoospermie. Le
taux de recueil est corrélé au taux de FSH. On note une
stabilité dans le temps de ’extraction dans les
Azoospermies excrétoires et une augmentation dans les
Azoospermies sécrétoires.

L 4 4 4

Apport de 'histologie testiculaire dans la prise
en charge de I'azoospermie par prélevement
chirurgical de spermatozoides

P. MAHE'!, F. MARCELLI?, B. SOULEZZ,
J-C. HERBAUT3, E. HERMAND?, J-M. RIGOT?

1Service d’Andrologie, 2Service de Biologie de la
Reproduction, 41 aboratoire d’Histologie
Fonctionnelle, C.H.R.U., 3EPARP Lille.

Introduction :

Le taux de recueil de spermatozoides sur biopsie testiculai-
re est supérieur si le volume biopsié est plus élevé. Or, la
valeur prédictive de I’histologie de la présence de sperma-
tozoides n’est pas absolue et la découverte fortuite de
pathologies malignes est rare. Doit-on donc continuer 1’a-
nalyse histologique des biopsies testiculaires dans cette
indication ?

Matériel et Méthodes :

Etude des résultats des prélévements chirurgicaux de sper-
matozoides et histologiques de 402 patients azoosper-
miques.

Résultats :

23% de spermatozoides retrouvés en cas d’aplasie germi-
nale, 1 cancer détecté (Tumeur de Leydig) sur 402 hom-
mes opérés, alors que I’échographie testiculaire préopéra-
toire était normale.

Prékkvement + Prélévement - Total
(n=291) (n=111) (n =1402)
Normal 9% (46) 4% (2) 48
Hypoplasic modérée 100% (80) 0 80
Hypoplasie sévére 92% (68) 8% (6) 74
Blocage de maturation T5% (21) 25%(7) 28
Aplasie 23% (28) 77% (96) 124
Non fait 100% (48) 0 48

Conclusion :

L’histologie testiculaire dans cette indication parait peu
intéressante par sa faible valeur prédictive de la pré-
sence de spermatozoides et le faible taux de découverte
fortuite de néoplasies testiculaires. Néanmoins, la
fécondance, moins bonne dans notre expérience, des
spermatozoides d’origine sécrétoire et les conséquences
médico-légales de ’absence de documents histolo-
giques, ne permettent pas de se passer de cette examen
actuellement.

L2 £ 4

Du spermatocyte au spermatozoide : anomalies
chromosomiques et hypospermatogenése

N. RIVES!, A. BORDEST, J-P. MiLAZZO?, M-O.
NORTH', L. SIBERTZ, N. MOUSSET-SIMEONT,

B. MACE

1Laboratoire de Biologie de la Reproduction,
28ervice d’Urologie, CHU Charles Nicolle
76031 Rouen

Introduction :

Chez ’homme, dans le contexte d’une spermatogenese
déficiente, on peut envisager I’existence d’une relation
entre anomalies chromosomiques spermatiques et déplé-
tion en gametes matures haploides. Ces anomalies chromo-
somiques spermatiques peuvent étre générées au cours des
divisions des spermatogonies et/ou au cours de la méiose.
Les spermatogonies ou spermatocytes porteurs de ces ano-
malies peuvent soit s’arréter au cours du cycle cellulaire,
soit poursuivre la spermatogenése en produisant des sper-
matozoides porteurs d’anomalies chromosomiques. Notre
étude se proposait d’établir une relation entre les anoma-
lies chromosomiques observées dans les cellules germina-
les haploides, les altérations de la méiose et I’augmentation
de I'indice apoptotique des cellules germinales.

Matériel et Méthodes :

Cette étude porte sur un échantillon de 17 patients, gés de
24 2 52 ans, consultant dans le Laboratoire de Biologie de
la Reproduction pour exploration d’une infertilité primaire
ou secondaire : 12 patients présentent un défaut partiel
(oligoasthénotératozoospermie) ou complet (azoospermie
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sécrétoire) de la production des spermatozoides (HYP), 5
patients présentent une azoospermie excrétoire par obs-
truction congénitale (Absence Bilatérale Congénitale des
Canaux Déférents ou A.B.C.D) ou acquise (vasectomie)
des voies excrétrices spermatiques (AE). Chaque patient a
bénéficié d’une exploration chirurgicale testiculaire bilaté-
rale au cours de laquelle une biopsie a été réalisée. Une
analyse histologique et une évaluation des anomalies méio-
tiques au stade pachyténe par coloration au Giemsa et par
hybridation in situ en fluorescence (chromosomes X, Y, i3
et 21) ont été effectuées sur chaque prélevement. Cette pre-
miére approche a été complétée par une évaluation de la
fréquence des anomalies chromosomiques observées dans
les cellules germinales haploides en suspension par coupla-
ge de I'immunocytochimie a 1’aide de 1'anticorps Mab
4D4 reconnaissant la proacrosine et I’hybridation in siru en
fluorescence (chromosomes X, Y et 18). Enfin, la fragmen-
tation de I"’ADN des cellules germinales a été détectée par
la méthode TUNEL sur des coupes testiculaires.

Résultats :

L’éwude des altérations de la méiose par les techniques de
cytogénétique standard a révélé que 6 patients parmi les 12
du groupe HYP présentaient des anomalies du stade pachy-
téne (4 présentaient des asynapsis interstitiels, 2 des ano-
malies de la vésicule sexuelle). L'hybridation in situ en
fluorescence sur préparations chromosomiques de noyaux
au stade pachyténe a démontré une augmentation non
significative de I’association des chromosomes 13 et 21
avec la vésicule sexuelle chez les patients du groupe HYP
par rapport au groupe AE (HYP : 6,5% et 5,7% vs AE:
4,7% et 5,1% respectivement). L’analyse des cellules ger-
minales par hybridation in situ en fluorescence et immuno-
cytochimie a I'aide de I’anticorps Mab 4D4 est en faveur
d’une augmentation significative du taux d’aneuploidie des
chromosomes sexuels dans les cellules haploides chez les
patients du groupe HYP par rapport aux patients du groupe
AE (0,01<p<0,02). Enfin, la mesure de la fragmentation de
I’ADN met en évidence une augmentation significative de
I’indice apoptotique des spermatogonies et des spermato-
cytes des patients du groupe HYP (p=0,035 et p=0,035
respectivement).

Conclusion :

Ces résultats confirment que les cellules germinales
altérées lors de la méiose sont soit a I’origine de game-
tes aneuploides soit éliminées par un processus apopto-
tique sous la dépendance probable de mécanismes met-
tant en jeu les points de contrile intra-méiotiques du
cycle cellulaire.
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Investigation de la spermatogenése par la
cytométrie en flux séminale chez des hommes
inféconds

Y. SOFFER'.2, M. WALDT, R. GOLAN1,
L. SHOCHAT! A. RAZIEL, R. RON-EL et
L.M. LEWINT

1Département de Biochimie Clinique, Faculté de
Medecine Sackler, Tel-Aviv
1institut de fertilité masculine et Unité de FIV, CHU
Assaf Harofe, Zerifin.
1.2 Université de Tel-Aviv, Tel-Aviv, Israél.

Introduction :

Dans les tubules séminiféres, les spermatogonies diploides
donnent, par une série de métamorphoses, des spermatocy-
tes primaires tétraploides, des spermatocytes secondaires
diploides, des spermatides haploides et finalement des
spermatozoides matures condensés. Toutes ces cellules
finissent par se retrouver, en proportions variées, dans 1’é-
jaculét ol elles ont pu étre identifiées (Hacker-Klom et col,
Human Reproduction , 14:2506-12). La cytométrie en flux
du sperme permettrait donc chez des hommes inféconds
d’obtenir un aper¢u de leur spermatogenese bien avant une
intervention testiculaire (TESE) pour micro
injection (ICSI). Le but de ce travail a été d’obtenir des
profils cytométriques d’éjaculits et d’évaluer leur intérét
clinique dans le bilan des infécondités et surtout des
azoospermies non obstructives (NOA) avant TESE et ICSL

Matériel et Méthodes :

La cytométrie en flux du sperme avec marquage de I’ADN
a I’iodure de propidium a été faite avec un “FacSort” chez
des sujets oligo-térato-asthénozoospermiques (OTA) ou
azoospermiques (NOA) ainsi que chez des donneurs nor-
maux pour contrdle. En plus de I’analyse de routine du
sperme, une recherche minutieuse de spermatozoides apres
centrifugation (ESP) a été pratiquée si nécessaire. L'ICSI a
été fait selon les cas avec ou sans TESE. Les cellules sémi-
nales ont été stockées aprés centrifugation a -80°C en
milieu TNE jusqu’a I’examen. Le triage cytométrique a é1é
analysé sur graphique bi-dimensionnel avec le logicicl
WinMDI v2.8 (http://facs.script.educ/). La ploidie de la
chromatine et son degré de condensation ont permis d’i-
dentifier et de quantifier les différents types de cellules
trouvées dans 1’éjaculit. Ce profil cytométrique a été com-
paré aux variables du sperme, a ’ESP et a I’histologie tes-
ticulaire (TESE).




Résultats :

Divers types de cellules ont été relevés en proportions
variables : 1- Diploides (D) incluant des spermatogonies,
des cellules de Sertoli ou du tractus génital et des leucocy-
tes ; 2- Tétraploides (T) représentant des spermatocytes en
méiose ; 3- Haploides non-condensées (Hnc), des sperma-
tides allongées ; 4- Haploides condensées (Hc), des sper-
matozoides matures. Dans 6 éjaculdts normaux, presque
toutes les cellules triées (98 %) ont été relevées dans la
région Hc. Chez 84 sujets inféconds, le pourcentage de cel-
lules Hc exprimé par la médiane (et les quartiles 75% -
25%) était nettement inférieur : 85% (100 -60) avec des
pourcentages accrus de cellules Hne 9% (18.5-2.5), D
2.5% (8 -1) et T 0.2% (2 -0) en corrélation avec les varia-
bles du sperme. Chez 38 azoospermiques, une coordination
excellente a été trouvée entre la découverte de spermato-
zoides a I’ESP et le profil cytométrique. Le pic He était
absent ou trés bas dans les cas négatifs a I'ESP. Une coor-
dination semblable a été trouvée avec I’histologie testicu-
laire dans 14 cas.

Conclusion :

La cytométrie en flux de I’éjaculit avec marquage de la
chromatine permet, avant la biopsie testiculaire, une
bonne évaluation des troubles de la spermatogénése.
Dans les azoospermies non obstructives graves, négati-
ves a ’ESP, elle peut aider le clinicien dans le choix du
geste thérapeutique adéquat.
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Hormone anti-miillérienne séminale : un
possible marqueur de la spermatogenése dans
les azoospermies non-obstructives

E. THIBAULT, S. MIRALLIE, M. JEAN,
O. BOUCHOT, P. BARRIERE

Hdpital Mere et Enfant, 7 quai Moncousu 44093 Nan-
tes Cedex 01 France

Introduction :

Il reste trés difficile de fixer Ic pronostic d’unc biopsic tes-
ticulaire pour des patients présentant une azoospermie non-
obstructive. Suivie d’une ICS], elle représente la seule thé-

rapeutique homologue envisageable dans ce cadre. Les
marqueurs cliniques (volume testiculaire) et sériques
actuels (FSH, Inhibine B) ne semblent pas discriminants
(Tournaye 1997, Kim 1997, Seo 2001). L'Hormone Anti-
Miillérienne est spécifiquement produite par les cellules de
Sertoli et sa présence dans le liquide séminal semblerait
étre corrélée a une spermatogenése persistante (Fusijawa,
Hum. Reprod 2002). Cette propriété pourrait étre appli-
quée a I’évaluation de la probabilité de retrouver des sper-
matozoides dans les biopsies testiculaires de patients azoo-
spermes non-obstructifs, ceci pour fixer au mieux les indi-
cations de la biopsie (Fénichel, Hum. Reprod. 1999).

Matériel et Méthodes :

Nous avons quantifié I’AMH séminale de 14 donneurs fer-
tiles (Groupe I), 24 azoospermes non-obstructifs ayant
bénéficié d’une biopsie testiculaire (Groupe Ila : biopsie
positive/ Groupe IIb : biopsie négative) et 6 azoospermes
obstructifs (Groupe IlI). Le dosage fait appel a une métho-
de de type ELISA (Beckman Coulter, Marseille, France).

Résultats :

Les résultats globaux sont présentés tableau 1. Le tableau 2
montre la distribution de I'’AMH séminale en fonction des
groupes. Les valeurs obtenues dans le groupe II ont été
comparées au résultat de la biopsie testiculaire : sur 15
patients présentant une valeur d’AMH supérieure au seuil
de sensibilité (0.7 pmol/L), 10 ont eu une biopsie positive
(Groupe IIb) alors que sur les 9 patients dont I’AMH est
indétectable, 7 ont eu une biopsie négative (Group IIb).
Dans le groupe IlI, tous les patients présentent une AMH
indétectable, confirmant la probable origine testiculaire de
I’hormone.

Tableau 1 : AMH séminale : résultats globaux (moyennes +
écart-types).

Groupe 1 Groupes ITa +IIb  Groupe T
n 14 24 6
AMH (pmol/L) 122.2 £ 154.5 5.2 £ 16.1 0
Range (0-578) (0-79.5)

Conclusion :

Nous avons mesuré la FSH sérique pour chacun des
patients azoospermes non-obstructifs du groupe II. La
moyenne obtenue pour le groupe Ila (biopsies positives)
est de 15.6 = 10.9 UI/L c’est a dire supérieure a celle
obtenue pour le groupe IIb (biopsies négatives) soit 13.5
£ 8.0 UI/L. Dans cette étude nous retrouvons 42 % de
biopsies positives quand 1a FSH est supérienre 2
12UI/L. Nous confirmons 1’absence de corrélation entre
FSH et AMH (r = -0.154),

La valeur prédictive positive de PAMH séminale per-
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mettant d’évaluer les chances de retrouver des sperma-
tozoides lors d’une biopsie testiculaire est de 66.7 % et
la valeur prédictive négative de 77.8 %. La sensibilité et
la spécificité de la technique utilisée sont respective-
ment de 83.3 % et 58.3 %.

L’AMH, en association avec d’autres parameétres tels
que le volume testiculaire, la FSH, I’Inhibine B et les
microdélétions du chromosome Y pourrait permettre
d’affiner la valeur pronostique du bilan d’infertilité
dans les azoospermies non-obstructives afin d’éviter
une biopsie inutile ou de poser I’indication d’une secon-
de biopsie.

1000
H
100 4 : .
]
]
10 4 .
]
3 ‘ .
L] ! .
1 ' e
I Ila Groupe IIb IIT

Tableau 2 : distribution des valeurs d’AMH séminale en fonc-
tion des groupes.
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Fertility after testis cancer treatment: results
of a large multicentre study

E. HUYGHE, T. MATSUDA, M. DAUDIN,
J-M. BACHAUD , C. CHEVREAU, P. PLANTE,
R. MIEUSSET, L. BUJAN, P. THONNEAU

Human Fertility Research Group, Hépital La Grave,
Toulouse, France [THONNEAU.P@CHU-TOULOUSE.FR |

Introduction :

Testicular cancer is the most common malignancy in
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young men. Patients with testicular cancer have an excel-
lent survival rate, and fertility is one of the main concerns
of survivors. We investigated fertility status after testis
cancer treatment by conducting a large study in patients
diagnosed with testicular cancer.

Materials and Methods :

We enrolled 506 consecutive patients with testicular cancer
(1979 to 1999) at health facilities of the French Midi-Pyre-
nees region. Testis tumours were classified according to
the Royal Marsden Hospital Classification. We assessed
fertility status by means of a mailed standardized question-
naire on reproductive events occurring before and after
cancer treatment (participation rate of 95%).

Results :

Before testis cancer, 242/446 (54.3%) patients had tried to
get their partners pregnant, and 218 (90.1%) had succee-
ded. After testis cancer treatment, 170/413 (41.2%) men
tried to get their partner pregnant, and 105/170 (61.8%)
succeeded.

By comparing testis cancer treatments we observed that
radiotherapy, a combination of chemotherapy + radiothera-
py in cases of relapse or advanced histological stage, and
surgery resection of residual retroperitoneal tumour mass
had much more deleterious effects on fecundability than
did chemotherapy treatment alone. Cumulative conception
rates (log rank test) for patients treated by radiotherapy
were significantly lower than those for patients treated by
chemotherapy.

Conclusion :

The major finding of our study was the low fertility
rate observed in couples in which the male partner was
treated for testis cancer, and his may be largely attribu-
ted to treatment-induced damage to the gonads, espe-
cially following radiotherapy.
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Increasing incidence of testicular cancer world-
wide : a review

E. HUYGHE, T. MATSUDA, P.F. THONNEAU

Human Fertility Research Group, Urology and
Andrology Unit, La Grave Hospital, Toulouse,
France. thonneau.p@chu-toulouse.fr




Introduction :

Testicular cancer (TC) is the most common malignancy in
men aged 20 to 34 years. Numcrous publications have
reported an increase in the incidence of testis cancer over
the past forty years, with substantial differences between
countries.

Materials and Methods :

To evaluate worldwide variations in testicular cancer inci-
dence and compare trends in different regions in the world,
we reviewed 441 papers yielded by a MEDLINE search
using the keywords “testis / testicular”, “cancer / tumor”
and “incidence”, and published between 1980 and 2002.
From these, we selected only articles devoted to testis can-
cer incidence and among them only the most recent papers
from each country or region. Nevertheless, articles using
the same data base but giving new and additional informa-
tion (for example differences between ethnic groups or
controversial explanations for trends) were also rctained.
Finally, we selected 30 articles and analyzed their metho-
dological approach and main results.

Results :

World-wide, we observed a clear trend towards an increase
in TC incidence in the past 30 years in a large majority of
industrialized countries, in North America, Europe and
also Oceania. Nevertheless, surprising differences in inci-
dence rates were seen between neighbouring countries
(Finland 2.5/100,000 versus Denmark 9.2/100,000), and
also between regions of the same country (from 2.8 to
7.9/100,000, according to various regional French regis-
ters). In addition, substantial diffcrences in TC incidence
and trends have been observed between ethnic groups. The
increase in TC incidence is significantly associated with a
birth cohort effect in the USA and also in European coun-
tries. So far, except for cryptorchidism, no evident TC risk
factor has been clearly demonstrated although the “envi-
ronmental hypothesis with a key role of endocrine disrup-
tors” has been put forward by several authors.

Conclusion :

Such a recent increase in TC rate in most industrialized
countries should lead urologists and andrologists to
give more attention to testicular cancer symptoms in
adolescents and young adults. In a public health per-
spective, further research using cases collected through
national and regional population-based registers and
case-control studies must be strongly encouraged if we
wish to be able to assess future trends in TC incidence
rates and also to identify risk factors.
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Localisation des protéines phosphorylées sur
les résidus tyrosine dans le spermatozoide
humain au cours de la capacitation et aprés

attachement a la zone peliucide
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A. CAMPANAT D.R. FRANKENS, F. URNER!
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Suisse, 2Depan‘ment of Obstetrics and Gynecology,
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06520, USA, and 3Department of Obstetrics and
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Stellenbosch and Tygerberg Hospital, Tygerberg,
South Africa

Introduction :

La capacitation du spermatozoide représente une étape
nécessaire a la fécondation. Un des éléments clés de la
capacitation est la phosphorylation des résidus tyrosines de
certaines protéines présentes dans le spermatozoide. L ob-
jectif de cette étude était de localiser les protéines
phosphorylées dans les différents compartiments du sper-
matozoide pendant la capacitation et aprés attachement 4 1a
zone pellucide. La phosphorylation de ces protéines a éga-
lement ét€ mise en relation avec le pouvoir fécondant des
spermatozoide, déterminé lors d’un traitement par Fécon-
dation In Vitro (FIV).

Matériel et Méthodes :

Quarante et un couples candidats a la FIV ont ét€ inclus
dans cette ¢tude. Pour chaque couple, le sperme utilisé
pour la FIV a également été utilisé pour la localisation des
phosphotyrosines. Des expériences d’attachement de sper-
matozoides 4 la zone pellucide humaine ont été réalisées
avec des échantillons fournis par quatre donneurs diffé-
rents. Les zones pellucides provenaient d’ovocytes
humains en prophase I conservés dans une solution hyper-
saline. Lces résidus tyrosines phosphorylés (phosphotyrosi-
nes) ont été mis en évidence par immunofluorescence indi-
recte.

Résultats :

Les phosphotyrosines ont été détectées surtout dans la
piece principale, alors que relativement peu de spermato-
zoides présentaient un marquage au niveau du segment
€quatorial, de I’acrosome entier et du cou. Le pourcentage
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de spermatozoides avec une piéce principale positive aug-
mentait significativement avec la capacitation, mais quand
il restait inférieur & 7% le taux dc fécondation était dimi-
nué. Apres attachement a la zone pellucide, la proportion
de spermatozoides présentant des phosphotyrosines simul-
tanément dans la piece principale et dans le cou était signi-
ficativement plus élevée.

Conclusion :

L’augmentation des phosphotyrosines an niveau de la
piéce principale est probablement liée a Phyperactiva-
tion de la mobilité tandis que la signification de la
phosphorylation de protéines sur des résidus tyrosines
dans le cou reste a définir.
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Les cellules testiculaires d’hommes infertiles
expriment HLA-G; cette expression corréle
avec le score histologique et le taux
d’inhibine B

B. ZORNT, A. IHANZ, A. KOPITARZ, J. ?INKOVEC

1Centre d’andrologie, Clinique gynécologique
universitaire, Ljubljana, Slovénie
2|nstitut de microbiologie et d’immunologie, Faculté
de médecine, Ljubljana, Slovénie

Introduction :

Classiquement, il est admis que dans le testicule les
réponses antigéniques contre les spermatozoides en rela-
tion avec I'immunité cellulaire sont bloquées : en effet, les
spermatozoides manqueraient d’antigénes du systeme
d’histocompatbilité (HLA), antigeénes nécessaires aux
réponses des lymphocytes CD4 et CD8. Pour certains
auteurs, cependant, les spermatozoides ne seraient pas
dépouvus de tels antigénes. Le but de cette étude a été
d’analyser en cytométrie de flux le tissu testiculaire
d’hommes infertiles, auparavant mis en contact avec des
anticorps anti HLA-G.

Matériel et Méthodes :

Seize hommes (ige moyen : 33 + 5 ans) azoospermiques
ont bénéficié d’une biopsie testiculaire dans le cadre du
programme d’ICSI. L’analyse histologique consistait en

hypoplasie germinale (n=11), arrét de la maturation (n=3),
et syndrome de Sertoli-cell only (n=3). Le matériel biop-
sique a été rincé avec le milieu de culture RPMI et mécani-
quement dispersé a I’aide de Medimachine (Becton Dic-
kinson, Mountain View, CA). Les anticorps monoclonaux
de souris anti HLA-G MEM-G1 ont été obtenus gracieuse-
ment aupres de Philippe Le Bouteiller (INSERM U395,
France). L’analyse en cytométrie de flux a été réalisé en
utilisant le FACSort (Becton Dickinson, Mountain View,
CA) qui distribuait les cellules en fonction de ’intensité de
leur fluorescence. L'expression de 'HLA-G a été corrélée
au volume testiculaire, au taux plasmatique d’inhibinec B et
au score histologique.

Résultats :

L’expression d’HLA-G corrélait négativement avec le
volume testiculaire et le taux d’inhibine B. Aprés détermi-
nation de ’expression de HLA-G par les cellules testicu-
laires, nous avons réparti les patients en trois groupes en
fonction du score histologique de Johnsen (J): ceux avec
hypoplasie germinale (J=8, 9), avec arrét de la maturation
(J=5, 6), et ceux avec syndrome de Sertoli cell-only (J=1,
2).

Score de Johnsen (n) Expression de HLA-G

J=1,2 (n=3) 4313
J=5,6 (n=3) 228,7
J=8,9 (n=10) 87,0

Dans les trois groupes histologiques, nous avons démontré
des différences significatives dans I’cxpression de HLA-G
par les suspensions de cellules testiculaires analysées en
cytométrie de flux. L’intensite la plus forte a été observée
dans les specimen issus de syndrome de Sertoli cell-only
tandis que la basse était exprimée par les cellules de tubu-
les a spermatogénese complete.

Conclusion :

Dans cette étude, I’expression de HLA-G par les cellu-
les testiculaires semble étre un important parametre,
associé aux caratéristiques cliniques, histologiques et
hormonales des hommes infertiles.

L’implication primaire ou secondaire du systeme HLA-
G dans les cellules testiculaires sera discutée en fonc-
tion de la pathologie testiculaire suspectée.
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Hypogonadismes hypogonadotrophiques :
démarche thérapeutique nouvelle
al’orée de I'lICSI
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1Centre d’andrologie, Clinique gynécologique univer-
sitaire, Ljubljana, Slovénie.
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Introduction :

Les hypogonadismes hypogonadotrophiques (HH), de cau-
ses variées, sont une cause curable d’infertilité. Le traite-
ment classique a base de gonadotrophines et d’accouple-
ment est cependant long, d’au moins 18 mois et aléatoire.
Nous avons eu 1’idée d’y associer I’ICSI.

Méthodes et résultats :

Nous présentons 3 cas d’HH qui apres traitement hormonal
ont bénéficié de I'ICSI (Tableau 1).

Discussion / Conclusion :

Classiquement, le traitement des hypogonadismes
hypogonadotrophiques en vue de grossesse comporte
Padministration d’hCG pendant 3 & 6 mois puis 1’asso-
ciation hCG-HMG. Dans 65% des cas, a 18 mois de
traitement le volume testiculaire double et le spermo-
gramme comporte 1,5x106 spermatozoides/ml. Un bon
volume testiculaire, la survenue de ’HH aprés la
puberté chez un homme plus 4gé, sans autre facteur de
stérilité (en particulier chez la partenaire) et ’absence
de panhypopituitarisme sont les facteurs de bonne
réponse au traitement hormonal (Liu et al., Hum.
Reprod. 2002). Nous y ajouterons un taux plasmatique
de base de I’inhibine B élevé,

En ICSI, I'utilisation de spermatozoides éjaculés frais
ou congelés-décongelés dés le 12¢éme mois de traitement
hormonal permet I’obtention de grossesses. Les sper-
matozoides en nombre et de mobilité limités ont cepen-
dant un haut pouvoir fécondant. Les embryons sont de
bonne qualité, s’implantent facilement sans fausse-cou-
che et les enfants sont normaux.

Si besoin est (femme mauvaise répondeuse), on répéte-
ra les tentatives d’ICSI.

Patient A Patient B Patient C
Age 26 ans 35 ans 47 ans
Avant thérapie
Concentration  des 0 0 0
spermatozoides
Volume testiculaire Smi/8ml 4ml/4ml Sml/5mi
Valeurs sériques de FSH 0.23/0.09/0.6 0.07/ND*/ND 0.07/<0.01/60.3
au/Ly / LH {u/Ly / (le patient est alors sous
testostérone (nmol/L) traitement substitutif de

testostérone)

Aprés 3 mois de traitement hormonal
Concentration des 0 OAT 11+ 0
spermatozoides
Etat dec la spermatogénése Hypoplasie germinale Hypoplasie germinale
(biopsie testiculaire)
Volume testiculaire ND 7mi/7ml 6ml/8 ml
Aprés 6 mois de traitement hormonal
Concentration des OATIII OAT Il 0
spermatozoides
ICSI Utilisation de spermatozoides  Utilisation de spermatozoides  Utilisation de spermatozoides

éjaculés congelés (14 mois de
traitement). Grossesse a la

frais €jaculés. Grossesse & la
4¢me tentative (23 mois de
4¢me tentative.Naissance a traiterent). Naissance & traitement). Naissance &
terme. terme. ferme.
*ND : non déterminé. **OAT III : oligoasthénozoospermie avec < 5.10° spermatozoides/ml, < 5 % de spermatozoides
mobiles et < 5 % de formes normales.

frais éjaculés. Grossesse a la
1¢ére tentative (11 mois de
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Evaluation de la capacitation in vitro du sper-
matozoide humain par le contenu en phospho-
tyrosines d’une protéine de 107KDA
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Laboratoire de Biologie du Développement et de la
Reproduction, Faculté de Médecine, place Henri
Dunant, 63000 Clermont-Fd,et CECOS, CHU, 63058
Clermont-Fd, France

Introduction :

La capacitation du spermatozoide humain, étape préalable
indispensable a I’expression de son pouvoir fécondant,
peut &tre induite in vitro en provoquant une fuite du cho-
lestérol de la membrane plasmique vers le milieu extracel-
lulaire, ce qui conduit a la phosphorylation des résidus
tyrosines de certaines protéines (Osheroff et al., 1999)*.
L’ objectif de ce travail est d’évaluer la capacitation induite
par des accepteurs de cholestérol (bovine serum albumin :
BSA ; 2-hydroxy-propyl-B-cyclodextrine: 3-CD), d’une
part en utilisant la méthode classique (appréciation de la
réaction acrosomique (RA) induite), et d’autre part en
appréciant le niveau de phosphorylation des résidus tyrosi-
nes de protéines cellulaires.

Matériel et Méthodes :

[’étude est réalisée sur 10 spermes normaux (d’apres les
criteres de ’OMS). Apres migration sur gradient disconti-
nu de densité (47,5% - 95% de Percoll), seuls les sperma-
tozoides de la fraction 95% sont rctenus. Cing millions de
spermatozoides sont incubés pendant 3 heures (5% CO» ;

37°C) dans le milieu BWW seul, ou supplémenté en BSA &
3 mg/ml (+BSA) ou en -CD a 0,5 mM (+8-CDy 5), |
mM (+[3-CD1) ou 2 mM (+B-CD2), dans un volume final
de 200pul. Au terme de I’incubation, chaque échantillon est
réparti en 2 aliquotes. Sur 1’une, la RA est induite par I'io-
nophore calcique A23187 (10uM : 45 min) et un témoin
sans ionophore est incubé dans les mémes conditions. Les
spermatozoides ayant effectué leur RA sont visualisés par
immunofluorescence (marquage a ’agglutinine de Pisum
sativum couplée au fluoresceine isothiocyanate). Les résul-
tats sont exprimés en % de la totalité des cellules vivantes
(test de gonflement hypo-osmotique). Sur I’autre aliquote,
aprés Western blot des protéines et immunodétection de
celles contenant des phosphotyrosines a I’aide de 1’anti-
corps primairc Py69 (IgG de souris anti-phosphotyrosines;
Interchim), une analyse semi-quantitative cst réalisée par
densitométrie. Les résultats sont exprimés par rapport a un
standard interne.

Résultats :

Par comparaison au BWW, la supplémentation du milieu
avec les accepteurs de cholestérol provoque une hausse
significative de la capacité des spermatozoides a faire une
RA induite (+BSA: +61%; +B-CD0’5: +61%). Apres capa-
citation des spermatozoides, 2 bandes protéiques (PM
apparents: 75 et 107 kDa) sont majoritairement phosphory-
lées. La phosphorylation est prédominante et facilement
quantifiable pour la protéine de 107 kDa, qui est donc
seule prise en compte. Comparée au BWW, I’incubation en
présence des accepteurs de cholestérol se traduit par une
augmentation significative du contenu en phosphotyrosines
de cette protéine (+BSA: +88%:; +B-CDy 5: +84%). En
outre, dans nos conditions expérimentales, 1’effet stimula-
teur de la B-CD (aussi bien sur la capacité des cellules a
faire une RA induite que sur le niveau de phosphorylation
des résidus tyrosines de la protéine de 107 kDa) augmente
avec la concentration utilisée.

Conclusion :

Nos résultats montrent que le contenu en phosphotyro-
sines d’une protéine de 107kDa peut étre utilisé comme
marqueur moléculaire de la capacitation des spermato-
zoides humains.

* Osheroff er al. (1999) Molecular Human Reproduction 5:
1017-1026.
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Aneuploidies spermatiques aprés traitement
par radiothérapie et/ou chimiothérapie pour
cancer testiculaire ou lymphome
Etude de 13 patients
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Introduction :

Les traitements anticancéreux ont fait de considérables
progrés ces dernicres années permettant ainsi d’améliorer
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le pronostic de nombreuses affections cancéreuses. Les
effets secondaires de ces traitements sur la fonction de
reproduction masculine sont de deux types : ils entrainent
une inhibition de la spermatogenese et sont susceptibles
d’altérer le contenu génétique des cellules germinales.
Parmi ces altérations génétiques, les anomalies chromoso-
miques pourraient, si elles persistent apres reprise de la
spermatogenese, etre responsables de fausse-couches spon-
tanées ou de malformations congénitales.

Les effets & court terme (moins de 3 mois) sur le contenu
chromosomique des spermatozoides sont maintenant assez
bien évalués dans la littérature. Les cassures de I’ADN et
les anomalies de ségrégation des chromosomes au cours de
la méiose sont responsables d’anomalies structurales et
numériques. En revanche, a plus long terme, les consé-
quences ne sont pour l'instant pas clairement établies : le
nombre de patients inclus dans chaque étude est faible (6
au maximum), et les conclusions des analyses directes du
contenu chromosomique des gametes sont contradictoires.

Matériel et Méthodes :

Au CHU de Grenoble, nous avons comparé les taux d’a-
neuploidies spermatiques de sujets ayant été traités par
radiothérapie et/ou chimiothérapie entre 1995 et 2000 pour
cancer du testicule ou pour lymphome avec ceux d’une
population témoin de spermes de sujets fertiles sains.

Résultats :

L'analyse par FISH de la ségrégation des chromosomes
X,Y et 18 de 13 patients a montré pour 4 d’entre eux une
augmentation significative des taux d’aneuploidies (dis-
omies XY et diploidies essentiellement). Ces anomalies ne
semblent pas €tre corrélées au délai post-thérapeutique, a
la numération spermatique ou 2 la tératozoospermie.

Au total, les données de la littérature et les résultats préli-
minaires de notre étude montrent que les augmentations
des taux d’aneuploidies spermatiques a distance des traite-
ments anticancéreux sont peu fréquentes et que ces taux
sont variables d’un patient & I’autre sans que 1’on retrouve
de corrélation avec des parametres clinico-biologigues.

Conclusion :

Ces résultats sont encore partiels, mais nous pouvons
proposer 2 attitudes pratiques dans le cadre de I’aide
médicale a la procréation. D’une part, il parait raison-
nable chez ces patients d’attendre au minimum 2 ans
avant d’envisager une AMP avec sperme frais. D’autre
part, lorsque se pose la question de 1’utilisation de
sperme frais ou congelé, une analyse du contenu
chromosomique des gameétes par FISH pourrait étre
proposée afin de prendre la meilleure décision pour
chaque patient dans son projet parental.
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