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RESUMI~ 

Objectifs : Le but de notre 6tude est tout d'abord d'etablir 
des valeurs de ref6rence pour les concent ra t ions 
d' inhibine Bet  d'AMH dans le plasma seminal chez des 
sujets presentant des param~tres spermatiques normaux 
et alt6rds. Une analyse prel iminaire sera 6galement 
effectuee afin d'evaluer I'int6r~t de ces dosages comme 
facteur predicti f  de biopsie testiculaire positive en cas 
d'azoospermie non obstructive. 

Patients et Mdthodes  : Nous avons dose I ' inhibine Bet  
I 'hormone ant i -mLi i ler ienne (AMH) chez 47 pat ients 
pr6sentant des param6tres spermatiques normaux, 28 
patients avec une ol igozoospermie et 68 patients avec 
une azoospermie. Les dosages ont 6t6 r6alis6s selon une 
technique immunoenzymatique de type sandwich. 

Rdsultats :Dans les trois groupes, les valeurs d' inhibine 
Bet  d'AMH sont tres dispersdes, mais significativement 
plus elevees dans les normospermies (inhibine B : 714,36 
+ 522,66 ngll, AMH : 97,08 + 135,15 pmolll) que dans les 
ol igospermies ( inhibine B : 417,5 + 386,9 ng/I, AMH : 
62,02 + 93,33 pmol/I) et les azoospermies (59,61 _+ 2,65 
ng/I et 13,12 + 31,94 pmol/I respectivement) (p<0,001). II 
existe une correlation signif icative (p-0,0054) entre la 
concentration d ' inhib ine B dans le plasma s6minal et la 
numeration des spermatozo'ides. 

Des spermatozoides ont 6td retrouv6s chez 11 patients 
sur  les 21 (52,3%) ayant bdn6fici6 d'une biopsie 
testiculaire. La valeur pr6dictive de I'inhibine B seminale 
sur  le resul tat  de la b iopsie test icula i re dans les 

azoospermies non obstructives a 6t6 repr6sent6e & I'aide 
d'une courbe ROC ( receiver  operat ing character is t ics) .  
L'aire sous la courbe pour cette population est de 0,63. 
La valeur seuil la plus discriminante sur la posit ivi t6 de 
la biopsie est de 30 ng/I (sensibil i te 66,6%, sp6cif ici t6 
66,6%). 

Conclus ion : Notre 6tude confirme la correlation entre 
les concentrations d' inhibine Bet  d'AMH dans le plasma 
s6minal et la spermatogen~se. L'int6r6t de ces deux 
marqueurs comme facteur  pr(~dictif de la b iops ie 
testiculaire dans les cas d'azoospermie non obstruct ive 
reste cependant limite. En effet, cette etude montre que 
ni I'AMH ni I ' inhibine B, seule ou associ6e a la FSH, ne 
permettent de pr6dire le succ~s de la biopsie testiculaire. 

Mots  c l~s : inhibine B, AMH, marqueurs seminaux, 
azoospermie non obstructive, biopsie testiculaire 
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I. INTRODUCTION 

La possibilite d'utiliser des spermatozoTdes testiculaires 
pr~leves chirurgicalement en vue d'une injection 
intracytoplasmique de spermatozo'fde (ICSI) a 
considerablement modifie la pdse en charge des patients 
presentant une azoospermie. Cependant, des 
spermatozo'fdes testiculaires ne sont retrouves que 
chez environ 50 % des patients presentant une 
azoospermie ayant beneficie d'une biopsie testiculaire. 
De plus, dans le cadre d'une TESE (Testicular Sperm 
Extraction) - ICSI synchrone, les deux membres du 
couple sont exposes a des traitements Iourds (avec 
anesthesie generale, le plus souvent) et onereux : pour 
rhomme, une intervention chirurgicale, ~ la recherche 
de spermatozo'fdes testiculaires ; pour la femme, une 
stimulation hormonale avec recueil d'ovocytes. 

Dans ce contexte, une biopsie testiculaire (BT) negative, 
sans recueil de spermatozo'fdes testiculaires, a 
d'importantes consequences emotionnelles et 
financieres. Ainsi, s'est developpe le besoin de disposer 
de marqueurs - cliniques, seriques et/ou seminaux - 
permettant d'evaluer I'etat de la spermatogenese et 
d'estimer au mieux les chances de trouver des 
spermatozoi'des testiculaires utilisables en ICSI, sur un 
mode synchrone (BT et ICSI en meme temps) ou differe 
(avec congelation des spermatozo'(des testiculaires). 
Plusieurs ~tudes ont montre que les principaux 
marqueurs actuels cliniques (volume testiculaire) et 
seriques (FSH) n'etaient pas suffisamment 
discriminants [10, 26, 27]. 

Aucun des parametres suivants - presence d'au moins 
un spermatozofde Iors de I'analyse de sperme 
preliminaire, volume testiculaire, taux serique de FSH 
et presence de spermatozo'l'des ,~ ranalyse histologique 
issue de la biopsie testiculaire - ne repr~sente un facteur 
predictif satisfaisant, excepte ranalyse histologique 
testiculaire [26]. 

Selon Ezeh et al. [10], I'~ge du patient, I'index de masse 
corporelle, le taux de LH et de FSH, et le volume 
testiculaire ne peuvent pas etre utilises comme facteurs 
predictifs de la biopsie testiculaire. En effet, la 
concentration plasmatique de FSH peut varier pour 
differentes raisons, independamment de la 
spermatogenese [18]. Par ailleurs, un grand nombre 
de patients presentant un arret de maturation des cellules 
germinales Iors de la biopsie testiculaire ont un taux 
de FSH normal. Le volume testiculaire varie en fonction 
de la race [25] ; de plus la mesure du volume evalue & 
I'aide d'un orchidometre manque de precision, celle-ci 
peut etre faussee par repididyme ou le scrotum [22]. En 
revanche, Ezeh et al. [10] montrent I'interet d'utiliser la 
combinaison de deux criteres histologiques : presence 

de spermatides dans le tissu testiculaire et score de 
Johnsen, base sur le nombre de spermatozo(des 
observes dans la lumiere des tubes seminiferes 
(sensibilite 93%). 

D'autres etudes corroborent ces resultats [7, 20, 24]. 
Amer et al. [2] montre que la detection de spermatides 
rondes dans le sperme par coloration au May-Grunwald- 
Giemsa est predictive du succes de ia biopsie 
testiculaire. L'etude de Tsujimura et al. [27] porte 
egalement sur des parametres non invasifs. Elle confirme 
que le volume testiculaire n'est pas un marqueur 
discriminant, et etablit une equation combinant les taux 
plasmatiques de FSH, de testosterone et d'inhibine B, 
pour calculer la probabilite de retrouver des sperma- 
tozo'fdes a la biopsie testiculaire. 

La plupart de ces etudes montrent en fait, que les seuls 
parametres ayant un reel pouvoir predictif de retrouver 
des spermatozo'~'des testiculaires sont de nature 
histologique. II paraft donc interessant de trouver des 
parametres predictifs non invasifs. Dans ce but, nous 
avons teste I'interet de nouveaux marqueurs seminaux 
tels rinhibine Be t  rhormone anti-mQIlerienne (AMH) 
dans cette indication. 

L'inhibine Best un produit de I'epithelium seminifere, 
non stero'fde, inhibant de fagon specifique la FSH. II 
s'agit d'une glycoproteine heterodimerique de 32 KD, 
d'origine gonadique exclusive, constituee de deux sous- 
unites liees par une liaison covalente de type pont 
disulfure [19] : une sous-unite ot commune (18 KD) et 
une sous-unite [[5 specifique (14 KD) existant sous deux 
formes, A et B (13A et I3B) (Tableau 1 ). Seules les formes 
dimeriques d'inhibine A ((z,13A) et B (o~,lSB) sont 
biologiquement actives [15]. Seule rinhibine Bes t  
retrouvee chez les sujets masculins, rinhibine A etant 
indosable dans le plasma sanguin et seminal. 

La cellule de Sertoli est consideree comme la principale 
source d'inhibine B chez I'homme adulte, mais une 
etude recente souligne la possibilite d'une production 
par les cellules germinales [17]. L'inhibine Best secretee 
par la cellule de Sertoli au pele basal (dans la circulation 
sanguine) et au pele apical (dans la lumiere des tubes 
seminiferes) [11]. Chez rhomme adulte, la production 
d'inhibine Best soumise ~l une double regulation par la 
FSH et la spermatogenese [19] : la FSH stimule la 
production gonadique d'inhibine Bet rinhibine B inhibe 
la secretion de FSH par un mecanisme de retro-contrele 
negatif. Le taux d'inhibine B serique, correle au volume 
testiculaire eta la numeration des spermatozo'ides, a 
et6 propose comme marqueur de la spermatogenese 
[3, 16, 19, 30]. 

Quelques etudes ont evalue rinteret du dosage serique 
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de rinhibine B comme facteur pronostique d'une biopsie 
testiculaire en cas d'azoospermie non-obstructive : la 
concentration d'inhibine B est plus elevee en cas de 
biopsie positive, alors que le volume testiculaire et le taux 
de FSH seuls ne sont pas discriminants [4]. Dans cette 
meme indication, rassociation des deux facteurs, inhibine 
B serique et FSH, est plus informative que chacun de 
ces facteurs uti l ises seuls [5]. Cependant,  les taux 
plasmatiques d'inhibine B sont tres variables et la valeur 
d'inhibine B serique definie comme seuil predictif de la 
biopsie testiculaire varie considerablement selon les 
etudes : de 13,7 a 95pg/ml [4, 6, 29, 5]. 

L'inhibine B peut egalement etre detectee dans le plasma 
seminal, et ce a des taux superieurs a ceux du serum 
[9]. Les taux seminaux d' inhibine B de patients 
normospermiques fertiles sont superieurs a ceux de 
patients azoospermiques [9]. Cependant, les effectifs 
etudies sont faibles : 10 pat ients presentant une 
normospermie, 50 avec une azoospermie et 10 patients 
dont le sperme a ete etudie dans le cadre d'un contrSle 
apres vasectomie. Cette unique etude publiee ne 
retrouve pas de di f ference signif icative entre les 
azoospermies obstructives ou secretoires. 

L 'AMH est une glycoproteine dimerique formee de deux 
monomeres de 72 KD, egalement secretee par la cellule 
de Sertoli (Tableau 1). Elle est responsable de la 
regression des canaux de Muller chez le foetus masculin. 
La production d'AMH dans le plasma seminal est elevee 
pendant la vie fcetale et reste importante jusqu'& la 

puberte, oe elle diminue, regulee par la testosterone et 
I 'apparit ion des premiers spermatozofdes.  Apres la 
puberte, rAMH est secretee de fa?on preferentielle par 
le pele apical de la cellule de Sertoli dans les tubes 
seminiferes, expliquant ainsi la plus forte concentration 
d 'AMH dans le plasma seminal par rapport au serum, 
chez I 'homme adulte [13, 23]. 

Comme pour rinhibine B, les taux d'AMH dans le plasma 
seminal de donneurs fertiles sont tres variables (3 
340 pmol/I) [12]. IIs sont diminues en cas d'azoospermie 
secretoire,  et I 'AMH est indetectable en cas 
d'azoospermie obstructive [12]. La concentration d'AMH 
dans le plasma seminal pourrait 6tre correlee & une 
spermatogenese persistante chez les patients presentant 
une azoospermie non-obstructive [12]. Ces observations 
suggerent  qu'il existe une correlat ion entre le taux 
d 'AMH dans le plasma seminal  et le statut de la 
spermatogenese. 

Le but de notre etude est, tout d'abord, compte tenu du 
tres faible nombre de publications consacrees a ces 
dosages (Tableau 2), d'etablir des valeurs de reference 
pour les concentrations d'inhibine B e t  d 'AMH dans le 
p lasma seminal  chez des sujets presentant  une 
normospermie  et chez des sujets presentant  des 
paramet res  spermat iques alteres. Une ana lyse  
preliminaire sera effectuee afin d'evaluer I'interet de 
ces dosages  seminaux comme facteur predict i f  de 
biopsie testiculaire positive en cas d'azoospermie non- 
obstructive. 

Tableau 1 : Caracteristiques des marqueurs ~tudi~s. 

Inhibine B AMH 

Structure Glycoproteine heterodimerique 
2 sous-unites de 18 KD et 14 KD 

Glycoproteine dimerique 
2 monomeres de 72 KD 

S~cretion Cellules de Sertoli et cellules germinales 
Rythme nycth~m~ral 

Cellules de Sertoli 
Pas de rythme nycthemeral 

Variation/~ge Indetectable dans sang de cordon 
Eleve chez nouveau-ne, puis diminue jusqu'a la 

puberte et augmente apres la puberte 

Eleve chez foetus jusqu'a la puberte 
Diminue apr~s la puberte 

Concentration 
Plasma seminal>serum 
Serum : 70-330 pg/ml 

Plasma seminal : 1592-10425pmol/I [9] 

Plasma seminal>serum 
Serum : 26-34 pmol/I 

Plasma seminal : 3-340 pmol/I 
[13] 

FSH Correlation negative Pas de correlation 

Fonction Marqueur de la spermatogen~se Marqueur de fa spermatogenese 
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Tableau 2 : Comparaison des etudes rdalisdes sur le plasma s~minaL 

Inhibine B 

El Garem [9] 

10 patients avec 

normospermie 

50 patients avec 

azoospermie 

10 contrSles post 

vasectomie 

Technique IE* 

kit Oxford 

Concentration : ng/l: 

Normospermie : 

1592-10425 

Azoospermie : 15- 

702 

Notre (~tude 

47 patients avec 

normospermie 

28 oligospermies 

67 azoospermies 

dont 

13 contrSles post 

vasectomie 

Technique IE 

kit Oxford 

Concentration : 

ng/I 

Normospermie : 

33-2673 

Oligospermie : 

24-1000 

Azoospermie : 

15-388 

F(~nichel [12] 

I8  donneurs 

normospermiques 

7 azoospermies 

obstructives 

23 azoospermies 

non-obstructives 

Technique IE 

kit AMH/MIS Elisa 

Immunotech 

Concentration : 

pmol/t 

Normospermie: 

3,5- 543 

Azoospermie: 

3,5-68,5 

AMH 

Fujisawa [13] 

39 patients avec 

oligospermie 

10 volontaires 

fertiles 

Technique IE 

kit S~rotec 

Oxford 

Concentration : 

pmol/I 

Normospermie: 

249 

Oligospermie : 

140 

Notre etude 

47 patients avec 

normospermie 

28 patients avec 

oligospermie 

67 azoospermies dont 

13 contr61es 

post vasectomie 

Technique IE 

kit AMH/MIS Elisa 

Immunotech 

Concentration : pmoi/I 

Normospermie : 

0,7-605,31 

Oligospermie : 

0,7-430 

Azoospermie: 

0,7-150 

* immuno-enzymatique 
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II. MATF:RIELS ET MF:THODES 

1. Patients 

Nous avons dose I'inhibine Bet I'AMH dans le plasma 
seminal pour trois groupes de patients ~ges de 20 & 48 
ans. Tous los patients ont beneficie d'un spermogramme 
dans le cadre d'un bilan d'infertilite du couple ou 
masculine, hormis les patients ayant subi une 
vasectomie. Le premier groupe est compose de 47 
patients presentant des param~tres spermatiques 
normaux, le deuxieme est constitue de 28 patients avec 
une oligozoospermie. Le troisieme groupe comporte 
67 patients avec une azoospermie (confirmee apres 
centrifugation, sur deux prelevements a trois mois 
d'intervalle) dont 49 cas d'azoospermie secretoire non 
obstructive. 

Pour tous los patients, un interrogatoire soigneux a ete 
effectue et une anamnese complete a ete obtenue. En 
cas d'alteration des param~tres spermatiques, un bilan 
clinique et biologique complet a ete effectue : examen 
clinique, echographie testiculaire (mesure du volume 
testiculaire classe selon deux categories : volume normal 
et inferieur a la normale) et prostatique, bilan hormonal 
(FSH, LH, testosterone, inhibine B), bilan genetique 
(caryotype, recherche des microdeletions du 
chromosome Y, analyse des mutations de CFTR darts 
le cadre de la mucoviscidose). 

A I'issue de ce bilan biologique et clinique, les 
azoospermies ont pu etre classees en azoospermie 
obstructive ou s~cretoire et differentes etiologies ont 
ete retrouvees : 11 patients ont eu un traitement 
sterilisant, 8 pr~sentent un syndrome de Klinefelter, 3 
sont porteurs d'une microdeletion du chromosome Y, 3 
sont atteints de mucoviscidose, 13 ont eu une 
vasectomie ; dans 29 cas (27 a composante secretoire, 
2 & composante obstructive), I'azoospermie est 
demeuree inexpliquee. Parmi los 49 patients presentant 
une azoospermie non obstructive, 21 ont b~neficie 
d'une biopsie testiculaire. 

2. Preparation du plasma s~minal et dosage 

Awes information et accord ecrit des patients, le sperme 
est recueilli par masturbation puis, immediatement apres 
liquefaction, centrifuge 5 minutes & 3000 tours/minute. 
Le surnageant est tres rapidement et soigneusement 
recupere et congele en cryotubes & -20~ 

Dans un premier temps, nous avons compare sur 13 
echantillons en parallele deux temperatures de 
conservation en cryotubes : & -196~ dans I'azote 
liquide, et ,~ -20~ au congelateur. Aucune difference 
significative dans les resultats des dosages d'inhibine 
B s~minale n'a ete observee (donnees non 
communiquees). Nous avons donc choisi de conserver 

les echantillons & une temperature -20~ au congelateur. 
Par ailleurs, une anti-protease a ete ajoutee (Complete 
Mini, Roche Diagnostics| dans le plasma seminal, 
immediatement apr~s decongelation, avant le dosage, 
afin d'homogeneiser I'echantillon et d'eviter une action 
enzymatique pouvant interferer avec le dosage de 
I'inhibine B. 

Le dosage de I'inhibine B a ete realise selon la technique 
de Groome utilisant une technique ELISA (Enzyme- 
linked Immuno Assay) sandwich (kit inhibine B Oxford 
Innovation| avec deux anticorps monoclonaux, I'un 
specifique de la sous-unite ~B de I'inhibine, rautre dirige 
contre la sous-unite o~ et couple ~ la phosphatase 
alcaline. II s'agit d'une technique delicate, Iongue et 
enti~rement manuelle. Los principaux pieges du dosage 
sont I'extraction (en presence de SDS ~ 100~ la 
saturation pour les fortes concentrations, une demi-vie 
courte et une reproductibilite mediocre dans les valeurs 
faibles. II n'existe aucun contrSle de qualite national ou 
international du dosage des inhibines : afin de valider 
ce dosage, 2 contrSles de qualite internes (un pour une 
valeur faible, 25, I'autre pour des valeurs plus fortes, 150) 
ont ainsi ete rajoutes systematiquement dans chaque 
serie (contrSles Biorad) et leurs valeurs interpretees 
solon los regles de Wetsgard. 

Le dosage d'AMH est ~galement realise solon une 
technique immunoenzymatique de type sandwich (kit 
ELISA/MIS, Immunotech| en deux etapes. Pour ce 
dosage, une gamme de dilution est realisee a partir 
d'un standard dont la concentration en AMH humaine 
est de 14000 pmol/I. Pour los echantillons contenant de 
tres faibles concentrations d'AMH, un protocole ultra 
sensible specifique est recommande, avec une gamme 
de dilution differente. 

3. Biopsie testiculaire et analyse histologique 

Le prelevement de parenchyme testiculaire est realise 
sous anesthesie generale en effectuant une incision 
sur toute la Iongueur de chaque testicule. Une petite 
piece operatoire issue de la biopsie est fixee dans une 
solution de Bouin pour I'analyse histologique : les 
resultats sont exprimes selon le score de Valette [28]. 
Nous proposons une classification simplifiee en : 
syndrome de Sertoli Cell Only (SCO), arr~t de 
maturation, hypo-spermatogenese ou spermatogenese 
normale. D'autres prel6vements de tissu testiculaire 
effectues en differentes zones sur les deux testicules 
sont envoyes au laboratoire de biologie de la 
reproduction pour la recherche de spermatozo'ides 
testiculaires, apres dilaceration soigneuse, et eventueUe 
congelation si des spermatozo'ides sont retrouves en 
nombre suffisant. 
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4. Application pratique : inter~t dans le suivi d'un 
traitement antiviral 

Plusieurs parametres - FSH serique, inhibine B serique 
et seminale, AMH seminale, viremie, numeration et 
mobilite des spermatozoTdes - ont ete evalues chez un 
patient presentant une oligo-astheno-teratozoospermie 
avec viremie positive pour I'hepatite C avant, pendant 
et apres traitement antiviral par bitherapie (interferon, 
ribavirine). 

5. Analyse statistique 

Le coefficient de correlation de Pearson a ete utilise 
pour ~valuer les correlations entre la concentration 
d'inhibine B dans le plasma seminal et le taux de FSH 
serique. La comparaison des moyennes des differents 
paramCtres biologiques des diff6rents groupes a ete 
realisee par un test F d'analyse de la variance. Le seuil 
de significativite choisi etait p<0,05. La valeur predictive 
de I'inhibine B seminale sur le resultat de la biopsie 
testiculaire a ete analysee & I'aide d'une courbe ROC 
(Receiver Operating Characteristics) ; la specificite est 
representee sur raxe des abscisses et la sensibilite sur 
I'axe des ordonnees. Le calcul de raire sous la courbe 
donne une mesure quantitative de la fonction 
discriminante de I'inhibine B sur la positivite ou la 
negativite de la biopsie testiculaire. Une aire egale a 0,5 
correspond & une absence de discrimination. L'ensemble 
des analyses statistiques a 6te effectue avec le Iogiciel 
statistique SAS| 

III. RI~SU LTATS 

1. Analyse descriptive : concentrations d'inhibine 
B et d'AMH dans le plasma s~minal 

Dans les trois groupes de patients, les valeurs d'inhibine 
Bet d'AMH dans le plasma seminal sont tres dispersees 
(Figures 1 et 2). Chez les 67 patients pr~sentant une 
azoospermie, les concentrations d'inhibine B dans le 
plasma seminal sont comprises entre 15 et 388 ng/I 
(moyenne : 59,61 + 2,65 ng/I) et les concentrations 
d'AMH entre 0,7 et 150 pmol/I (moyenne : 13,12 + 31,94 
pmol/I) ; dans les oligozoospermies, les concentrations 
sont comprises entre 24 et 1000 ng/I (moyenne : 417,5 
+ 386,9 ng/I) et entre 0,7 et 430,20 pmol/I (moyenne : 
62,02 + 93,33 pmol/I) respectivement. Chez les 47 
patients ~ parametres spermatiques normaux, les taux 
d'inhibine B (de 33 & 2673 ng/I, moyenne : 714,36 + 
522,66) et d'AMH (de 0,7 a 605,31 pmol/I, moyenne : 
97,08 + 135,15) sont plus eleves. Les moyennes de 
ces deux param~tres different tres significativement 
entre les trois groupes (p <0,001). 

L'AMH est indetectable dans le plasma seminal dans 
t o u s l e s  cas d'azoospermie obstructive aprCs 
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Figure 1 : Distribution des concentrations d'inhibine B 
s~minale (en ng/I) clans les trois groupes de patients : 
avec azoospermie, oligozoospermie, normospermie. 

Les concentrations d'inhibine B sont significaUvement 
diff~rentes clans les trois groupes (p<O, O01). 
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Figure 2 : Distribution des concentrations d'AMH semma- 
le (en pmol / I )  dans les t ro is  g roupes  de pa t i en ts :  
azoospermie, oligozoospermie, normospermie. 

Les concentrations d 'AMH sont significativement diff~- 
rentes clans les trois groupes (p<O, O01). 

vasectomie, confirmant une origine testiculaire. Dans un 
cas, deux dosages d'inhibine B et d'AMH ont ete 
effectues apres vasectomie ; Iors du premier dosage, 
des concentrations detectables pour les deux parametres 
(97 ng/I et 9,5 pmol/I respectivement) ont ete observees 
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alors que quelques spermatozo'i'des immobiles 
persistaient dans I'ejaculat. Lors du deuxieme dosage, 
les concentrations d'inhibine B et d'AMH ~taient toutes 
deux indetectables et aucun spermatozofde n'a ete 
observ6. 

Les 8 patients atteints du syndrome de Klinefelter 
presentaient tous un profil semblable : inhibine B s~rique 
indetectable, concentrations seminales d'inhibine Bet  
d'AMH basses (4 cas avec AMH ind6tectable). 

2. Correlations 

II existe une correlation positive significative (p=0,005) 
entre la concentration d'inhibine B dans le plasma 
seminal et la numeration des spermatozo'ides dans le 
sperme (coefficient de correlation : 0,334). Pour les 
oligozoospermies et azoospermies, il existe une 
correlation negative entre le taux s~rique de FSH et 
les concentrations s~minales d'AMH (coefficient de 
corr61ation de Pearson : -0,18, p=0,117 non significative) 
et d'inhibine B (coefficient de correlation de Pearson : 
-0,24, p=0,046). Aucune difference significative 
concernant les concentrations seminales d'inhibine B 
et d'AMH en fonction de I'origine s6cr~toire ou obstructive 
de I'azoospermie n'a pu ~tre etablie. En revanche, les 
taux moyens d'AMH different tres significativement 
(p<0,001) en fonction de I'indication de I'azoospermie : 
traitement sterilisant ; genetique : syndrome de Klinefelter 
et microdeletion du chromosome Y ; obstructive ; 
idiopathique (Tableau 3). Les taux moyens d'AMH sont 
de 52,26 + 61,54 pmol/I pour les patients ayant eu un 
traitement sterilisant, de 11,97 + 23,96 pmol/I dans les 
causes g~n6tiques, de 4,93 + 9,98 pmol/I dans les 
azoospermies idiopathiques et de 1,8 + 2,25 pmol/I 
dans les azoospermies d'origine obstructive. 

Nous avons ~value la correlation entre concentration 
d'inhibine B s~minale et numeration dans le groupe 
des normospermies et des azoospermies a I'aide d'une 
courbe ROC (Figure 3). La valeur seuil de I'inhibine 
s6minale la plus discriminante est de 150 ng/I, 
correspondant a une sensibilit~ de 92,5% et une 
sp~cificit~ de 87,3% (l'aire sous la courbe est de 0,963). 
II n'existe pas de correlation entre les concentrations 
moyennes d'inhibine B seminale et le volume testiculaire 
chez tes patients presentant une azoospermie. La courbe 
ROC r6alis~e n'a aucune valeur discriminante (Figure 
4). 

3. Int~r~t dans le cas des biopsies testiculaires 

Vingt-six patients ont beneficie d'une biopsie testiculaire 
dont 21 presentant une azoospermie non obstructive. 
Des spermatozofdes ont et~ retrouv~s Iors de la biopsie 
testiculaire chez 11 patients ayant une azoospermie 
non obstructive (52,3%). 

Aucune difference significative n'a ete mise en evidence 
entre le r~sultat de la biopsie testiculaire et le taux 
d'inhibine B (moyenne : 33,3 + 24,6 ng/I pour les biopsies 
n~gatives versus 45,7 + 54,7 ng/I pour les biopsies 
positives) et d'AMH (4,52 + 4,7 pmol/I et 8,64 + 20,96 
pmol/I respectivement) dans le plasma seminal. En 
revanche, la moyenne de I'inhibine B serique est plus 
elev6e en cas de biopsie positive (moyenne : 22,2 + 
19,6 ng/I pour les biopsies negatives versus 66,25 + 
58,8 ng/I pour les biopsies positives, p= 0,028). 

Les moyennes des concentrations seminales d'inhibine 
Bet d'AMH pour les patients avec un resultat de biopsie 
negatif sont de 33,3 ng/I et 4,5 pmol/I respectivement 
et de 45,7 ng/I et 8,6 pmol/I pour les biopsies ayant 
permis de recuperer des spermatozo'ides. 

La valeur predictive de I'inhibine B seminale sur le 
resultat de la biopsie testiculaire darts les azoospermies 
non obstructives est repr6sent~e par la courbe ROC 
(Figure 5). L'aire sous la courbe pour cette population 
est de 0,63. La valeur seuil de I'inhibine B seminale la 
plus discriminante sur la positivite de la biopsie est de 
30 ng/I (sensibilit~ 66,6% et specificite 66,6%) : valeur 
discriminante tres faible. 

Aucune correlation n'a et6 mise en evidence entre la 
concentration d'AMH et le resultat de la biopsie 
testiculaire (la courbe ROC repr~sentant la valeur 
predictive de I'AMH sur le resultat de la biopsie 
testiculaire n'a pas de valeur discriminante) (Figure 6). 
En revanche, II existe une corr61ation significative entre 
le taux serique de FSH et le resultat de la biopsie 
testiculaire. La courbe ROC representant la valeur 
predictive de la FSH sur le resultat de la biopsie 
testiculaire a une meilleure valeur discriminante, la 
valeur seuil de FSH la plus discriminante est de 21,5 
UI/I (sensibilite 100% et specificit6 55%) (Figure 7). La 
combinaison des deux marqueurs, FSH et inhibine B, 
n'est pas plus discriminante : pour les concentrations 
de FSH sup~rieures ~ 21,5 UI/I, toutes les biopsies sont 
negatives ; de plus, pour les concentrations inf~rieures 
& 21,5 UI/I, la valeur predictive de I'inhibine B seminale 
n'est pas discriminante. 

Nous avons egalement etudi6 le resultat de la biopsie 
en fonction du volume testiculaire chez les patients 
azoospermiques. On retrouve une biopsie positive chez 
12 patients ayant un volume testiculaire normal versus 
2 patients avec un volume inferieur a la normale. Des 
biopsies n6gatives sont retrouv6es independamment du 
volume dans les deux populations. 

4. Application pratique : int(~r~t dans le suivi d'un 
traitement antiviral 

Nous avons evalu6s plusieurs parametres - FSH sedque, 
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Tableau 3 : Comparaison des moyennes des concentrations d'AMH selon I'indication de I'azoospermie. II existe une dif- 
ference significative (p<O, O01). 

Cause de I 'azoospermie Nombre Concentration moyenne AMH (en pmol/I) Ecart - type 

Traitement st~rilisant 11 52,26 61,54 

genetique 11 11,97 23,96 

idiopathique 29 4,80 9,84 

obstructive 16 1,82 2,25 

Total 67 70,85 97,59 
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Figure 3 : Courbe ROC reprdsentant la valeur prddictive 
de r inhibine B dans le plasma sdminal sur I'azoosper. 
mie/normospermie. Courbe rdalisde chez 67 patients 
azoospermiques et 47 normospermiques. L'aire sous la 
courbe est de 0,963. La valeur seuil de r inhibine la plus 
discriminante est de 150 ng/I (sensibilit~ 92,5% et spdci- 
ficit~ 87,3%). 

1 
i 

o51 

o 4 -t 

1 

o 0  0 t  0 2  ~ 3  

J 
aE~, - o 4 z ~  

{ 

Figure 4 : Courbe ROC volume testiculaire et inhibine B 
sdminale clans les azoospermies. L'aire sous la courbe 
est de 0,476. 
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Figure 5 : Courbe ROC representant la valeur predictive 
de I'inhibine B sdminale sur le r~sultat de la biopsie tes- 
ticulaire. L'aire sous la courbe pour cette population est 
de 0,63. La valeur seuil de rinhibine B s~minale la plus 
discriminante sur la positivitd de la biopsie est de 30 ng/I 
(sensibilitd 66,6% et sp~cificitd 66,6%). 
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Figure 6 : Courbe ROC representant la valeur predictive 
de L'AMH s~minale sur le resultat de la biopsie testicu- 
laire. L'aire sous la courbe pour  cette populat ion est de 
0,51. La valeur seuil de I 'AMH sdminale la plus discrimi- 
nante sur la pos i t iv i t~  de la b iops ie  est de 1,8 pmol/ I  
(sensibil it~ 77,8% et sp~cificit~ 36,4%). 
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Figure 7 : Courbe ROC reprdsentant la valeur prddictive 
de la FSH plasmatique (en UI) sur le resultat de la biop- 
sie testiculaire. L'aire sous la courbe pour cette popula- 
tion est de 0,83. La valeur seuil de la FSH plasmatique la 
plus discriminante sur la posit ivit~ de la biopsie est de 
21,5 UI/I (sensibil i te 100% et sp~cificitd 55%). 

inhibine B serique et seminale, AMH seminale, viremie, 
numeration et mobilite des spermatozo'fdes - chez un 
patient presentant une oligo-astheno-teratozoospermie 
avec viremie positive pour I'hepatite C avant, pendant 
et apres traitement antiviral par bitherapie (interferon, 
ribavirine). 

Des I'instauration du traitement, une baisse rapide de 
la charge virale dans le sang, puis dans le sperme a pu 
etre obtenue avec une alteration des parametres 
spermatiques (numeration et mobilite), une baisse de 
rinhibine B (dans le sang et le plasma seminal), une 
baisse de rAMH seminale et une augmentation de la 
FSH serique. Apres I'arret du traitement, la charge virale 
demeure negative et si tousles parametres tendent 
se normaliser, I'AMH dans le plasma seminal est run 
des premiers & retrouver la valeur d'origine (Tableau 4). 
Cette observation confirme la correlation entre les 
concentrations d'inhibine B e t  d'AMH et la sperma- 
togenese. 

IV .  D I S C U S S I O N  

La possibilite d'utiliser des spermatozofdes d'origine 
testiculaire en vue de realiser une injection 
intracytoplasmique de spermatozo'ide (ICSI) a modifie 
la prise en charge des patients presentant une 
azoospermie. Dans 43% des cas d'azoospermies 
secretoires, de multiples biopsies testiculaires sont 
necessaires afin de retrouver un nombre suffisant de 

spermatozoides pour realiser une ICSI [26]. Si I'lCSI est 
realisee de fagon synchrone avec la biopsie testiculaire, 
une coordination avec la stimulation ovarienne de la 
femme est necessaire. Les biopsies testiculaires 
negatives ont des repercutions psychologiques et 
financieres importantes. Afin de mieux evaluer les 
chances de retrouver des spermatozo'ides testiculaires, 
de nombreux marqueurs ont 6te proposes : volume 
testiculaire, taux serique de FSH et de LH, analyse 
histologique du tissu testiculaire, mais seule la presence 
de spermatozoi'des Iors de la biopsie preliminaire parait 
avoir un reel pouvoir predictif [26, 10]. Cependant 
I'absence de spermatozo'/des Iors d'une unique biopsie 
n'implique pas une absence totale de spermatozo'/de 
dans le testicule. De plus, les consequences & long 
terme de biopsies testiculaires multiples demeurent 
encore inconnues. II devient donc necessaire de disposer 
de nouveaux marqueurs predictifs non invasifs. 

Quelques etudes ont ete effectuees sur les 
concentrations d'AMH et d'inhibine B dans le serum, 
mais il existe tres peu de publications portant sur ces 
deux marqueurs dans le plasma seminal, probablement 
en raison de la plus grande difficulte de recueil, de 
stockage et de dosage dans le compartiment seminal. 

Dans notre etude, nous avons mis en place et valide les 
dosages de rAMH et d'lnhibine B dans le plasma seminal 
dans trois populations de patients : normospermiques, 
oligozoospermiques et azoospermiques. Nous 
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Tableau 4 : Evolution de diff~rents parametres au cours du traitement antiviral d'un patient viremique pour  le 
VHC (virus de I 'Hepatite C). 

Sperme : Inhibine Inhibine AMH 
Numeration + mobilit6 FSH Charge UI/I serique seminale seminale virale VHC 

(type a) ng/I ng/I pmol/I 

Avant 06 8,3 x 104 
le traitement 10 xl spz/ml, 20% 8 101 358 3,3 U I/ml 

Pendant 2 xl 06 spz/ml, 5% 10 66 44 <1,75 " 1,6 x 102 
le traitement indetectable UI/ml 

Apres 06 <100 
le traitement 17 xl spz/ml, 45% 7,7 68 58 3,1 copies/ml 

proposons ici en premier lieu des normes pour les 
concentrations seminales d'inhibine B et d'AMH dans 
les trois groupes etudies. Dans une etude preliminaire, 
nous avons egalement 6value le pouvoir predictif de 
ces deux marqueurs sur le resultat de la biopsie 
testiculaire dans les azoospermies non obstructives. 

Les valeurs que nous observons pour le dosage de 
rAMH concordent avec celles des deux publications 
anterieures, que les parametres spermatiques soient 
normaux ou non [12, 13]. En revanche, en cas de 
normospermie, nous notons des valeurs d'inhibine B 
dans le plasma seminal plus dispersees et moins elevees 
que celles de I'unique etude publiee [9], ceci pouvant 
etre attribue en partie au faible effectif de cette derniere 
(10 cas de patients avec une normospermie etudies). 

La grande dispersion des valeurs seminales d'inhibine 
B et d'AMH que nous observons dans les trois 
populations rend difficile I'etablissement de seuils de 
decision. Cependant, les concentrations d'inhibine B 
et d'AMH sont significativement plus elevees Iorsque les 
parametres spermatiques sont normaux par rapport 
aux oligozoospermies et aux azoospermies, ce qui 
confirme I'hypothese d'une correlation avec la 
spermatogenese. II existe en effet une correlation 
significative entre les concentrations d'inhibine B dans 
le plasma seminal et la numeration des spermatozoTdes 
dans le sperme (coefficient de correlation : 0,334). En 
revanche, cette correlation n'a pas ete demontree pour 
I'AMH. La courbe ROC de I'inhibine B dans le plasma 
seminal en fonction des normospermies et des 
azoospermies avec une aire sous la courbe de 0,963 
confirme egalement I'existence d'une correlation avec 
la spermatogenese. Avec une valeur seuil de 150 ng/I, 
cette courbe montre la fonction discdminante de I'inhibine 
B seminale entre les deux populations de patients 

azoospermiques et normospermiques. 

D'autre part, de faibles concentrations d'AMH semblent 
etre le reflet d'une immaturite des cellules de Sertoli. En 
effet, les concentrations d'AMH seminales dans les 
cellules de Sertoli matures sont plus elevees que dans 
le serum et dans le plasma seminal issu de cellules de 
Sertoli immatures [13]. La concentration d'AMH dans le 
plasma seminal pourrait etre un bon marqueur de la 
spermatogenese mais egalement du degre de 
developpement des cellules de Sertoli. 

Les publications traitant du rele de I'inhibine B serique 
comme facteur predictif du succes de la biopsie 
testiculaire sont contradictoires. L'une montre que 
I'inhibine Bes t  un facteur predictif satisfaisant [4], 
d'autres considerent que I'inhibine B serique ne 
represente pas un marqueur suffisamment discriminant 
pour evaluer les chances de retrouver des 
spermatozo'l'des testiculaires [8, 14, 29]. En revanche, 
une publication recente montre la valeur predictive de 
I'inhibine B dans le plasma seminal sur le resultat de la 
biopsie testiculaire chez 62 patients presentant une 
azoospermie non obstructive [21]. Dans notre etude, le 
pouvoir predictif de I'inhibine B seminale a ete evalue 
& I'aide de la courbe ROC : I'aire sous la courbe est de 
0,63 ; cette valeur discriminante tres faible peut etre 
expliquee par le faible effectif de patients ayant eu 
recours a la biopsie testiculaire. 

En revanche, notre etude n'a pas permis de mettre en 
evidence de correlations entre les taux de ces marqueurs 
seminaux et le taux de FSH serique. 

Par ailleurs, contrairement a d'autres publications [26, 
10], nous avons mis en evidence le pouvoir predictif 
de la FSH serique sur le resultat de la biopsie testiculaire. 
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V. CONCLUSION 

Notre etude preliminaire confirme qu'il existe une 
corr(Hation entre les concentrations d'inhibine B et 
d'AMH dans le p lasma seminal et la sperma-  
togen~se. L'intdr~t de ces deux marqueurs comme 
facteur prddictif de la biopsie testiculaire dans les 
cas d'azoospermie non obstructive reste limit~. En 
effet, cette dtude montre que ni I'AMH ni I'inhibine 
B, seule ou associde ~ la FSH, ne permettent de 
prddire le succes de la biopsie testiculaire.  
Cependant, le faible effectif de patients ayant eu 
recours ~ la biopsie testiculaire consti tue la 
principale limite de cette etude. 

Ces marqueurs sont encore peu utilisds en pratique. 
En effet, le principal inconvdnient de ces dosages 
reste leur technique Iongue, d~licate et entierement 
manuelle. Une nouvelle technique de dosage de 
I'AMH, sensible et specifique, a dte d~veloppee [1]. 
II s'agit, de m6me que le kit Immunotech prdexistant, 
d'un dosage immunoenzymatique,  mais utilisant 
deux ant icorps monoc lonaux  differents. Cette 
nouvelle methode  de dosage n'est pas encore 
commercialisde, mais a ddj~ montr~ des rdsultats 
prometteurs : la concentration d'AMH s~rique chez 
les hommes infertiles serait significativement plus 
faible que chez les hommes fertiles. 
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ng/I, AMH: 97.08 + 135.15 pmol/I) than in ol igospermic 
men (inhibin B: 417.5 _+ 386.9 ng/I, AMH: 62.02 + 93.33 
pmol/I) and azoospermic men (59.61 + 2.65 ng/I et 13.12 
+ 31.94 pmol/I, respec t i ve ly )  (p<0.001). A s ign i f i cant  
correlat ion (p=0.0054) was observed between seminal 
inhibin B concentration and sperm production. Testicular 
biopsy al lowed sperm retrieval in 11 out of 21 patients 
(52.3%). The predict ive value of seminal inhibin B was 
analyzed using receiver operat ing characterist ics (ROC) 
curve analysis.  The best  d isc r im ina t ing  inhib in B 
concentrat ion was 30 ng/I wi th an area under the curve 
(AUC) of 0.63. 

Conclusion: This study conf i rms the correlation between 
seminal  inhib in B and AMH concent ra t ions  and 
spermatogenesis.  However,  the signi f icance of these 
two markers as predictors of the presence of test icular 
sperm in men with non-obstructive azoospermia is limited. 
This analysis shows that AMH and inhibin B, either alone 
or in combinat ion wi th serum FSH, fail to predict  the 
presence of sperm in men wi th  non-obs t ruc t i ve  
azoospermia undergoing test icular  sperm extraction. 

Key words: inhibin B, AMH, seminal markers, nonobstructive 
azoospermia, testicular biopsy 

ABSTRACT 

The signi f icance of inhibin B and AMH in seminal 
plasma: a prel iminary study 

Emma DUVILLA, Isabelle AKNIN-SEIFER, Beatrice 
TROMBERT-PAVIOT, Anne GENTIL-PERRET, 

Jacques TOSTAIN, Yves MENEZO, 
Jacques CHOUTEAU, Jean-Bernard LAMOULLIATE, 

Rachel LEVY 

Objectives: The aim of  th is  s tudy  was to es tab l ish  
re ference va lues for  semina l  inh ib in B and AMH 
concent ra t ions  in pat ients wi th normal and abnormal  
sperm parameters. Prel iminary analysis was performed 
to evaluate the pred ic t ive value of these markers for 
retrieving testicular sperm in non-obstructive azoospermic 
men. 

Methods: Seminal  inhib in B and AMH concent ra t ions  
were assayed by an enzyme-l inked immunoassay in three 
groups of men: 47 patients with normal sperm parameters, 
28 ol igospermic men and 68 patients with azoospermia. 

Results: Inhib in B and AMH concen t ra t i ons  var ied 
considerably in the three groups, but were signif icant ly 
h igher in normospermic  men (inhibin B: 714.36 _+ 522.66 
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