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RESUME

L’ADN nucléosomal du spermatozoide, lié a
des histones, se transforme durant la sperma-
togénése en une forme spéciale liée a des pro-
téines basique, les protamines. Ce processus
permet au noyau du spermatozoide de se
condenser pour devenir mature. Cette matu-
ration s’achéve dans P’épididyme. Lorsque le
spermatozoide péneétre dans lovocyte, les
protamines se détachent pour étre rempla-
cées par des histones et le noyan peut se
déployer pour former le pronucléus mile. La
cytométrie en flux a Pacridine orange est une
technique objective particulierement bien
adaptée a I'investigation de la structure de la
chromatine, tant a I’échelon de chacun des
spermatozoides, qu’a I’échelon de tout I’'éjacu-
lat. Elle permet de tracer les noyaux des cel-
lules jeunes durant toute la spermatogeneése,
du stade diploide, passant par le stade tétra-
ploide. jusqu’au stade haploide du spermato-
zoide mature. Elle permet aussi de suivre le
processus de maturation des spermatozoides
durant la traversée de I’épididyme. Elle per-
met d’identifier des défauts de condensation
de la chromatine spermatique de types
divers: hypo-condensation, hyper-condensa-
tion, aberrations diverses ainsi que des
troubles de la décondensation de la chromati-
ne, détectables par une épreuve in vitro. Ces
défauts sont susceptibles de perturber le pou-
voir fécondant des spermatozoides, méme
aprés micro-injection dans l’ovocyte. Une
meilleure compréhension des conditions
assurant l'intégrité et la stabilité de la chro-
matine nucléaire pourrait dans I’avenir, nous
aider a améliorer la qualité des techniques
utilisées en procréation médicalement assis-
tée.
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spermatogénése; maturation des spermatozoides ;
pouvoir fécondant des spermatozoides ; assistance
médicale a la procréation ; hypo-condensation ;
hyper-condensation ; aberrations de la chromatine
spermatique ; défauts de décondensation de la chro-
matine.

L. INTRODUCTION

Le spermatozoide est une cellule fort spéciale
dont la fonction essentielle est de transférer
’ADN du génome masculin a 'ovocyte. ADN
du noyau du spermatozoide est compacté sous
une forme liée a de petites protéines basique,
les protamines. Cette liaison entre les prota-
mines et 'ADN crée une différence avec la
structure caractéristique du nucléosome dans
les cellules somatiques. Les différences struc-
turelles entre ce nucléosome et la chromatine
spermatique ont été répertoriées et schémati-
sées [59].

Les changements structurels de la chromatine
surviennent durant la spermiogenese. La chro-
matine produite a la suite de la méiose dans
les spermatides rondes est du type nucléoso-
mal dans lequel TADN est encore lié aux his-
tones. Dans les étapes ultérieures, les histones
se détachent de ’ADN pour étre remplacées
d’abord par des protéines de transition et
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ensuite par des protamines [13, 23].

Ce processus permet a la téte du spermatozoi-
de de se condenser et de prendre une forme
aérodynamique pour nager plus vite. Lorsque
le spermatozoide pénetre dans lovocyte, les
protamines se détachent pour étre remplacées
par des histones et le noyau peut se déployer.
Ce processus implique lactivité des nucléo-
plasmines, protéines chaperons, présents dans
le cytoplasme de l'ovocyte [44, 45] Ainsi, la
chromatine du pronucléus male peut
reprendre la structure nucléosomale indispen-
sable au développement ultérieur de l'oeuf
fécondé. Ce bref rappel des transformations de
la chromatine qui se produisent durant la
geneése du spermatozoide ainsi qu’apres son
entrée dans l'ovocyte nous permet de mieux
comprendre pourquoi des défauts de condensa-
tion ou de décondensation de sa chromatine
peuvent entrainer des troubles fonctionnel
graves.

La cytométrie en flux est une technique parti-
culierement bien adaptée a l'investigation des
changements susmentionnés de la chromatine
spermatique. Dans cette technologie, des cel-
lules en suspension passent en file indienne a
travers un faisceau de lumiere laser. Les varia-
tions de réfraction provoquées par chacune
d’elles sur ce faisceau sont analysées, sauve-
gardées sur ordinateur et peuvent étre
reprises ultérieurement. Evenson et coll. [16,
18] ont mesuré la condensation de la chromati-
ne en soumettant ces cellules a des colorations
fluorescentes a l’acridine orange ou a l'iodure
de propidium qui se lient a TADN.

Ces colorants s’intercalent en effet entre les
bases des doubles chaines d’ADN et réagissent
a la lumiére laser en émettant des fluores-
cences de longueurs d’onde spécifiques. La liai-
son de protéines aux chaines d’ADN diminue
l’accés des colorants a ces chaines et diminue
I'intensité de la fluorescence. Evenson [18]
g’est servi de cette baisse de fluorescence dans
Pétude de la condensation de la chromatine
spermatique, tandis qu’a l'inverse, Samocha-
Bone et coll. [51] ont utilisé 'augmentation de
la fluorescence pour suivre le processus de
décondensation de la chromatine.

Nous passerons en revue des études riches en

références bibliographiques sur I'analyse
structurelle de la chromatine spermatique en
cytométrie en flux. L'accent sera mis sur la
condensation et la décondensation nucléaire
ainsi que sur des applications cliniques pos-
sibles.

1. Les méthodes d’analyse de la chromati-
ne spermatique :

Diverses méthodes ont été utilisées pour exa-
miner la structure de la chromatine. Bartoov
[5] et Dadoune [13] se sont servi de la micro-
scopie électronique de transmission. Haidl et
Schill, [25] ont utilisé la coloration des histones
au bleu d’aniline.

Dans l'une des études pionniéres ayant utilisé
la cytométrie en flux, Janca et coll. [29] ont
suivi les modifications nucléaires des cellules
de la lignée germinale de la souris durant la
premieére onde de spermatogenese. Elle a été
suivie par des travaux similaires chez la sou-
ris, le rat, le singe et le hamster [1, 33, 35].
Cette technique, capable de déceler des cellules
haploides, diploides ou tétraploides dans des
suspensions de cellules testiculaires, a égale-
ment permis de détecter le temps précis d’ap-
parition des spermatides dans la premiere
vague de spermatogeneése. Elle a aussi permis
de calculer la proportion des cellules haploides,
diploides et triploides dans ces suspensions. Ce
type d’investigation a été utilisé par différents
groupes pour étudier des facteurs affectant la
spermatogenese [54, 47, 55]. Chez un homme
qui présentait une déficience de la réduction
méiotique, Weissenberg et coll. [61] ont récem-
ment démontré par la cytométrie en flux et
I’hybridation in situ (FISH) la nature diploide
de la plupart des spermatozoides éjaculés. De
nombreux chercheurs se sont servi de la cyto-
métrie en flux avec divers colorants fluores-
cents de 'ADN tels que l'iodure de propidium
[14, 37] et le bromure d’éthidium [40]. Clest
Ballachey et coll. [3] qui ont proposé I'acridine
orange pour la cytométrie en flux de la chro-
matine spermatique.

2. Définitions des anomalies structurelles
de la chromatine :

Les valeurs du quotient de la fluorescence
rouge par la somme des fluorescences verte et
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rouge ainsi que de sa déviation standard sont
trées utiles pour étudier la vulnérabilité de
I’ADN spermatique a la dénaturation acide in
situ. Evenson et coll. [19] ont rapporté dans le
sperme de donneurs, des cytogrammes verts et
rouges bien définis et stables a longue échéan-
ce.

Nous avons également utilisé la coloration
d’Evenson, mais nous nous sommes servi de
criteres complémentaires, le pourcentage de
cellules projetées dans diverses bandes de I'ai-
re de dispersion, selon leur fluorescence rouge
et verte (Fig. 1). A laide de la coloration
d’Evenson et de ces criteres, des investigations
faites sur des spermatozoides prélevés de
régions proximales et distales de 1’épididyme,
nous ont permis, chez le hamster [58] et chez
homme [20], d’évaluer la proportion de sper-
matozoides ayant achevé leur maturation épi-
didymaire. Durant ce processus de condensa-
tion, une baisse paralléle de lintensité des
deux fluorescences, rouge et verte, a été obser-
vée, le quotient rouge - vert restant constant.
Ainsi, chez 'homme, ce quotient ne mesure pas
le degré de condensation de la chromatine
spermatique.

Nous avons mesuré chez '’homme {21] le degré
de condensation de la chromatine spermatique
dans des éjaculats divers. Des différences ont
été observées entre les spermes normaux (Fig.
2) et certains éjaculats d’hommes infertiles
(Fig. 3, 4, 5). Des travaux en cours fondés sur
le cytogramme de fluorescence rouge et verte,
il ressort, chez ’'homme, que la cytométrie en
flux a lacridine orange permet d’évaluer la
qualité de la chromatine spermatique et de
découvrir dans certains éjaculats divers types
d’anomalies :

1. Excés de spermatozoides hypocondensés
(Fig. 3), le pourcentage des spermatozoides
ayant complété leur condensation nucléaire
étant présenté en pourcentage de maturité.

2. Excés de spermatozoides hypercondensés
(Fig. 4).

Ces deux types d’anomalies ont également été
mis en évidence chez ’'homme par une métho-
de de coloration différente [14] au bromure
d’éthidium et a la mithramycine.

3. Présence de sous-groupes satellites de sper-
matozoides avec un quotient de fluorescence
rouge - vert plus élevé que celui des cellules qui
se projettent dans la bande normale (Fig. 5).
Dans le systeme d’Evenson et coll. [19], ses
sous-groupes satellites ont un quotient de fluo-
rescence plus élevé que la normale et corres-
pondraient sans doute a la population margi-
nale, fortement colorée a l'iodure de propi-
dium, rapportée par Pasteur et coll. [40], et qui
représenterait, selon eux, un groupe de sper-
matozoides a condensation nucléaire altérée et
a chromatine instable. Peluso et coll. [42] rap-
portent également un pourcentage de sperma-
tozoides avec ADN dénaturé plus élevé chez
des sujets inféconds que chez les hommes nor-
maux. Les populations satellites a quotient
élevé de fluorescence rouge - verte (Fig. 5) cor-
respondraient aux spermatozoides a tétes
rouges. Ce type de spermatozoides a été égale-
ment observé au microscope apres coloration a
Pacridine orange [48, 56]. Des études complé-
mentaires sont nécessaires pour élucider la
nature de la condensation de ’ADN dans ces
cellules.

3. Role de Uépididyme dans la condensa-
tion du noyau :

La possibilité aujourd’hui d’injecter dans les
ovocytes des spermatozoides tres difficiles a
trouver et a peine mobiles d’un éjaculat prati-
quement azoospermique et de générer toute-
fois un pronucléus male et un développement
embryonnaire normal a bouleversé nos concep-
tions sur le traitement de I'infertilité. La possi-
bilité d’injecter également avec succes des
spermatozoides non-éjaculés, aspirés de la téte
de I’épididyme ou prélevés d'une biopsie du tes-
ticule ou méme, chez ’animal, des spermatides
testiculaires comme lont fait Uehara et
Yanagimachi en 1977 [57], nous invite a une
réflexion renouvelée. Quelle est 'importance
du processus physiologique de maturation et
du réle de I’épididyme tel qu’il a été rapporté
par Cooper en 1993 [12].

L’analyse de microphotographies électroniques
a permis a Auger & Dadoune en 1993 [2], de
montrer que les spermatozoides de la téte de
I'épididyme n’étaient pas tres différents des
spermatozoides testiculaires. Par contre, des
différences notables étaient discernées entre
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Figure 1. Aire de dispersion en fonction des fluo-
rescences émises, rouge et verte. L'acridine oran-
ge émet une fluorescence verte avec 1'ADN a
bande double et une fluorescence rouge avec l'aci-
de nucléique a bande unique. L'un des avantages
de la cytométrie en flux est de présenter les résul-
tats de U'échantillon examiné a un double éche-
lon, individuel, pour chaque spermatozode, et glo-
bal, pour toutes les cellules (valeurs moyennes).

Red

Green

Figure 3 : Echantillon de sperme coloré a l'acri-
dine orange et analysé par la cytométrie en flux.
L'aire de dispersion montre un pourcentage élevé
de spermatozoides hypocondensés (Golan et Coll.:
Molecular Human Reproduction, 1997, 3 (1): 47-
54, avec permission).
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Figure 2 : Aire de dispersion des spermatozoides
d'un groupe de référence normal. L'échantillon de
sperme coloré a l'acridine orange a été analysé
par la cytométrie en flux. 80 a 90 % des spermato-
zoides d'échantillons normaux se dispersent dans
une bande bien définie (T). Le pourcentage de
spermatozoides concentrés dans la zone M, 65 a 80
%, correspond aux spermatozoides bien matures
de la queue de l'épididyme. Les axes -x- et -y- repré-
sentent l'intensité respective de chacune des fluo-
rescences émises, verte ou rouge. (Golan et coll.:
Molecular Human Reproduction, 1997, 3 (1): 47-54,
avec permission)

Figure 4. Aire de dispersion en cytométrie en flux
a lUacridine orange d'un échantillon de sperme
contenant un pourcentage élevé de spermato-
zoides hypercondensés. (Golan et Coll.: Molecular
Human Reproduction, 1997, 3 (1): 47-54, avec per-
mission).
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Figure 5. Aire de dispersion en cytométrie en flux a
U'acridine orange d'un échantillon de sperme
contenant un pourcentage accru de spermato-
zoides aberrants. Ces spermatozoides se concen-
trent dans une zone satellite (S) avec un quotient
de fluorescence rouge - vert plus élevé que la nor-
male. On note également des débris cellulaires pres
de l'origine des axes x et y. Les spermatozoides a
quotient narmal de fluorescence se trouvent dans
la bande principale (T. Golan et coll.,: Molecular
Human Reproduction, 1997, 3 (1): 47-54, avec per-
mission)

Figure 6 : Aires de dispersions de sper-
matozoides du groupe de référence nor-
male. L'échantillon de sperme soumis a
une épreuve de décondensation de 30
minutes a été examiné en cytométrie en
flux a l'acridine orange aux temps
O(A),10(B), 20(C) et 30 minutes (D). La
zone incluse dans la fenétre R1 corres-
pond aux spermatozoides bien matures.

L’intensité des deux fluorescences aug-
mente avec la durée de l'épreuve.
(Samocha-Bone et coll.: Molecular
Human Reproduction, 1998, 4 (2): 133-

s

| 37, avec permission)
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Figure 7. Aires de dispersion des spermatozoides présentant une décondensation nucléaire défectueuse.
L'éjaculat, soumis a une épreuve de décondensation de 30 minutes, a été examiné par la cytométrie en flux

a acridine-orange aux temps O(A), 20(B) et 30 minutes (C). La zone incluse dans la fenétre R1 correspond
aux spermatozoides matures. L'intensité des deux fluorescences n'augmente sensiblement pas avec la durce
de U'épreuve. (Samocha-Bone et coll., Molecular Human Reproduction, 1998, 4 (2): 133-37, avec permission)
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les spermatozoides de la téte et ceux de la
queue de I'épididyme.

Il ressort aussi de nos travaux [21, 22] chez
I’homme que, au terme du processus de la sper-
matogeneése dans le testicule, la condensation
de PADN est encore incomplete dans le sper-
matozoide. Pour la plupart des spermato-
zoides, la condensation du noyau s’achéve
durant leur passage dans ’épididyme. De nom-
breux indices laissent a penser que les anoma-
lies de condensation de la chromatine pour-
raient étre d’origine épididymaire. Selon
Evenson [17], Yossefi [68] et Golan [20, 21, 22]
chez la souris, le rat, le hamster, le singe et
I’homme, la cytométrie en flux confirme le fait
que le processus de condensation de la chro-
matine des spermatozoides se déroule en gran-
de partie durant leur transit épididymaire. Ces
auteurs ont montré, que la chromatine des
spermatozoides prélevés des portions proxi-
males de I’épididyme était moins condensée
que celle des spermatozoides prélevés a distan-
ce de la queue épididymaire.

Ces observations sont a rapprocher du succes
de la fécondation in vitro (FIV) pratiquée avec
des spermatozoides épididymaires. Dans plu-
sieurs espeéces, des spermatozoides immatures
pourraient féconder des ovocytes, mais
seraient incapables de générer des embryons
viables [36]. Il semblerait que cela soit égale-
ment vrai chez ’homme. En effet, a 'époque ou
l'on pratiquait la FIV classique dans les cas
d’obstruction vaso-épididymaire, les spermato-
zoides aspirés des régions proximales de 1’épi-
didyme donnaient un taux de grossesse plus
faible [41, 52] que ceux qui avaient été prélevés
de régions plus distales.

Applications cliniques :

De nombreux travaux [5, 14, 15] avaient déja
montré que le processus de condensation
nucléaire pouvait étre incomplet dans certains
éjaculats. La qualité de la chromatine sperma-
tique, facteur important de la fécondation, est
particulierement critique lorsqu’il faut sélec-
tionner arbitrairement un spermatozoide pour
micro-injection ovocytaire. Roux et Dadoune
[48] ont trouvé dans le sperme une bonne cor-
rélation entre la maturité nucléaire et la sta-
bilité de la chromatine. Dans le sperme

réchauffé et soumis a la cytométrie en flux a
l'acridine orange, Evenson et coll. [19] ont
trouvé chez des sujets inféconds, un degré plus
fort de dénaturation de 'ADN que chez des
hommes normaux. Ces auteurs [19] ont fait
des observations similaires chez le taureau.
Chez des donneurs de sperme, Spano et coll.
[54] ont récemment étudié en cytométrie en
flux a lacridine orange l'influence de facteurs
ambiants divers sur la chromatine sperma-
tique.

A la suite de nombreuses études chez 'homme
et Panimal [3, 14, 15, 19, 29, 53], Golan et coll.
[20] ont évalué dans l'éjaculat, selon le degré
de condensation de la chromatine en cytomé-
trie en flux a l'acridine orange, le pourcentage
de spermatozoides ayant achevé la maturation
épididymaire. Outre les anomalies de conden-
sation, d’autres défauts ont été révélés, sus-
ceptibles de causer un échec en micro-injection.
Dans une autre étude utilisant la méme tech-
nique [21] et portant sur 121 éjaculats de
sujets inféconds adressés par divers centres
d’infertilité, neuf contenaient un pourcentage
élevé de spermatozoides hypocondensés et six,
un pourcentage élevé de spermatozoides
hypercondensés. Dans 15 éjaculats, d’autres
aberrations étaient mises en évidence, telles
qu'un rapport anormalement élevé de fluores-
cence rouge et verte dans des groupes satellites
de spermatozoides. Ces éjaculats présentaient
pour la plupart des anomalies multiples de
numération, de mobilité ou de morphologie
mais ne formaient pas un échantillon randomi-
sé et représentatif. Aussi, le pourcentage des
anomalies chromatiniennes découvertes ne
peut refléter leur fréquence réelle dans les
populations étudiées. Ce travail a néanmoins
mis au point une méthode fiable qui peut per-
mettre une analyse systématique des anoma-
lies de la chromatine dans des entités cliniques
bien déterminées.

Confirmant les travaux plus anciens de Le
Lannou et Blanchard [32], les techniques de
sélection de spermatozoides, migration ascen-
dante ou centrifugation sur gradient de
Percoll, ont permis dans certains éjaculats
d’augmenter la proportion de spermatozoides &
structure chromatinienne normale. A laide
d’'une technique différente, le dosage des
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nucléoprotéines en électrophorese, Colleu et
coll. [11] ont également confirmé chez ’'homme
que ces deux techniques de sélection amélio-
raient la qualité de la chromatine du sperme.

On peut mettre en évidence les défauts de liai-
son des protamines a ’ADN en soumettant les
noyaux des spermatozoides a des réactifs
appropriés avant de les colorer a lacridine
orange. Chez le hamster, la phosphatase alca-
line renforcerait la condensation nucléaire des
spermatozoides prélevés des régions proxi-
males de I'épididyme [58] mais n’aurait aucun
effet sur les spermatozoides des régions dis-
tales. Cette enzyme libérerait les phosphates
de la protamine phosphorylée et resserreraient
les liaisons des protamines a IP'ADN.
Vapplication similaire a des éjaculats humains
d’un traitement a la phosphatase alcaline, n’a
pas augmenté le degré de condensation de la
chromatine bien que, chez certains sujets infé-
conds, elle pouvait affecter la chromatine de
sous-groupes satellites. L'oxydation de certains
radicaux sulfhydriques des protamines pour-
rait aussi renforcer la condensation de la chro-
matine [6, 30]. La diamide renforcerait égale-
ment la condensation de la chromatine sper-
matique chez le hamster [58] tandis que le
dithiothréitol, agent réducteur, aurait un effet
opposé. Le dithiothréitol renforcerait la double
fluorescence verte et rouge et déplacerait les
spermatozoides de la queue de 1’épididyme
hors de la bande des spermatozoides matures.
Par contre, le traitement a la diamide ne modi-
fie pas le pourcentage de la chromatine matu-
re dans les éjaculats de sujets normaux ou
inféconds. L'oxydation des radicaux sulfhy-
driques ne serait donc pas le facteur bloquant
de la maturation de la chromatine dans les éja-
culats examinés.

Les défauts de décondensation du noyau
spermatique :

Pour Sakkas et coll. [50]} qui ont examiné des
ovocytes non fécondés aprés micro-injection,
des défauts de condensation de la chromatine,
ainsi que d’autres altérations, pourraient per-
turber la décondensation spermatique indis-
pensable au déroulement normal du processus
de la fécondation. De nos jours, le réle prépon-
dérant de la micro-injection dans l'assistance
médicale a la procréation souligne l'intérét de

Panalyse de la chromatine dans certains éjacu-
lats redevables de cette technologie. Pour
Philpott [44, 45] et Perrault [43], les liens sulf-
hydriques des protamines sont réduits lorsque
le spermatozoide pénétre dans le cytoplasme
ovocytaire et les nucléoplasmines ovocytaires
liberent les protamines de 'ADN et leur sub-
stituent les histones ovocytaires. Cest ce qui
permet a la téte du spermatozoide de se
déployer.

Plusieurs groupes, [4, 8, 10, 28, 31, 34, 38, 39,
46] ont étudié la décondensation de la chroma-
tine spermatique par l'observation au micro-
scope des modifications de forme et de taille
des noyaux spermatiques. Pour obtenir des
résultats significatifs, ces techniques subjec-
tives requiérent un examen long et patient de
cellules aussi nombreuses que possible. Il est
également fort difficile d’établir des criteres de
décondensation précis et admis par tous.
Aussi, la cytométrie en flux constitue lalterna-
tive de choix.

Jager et coll. [28] ont essayé diverses tech-
niques in vitro pour imiter le processus de
décondensation. Zucker et coll. [62] ont induit
la décondensation des spermatozoides du rat et
du hamster avec le dodecyl-sulfate de soude et
Pagent réducteur dithiothreitol. La déconden-
sation a été évaluée par la mesure de la dif-
fraction lumineuse.

La technique de Montag et coll. [38], permet
d’induire la décondensation de la chromatine
spermatique a l'aide de I'héparine, riche en
charges négatives, et du beta-mercapto-étha-
nol qui réduit les liens sulfhydriques de la pro-
tamine. Samocha-Bone et coll. [51] ont appli-
qué cette technique a des spermatozoides
humains normaux. La cytométrie en flux a
Pacridine orange a montré une augmentation
de fluorescence des spermatozoides. Cette aug-
mentation se traduit par le déplacement des
cellules a droite de la zone [21] des spermato-
zoides matures ou se concentrent les cellules a
chromatine condensée. Ce déplacement se
mesure d’'une maniére tres fiable et avec une
excellente répétitivité, par la baisse du pour-
centage de cellules restées dans la zone matu-
re (Fig. 6).

Plusieurs équipes, [7, 9, 24, 34, 50], ayant uti-
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lisé la technique d’examen microscopique, ont
suggéré qu'une condensation défectueuse de la
chromatine pourrait étre mise en évidence
dans certains cas d’infertilité. Il serait donc
utile, dans certains éjaculats, d’évaluer le
pourcentage de spermatozoides présentant
une chromatine inapte a se décondenser et sus-
ceptibles, méme aprés micro-injection, de ne
pas féconder l'ovocyte.

Néanmoins, Hamamah et coll. [26] n’ont trou-
vé en micro-injection aucune différence du
pourcentage des spermatozoides a chromatine
normale entre les cas ayant eu une grossesse
et les autres.

La technique de Samocha-Bone et coll. [51] a
permis de détecter d'une maniere rapide et
efficace des éjaculats contenant un pourcenta-
ge élevé de spermatozoides incapables de se
décondenser (Fig. 7). Il s’agissait de trois éja-
culats de paraplégiques sur six, obtenus par
électro-éjaculation. Il se pourrait que, durant
leur rétention prolongée dans la queue de I’épi-
didyme, un nombre accru de spermatozoides
aient subi une oxydation de leurs radicaux
sulfhydriques. De plus, sur trois éjaculats qui
présentaient des taux de pénétration insuffi-
sants dans l’épreuve du hamster, 'un d’eux
montrait aussi une décondensation ralentie
dans 'épreuve de décondensation.

Possibilités d’avenir :

La congélation de spermatozoides non-éjacu-
1és, prélevés chirurgicalement, est pratiquée
de plus en plus fréquemment et permet des
cycles de fécondation assistée supplémentaires
sans réintervention chirurgicale. Pour Royere
et coll. [49] il faudrait améliorer les techniques
de cryo-préservation, en tenant compte non
seulement des critéres habituels de mobilité,
viabilité et d’'intégrité des membranes plasma-
tiques mais surtout de l'intégrité et de la sta-
bilité de la chromatine nucléaire.

Dans des cas a haut risque d’échec en féconda-
tion assistée, des recherches futures pour-
raient contribuer 4 mettre au point des traite-
ments in vitro applicables a des éjaculats
défectueux avant la micro-injection. On pour-
rait par exemple, traiter les spermatozoides

avec des agents réducteurs de liens sulfthy-
driques ou bien sélectionner dune maniere
efficace les spermatozoides aptes & se décon-
denser. La cytométrie en flux pourrait trier les
cellules selon les caractéristiques de leur fluo-
rescence. Il devrait donc étre possible, dans un
avenir plus ou moins proche, de traiter un éja-
culat de mauvaise qualité a l'aide de mar-
queurs appropriés et de sélectionner les sper-
matozoides & des fins thérapeutiques en fonc-
tion de la qualité de leur chromatine. Il fau-
drait cependant que ces marqueurs fluores-
cents solent non toxiques et lavables avant la
micro-injection. Il faut relever a ce propos, I'ob-
servation faite par Hoshi et coll. [27] sur des
noyaux de spermatozoides qui, soumis a des
modifications ambiantes violentes sont restés
capables de former un pronucléus dans des
ovocytes de hamster et d’induire un développe-
ment embryonnaire précoce. Des travaux com-
plémentaires chez ’animal sont indispensables
avant d’envisager chez I'homme l'application
de tels procédés de sélection qui pourraient
prendre la releve de la migration ascendante
ou de la centrifugation sur gradient de Percoll.
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ABSTRACT

Assessment of sperm chromatin structure
using flow cytometry with acridine orange
staining. Clinical interest.

Y. SOFFER , L. M. LEWIN.

During spermatozogenesis, sperm nucleoso-
mal DNA type, linked to histones, is transfor-
med into a special form bound to small basic
proteins, the protamines. This process allows
sperm nucleus to condense and mature. This
maturation process is achieved in the epidi-
dymis. When a spermatozoon enters an oocy-
te, protamines are released and replaced by
histones, enabling the sperm nucleus to
expand into a male pronucleus. Flow cytome-
try using acridine orange staining is an objec-
tive and quantitative technique well-adapted
for the investigation of the chromatin struc-
ture at the level of each spermatozoon, as well
as the whole ejaculate. This technique allows
tracing the young sperm cell nuclei from the
diploid stage, through tetraploid until the
final haploid stage in mature spermatozoa. It
allows also following the sperm maturation
process during the epididymal transit. It
detects various sperm chromatin condensa-
tion defects, hypocondensation, hypercon-
densation or other aberrations, as well as
decondensation defects by using an in vitro
assay. These defects may impair sperm fertili-
zing ability, even after sperm microinjection
into the oocyte. Better understanding of
sperm chromatin integrity and stability pre-
requisites might help us improving the quali-
ty of various technologies used in assisted
medical procreation.

Key-Words : Flow cytometry, acridine orange, sper-
matogenesis, sperm maturation, sperm fertilizing
ability; assisted medical procreation, sperm chro-
matin, hypocondensation,  hypercondensation,
aberrations, chromatin decondensation defects.
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