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R]~SUME 

Malgr4 l ' e x i s t e n c e  de n o m b r e u x  m o y e n s  

d'6tude de la vital i t6 des spermatozoides ,  la 

p l u p a r t  r e s t e n t  d a n s  le d o m a i n e  de la 

recherche  b iom6dica le .  Ce sont  surtout  les  

tests  c lass iques ,  tels  que  le test  ~ l '6osine- 

n igros ine  et le test  de gonf l ement  f lagel laire  

en mi l i eu  hypo-osmola ire  (HOST) qui  permet-  

tent  d'appr4cier le pourcentage  de vital it6 

des spermatozo ides  en  spermio log ie  couran-  

te. Un  r6sultat  a n o r m a l e m e n t  bas d4f init  la 

n6crozoospermie ,  dont  r i n t e r p r 6 t a t i o n  est  

souvent  difficile,  mais  permet  d'orienter le 

b i lan  m a s c u l i n  vers  la recherche  de certa ins  

contextes  6t io logiques ,  n o t a m m e n t  ce lu i  des  

in fec t ions  g6ni ta les  chron iques .  

L'6tude de la v i ta l i t6  des  s p e r m a t o z o i d e s  

c o n s t i t u e  6 g a l e m e n t  l '616ment-cl6 d a n s  le 

cho ix  des spermatozo ides  suscept ib les  d'etre 

ut i l i s6s  en vue  d'une micro- inject ion intracy- 

top lasmique .  Dans  cette  indicat ion ,  seuls  les  

tests  en mi l i eu  hypo-osmola ire  sont  appli-  
cables.  Une  analyse  ind iv idue l l e  de chaque  

spermatozo ide  avec u n  temps  de s4jour mini-  

mal  dans  la so lu t ion  hypo-osmola ire  semble  

ac tue l l ement  pr6f6rable.  

L'explorat ion de la vi tal i t6  des  spermato-  

zoides  concerne  d4sormais  4ga lement  l'apop- 

tose. Cette forme de mort  ce l lu la ire  p e u t  ~tre 

mise  en 4v idence  dans  les  spermatozo ides  par 

diff4rents  m o y e n s  t e c h n i q u e s  et pose  le pro- 

b lame de la s61ection de spermatozo ides  util i-  

sables  en  ass i s tance  m6dica le  ~ la procr6at ion  

se lon  des crit6res d'int4grit6 n o n  s e u l e m e n t  

membranairc ,  mais  auss i  g6nomique .  

Mots cl~s : VitalitG Spermatozo~de; 6osine, HOST, 

ICSI, Apoptose 

I. INTI~R]~TS DES TESTS DE 

V I T A L I T ] ~  D E S  S P E R M A T O Z O i D E S  

La mise en oeuvre de tests biologiques destin6s 
appr6cier la vitalit6 des spermatozoides 

humains r6pond ~ plusieurs objectifs. En sper- 
miologie courante, diff6rentes techniques, 
bas6es essentiellement sur la perm6abilit6 ou 
le pouvoir osmor6gulateur de la membrane 
plasmique, peuvent 6tre utilis6es pour 6tablir 
le pourcentage de vitalit6 d'une population de 
spermatozoides. Une valeur anormalement 
basse de ce dernier d6finit le diagnostic d'une 
n6crozoospermie, dont l 'interpr6tation s'av6re 
souvent difficile. 

Un deuxi6me champ d'application de ces 
explorations concerne la f6condation in vitro 

assist6e par micro-injection intracytoplas- 
mique de spermatozoides (ICSI), off certains 
de ces tests peuvent aider le biologiste dans le 
choix du spermatozoide ~ micro-injecter, 
lorsque t o u s l e s  spermatozoides sont immo- 
biles. 

Enfin, un int6r6t croissant est actuellement 
port6 ~ la mise en 6vidence des processus 
apoptotiques dans les spermatozoides dans le 
but de pouvoir s61ectionner des gam6tes 
g6nome intact, en vue de leur utilisation en 
assistance m6dicale ~ la procr6ation. 

Ces trois approches de la vitalit6 des sperma- 
tozoides vont 6tre pass6s en revue. 
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II. DIAGNOSTIC D'UNE 

NI~CROZOOSPERMIE 

Le diagnostic d'une n6crozoospermie repose 

sur la distinction entre spermatozoides vivants 

et non vivants grace ~ l'utilisation de colorants 

vitaux, dont le plus commun est l'6osine, ou de 
tests de r6activit6 membranaire en milieu 

hypo-osmolaire, repr6sent6s essentiellement 

par le HOST (hypo-osmotic swelling test). Les 

nombreux autres tests disponibles trouvent 
|eurs applications surtout en recherche biom6- 

dicale. 

L'interpr6tation d'une n6crozoospermie pose 

souvent un probl6me 6tiologique qui incitera le 
m6decin ~ orienter la suite du bilan masculin 

dans plusieurs directions. 

1. TESTS A L'EOSINE 

a) M~canisme d'action 

Le m6canisme d'action d'un colorant vital est 
bas6 sur le fait que la double couche phospho- 

lipidique d'une membrane plasmique intacte 

est imperm6able aux mol6cules du colorant. 
En revanche, ces derni6res peuvent traverser 

les membranes alt6r6es, s'accumuler dans le 

cytoplasme ou dans le noyau et colorer ainsi le 

compartiment cellulaire en question. La vitali- 
t6 de la cellule est donc attest6e par l'exclusion 

du colorant. 

b) R~alisation 

En spermiologie courante, les tests les plus uti- 
lis6s sont le test ~ l'6osine seule et le test ~ 1'60- 
sine-nigrosine, introduits par BLOM en 1950. 

[5] 

Pour le test ~ l'6osine seule, une goutte d'6osi- 
ne (dilu6e ~ 0,5% dans du s6rum physiolo- 
gique) est m61ang6e sur une lame avec une 

goutte de sperme. Apr6s 30 secondes d'incuba- 
tion, le m61ange est soit observ6 imm6diate- 
ment  entre lame et lamelle, soit 6ta16 par un 

frottis qui est laiss6 s6cher ~ l'air pour 6tre 

observ6 ensuite au microscope en immersion. 

[3O] 

Pour le test ~ l'6osine-nigrosine, une goutte de 
sperme est incub6e avec l'6osine comme pr6c6- 
demment,  puis deux gouttes de nigrosine 
(dilu6e ~ 10% dans du s6rum physiologique) 
sont ajout6es et apr6s une nouvelle incubation 

de 30 secondes, un frottis est 6ta16, s6ch6 ~ l'air 

et observ6 au microscope en immersion. 

L'adjonction de nigrosine permet de contre- 

colorer le fond de la lame ce qui facilite la lec- 

ture au microscope. [30] 

Les spermatozoides vivants apparaissent inco- 

lores sur un fond brun fonc6, tandis que les 

spermatozoides non vivants sont color6s en 

rose par l'6osine au niveau de leur t6te, avec 

une intensit6 maximale ~ leur base. Certains 

spermatozo~des pr6sentent une 16g6re colora- 

tion limit6e ~ leur base, ce qui correspond pro- 

bablement ~ un d6but d'alt6ration de l'int6gri- 

t6 membranaire et donc de leur vitalit6 (sper- 

matozoides "moribonds"). 

L'Organisation Mondiale de la Sant6 (OMS) 

recommande une lecture sur 200 spermato- 

zoides et fixe actuellement le seuil de normali- 

t6 ~ 50% de formes vivantes. Le r6sultat doit 

6tre confront6 ~ la mobilit6 du m6me 6chan- 

tillon, puisque, th6oriquement, le hombre de 

spermatozoades non vivants ne peut 6tre sup6- 

rieur au nombre d'immobiles. 

2. LE HOST (HYPO-OSMOTIC SWELLING 

TEST) 

a) M~canisme d'action 

Ce test est bas6 sur le caract~re semi-per- 

m6able d'une membrane cellulaire intacte. En 

pr6sence d'un milieu extracellulaire hypo- 
osmolaire, il se produit un influx d'eau dans la 
cellule, de mani6re ~ r66quilibrer la pression 
osmotique de part et d'autre de la membrane. 

Ce ph6nom6ne se traduit par un gonflement de 
la cellule visible en microscopie optique. Une 

cellule dont la membrane est alt6r6e, perd 

cette capacit6 osmor6gulatrice et, par cons6- 

quent, ne gonfle pas en milieu hypo-osmolaire. 

b) R6alisation 

Le HOST a 6t6 initialement propos6 comme un 

test fonctionnel des spermatozoides, puis 

comme test de vitalit6 par Jeyendran en 1984 

[14]. Selon les recommandations de I'OMS, la 

solution hypo-osmolaire contient 7,35 g de 

citrate de sodium et 13,51 g de fructose dans 

un litre d'eau distill6e. Elle peut 6tre aliquot6e 

et stock6e ~ -20 ~ C [30]. 

Pour le test, un 6chantillon de 0,1 ml de sper- 
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me est mglang~ avec 1 ml de solution hypo- 

osmolaire et incub~ ~ 37 ~ C pendant au moins 

30 minutes (120 minutes au maximum). Une 

goutte de cette pr6paration est ensuite obser- 
vge sous un microscope ~quip6 d'un contraste 
de phase. 

Les spermatozo~des vivants pr6sentent un 
influx d'eau au niveau de leur flagelle, entrai- 
nant  une distension membranai re  et un 
recourbement des fibres denses. Ce ph~nom~- 
ne se traduit, fi des degrSs variables, par un 
gonflement et une incurvation du flagelle. 

Sch~matiquement, ces modifications peuvent 

prendre 6 aspects diff~rents (Figure 1). Comme 
pour le test/~ l'~osine, I'OMS recommande une 

lecture sur 200 spermatozo~des, mais fixe le 
seuil de normalit6 ~ 60% de formes vivantes 
pour ce test. 

r d �9 g 

Figure 1: HOST (hypo-osmotic swelling test): types 

de r~act ion m e m b r a n a i r e  du flagelle au s t imulus  

hypo-osmolaire [30]. 

3. A U T R E S  M O Y E N S  D']~TUDE DE LA 

VITALIT]~ 

a) Colorants  v i taux  

D'autres colorants vitaux sont ~ la disposition 
du biologiste pour appr6cier la vitalit6 des 
spermatozo~des. Ils sont en g6n~ral sp6cifiques 
du compartiment nucl~aire, en se fixant sur 
I'ADN. Leur d~tection se fait par fluorescence 

et n~cessite par cons6quent des manipulations 

plus longues et un gquipement ad~quat (micro- 
scope ~ fluorescence ou cytom~tre en flux), ce 
qui fait qu'ils sont exceptionnellement utilis~s 
en spermiologie courante, mais surtout en 
recherche. 

Parmi ces mol6cules, il convient de citer essen- 

tiellement le iodure de propidium qui 6met une 

fluorescence rouge dans le noyau des cellules 

non vivantes et les colorants Hcechst 33258 et 

33342 qui donnent une fluorescence bleue, 

mais n6cessitent une excitation en lumi~re 
ultraviolette. 

b) Colorants  non v i taux  

Certains colorants, comme le SYBR-14, pas- 

sent ~galement ~ travers les membranes  

intactes, reals, pour une raison encore incon- 

nue, donnent une fluorescence plus intense 

dans les noyaux des cellules vivantes que dans 

ceux des cellules alt~r~es [12] 

c) Tests e n z y m a t i q u e s  

La vitalit~ peut ~galement ~tre appr6ci6e en 

explorant les capacit~s fonctionnelles du com- 

partiment cytoplasmique. Le diac~tate de car- 

boxyfluoresc~ine (CFDA) ou de carboxy-dim~- 

thylfluoresc6ine (CDMFDA) p~n~tre dans la 

cellule off, sous Faction d'une est~rase cyto- 

plasmique, le fluorochrome est lib~r6 et 

devient d6tectable (fluorescence verte). Dans 

les cellules alt~r~es, la fluorescence est dimi- 

nu6e parall~lement /t la perte des capacit~s 

fonctionnelles du cytoplasme [11, 26]. 

Ces techniques n~cessitent des lavages pr6a- 

lables afin d'~liminer le bruit de fond caus~ par 

la presence d'est~rases dans le liquide s~minal, 

ainsi qu'une lecture ~ un temps precis, car la 

quantit~ de fluorescence varie avec la cin~tique 

de la r~action enzymatique. 

Les marqueurs enzymatiques ~ la fluoresc6ine 
comme les colorants non vitaux sont le plus 

souvent associ~s ~ un colorant vital de type 
Hoechst ou iodure de propidium [3, 12]. Dans 

les spermatozoa'des en voie d'alt6ration, ce 
double marquage permet d'observer un chan- 

gement de fluorescence du vert au rouge, en 

passant par une fluorescence orang6e interm6- 
diaire. 

d) Microscopie ~ldctronique 

L'~tude ultrastructurale des spermatozo~des 

en microscopie 61ectronique permet de confir- 

mer le diagnostic de n~crozoospermie en mon- 

trant des alterations caract~ristiques de la 

d~g~n~rescence cellulaire qui touchent tous les 
organites cellulaires des spermatozo~des [31]: 
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�9 Fragmentation, voire disparition compl6te de 
la membrane plasmique ; 

�9 Rar6faction de la matrice de l'acrosome et 
v6siculation de la membrane acrosomiale ; 

�9 Caryolyse ; 

�9 Gonflement des mitochondries et fragmenta- 
tion de leurs crates ; 

�9 Rar6faction des colonnes longitudinales et 
des fibres denses ; 

�9 D6sorganisation de la gaine fibreuse ; 

�9 Disparition des microtubules du centriole et 
de l'axon6me. 

4) INTERPRI~TATION D'UNE NI~CRO- 
ZOOSPERMIE 

La d6couverte d'une n6crozoospermie dans un 
bilan d'infertilit6 pose souvent des probl6mes 

d'interpr6tation, tant  les 6tiologies sont diffi- 
ciles ~ cerner. 

Dans une 6tude r6trospective portant sur 5 049 
spermogrammes, Nduwayo et coll. [22] ont 
retrouv6 une n6crozoospermie avec moins de 
50 % de formes vivantes dans 4 % des cas. 
L'6tude concomitante des autres param6tres 
spermiologiques et s6minaux, ainsi que l'ap- 
profondissement du bilan masculin leur a per- 
mis d'identifier 7 cat6gories de causes qui, en 
fait, correspondent plut6t ~ des cadres nosolo- 

giques qu'~ des 6tiologies pr6cises. Un contex- 
te infectieux 6tait retrouv6 le plus fr6quem- 
ment (39 % des cas); les autres cat6gories com- 
prenaient les anomalies du liquide s6minal 
(probl6me de viscosit6, de recueil, de mar- 
queurs prostato-v6siculaires, d'abstinence pro- 
long6e...), les anomalies 6pididymaires (per- 
turbation des marqueurs 6pididymaires), les 
pathologies testiculaires (anomalies cliniques, 
FSH 61ev6e ...), la pr6sence d'auto-anticorps 

anti-spermatozoides (cytotoxiques) et l'existen- 
ce d'une hyperthermie g6n6rale ou locale (vari- 
coc61e, exposition professionnelle ...). Dans 
20% des cas, aucune piste 6tiologique n'a pu 
~tre d6cel6e. 

La notion d'6volution de la n6crospermie dans 
le temps semble 6galement tr6s importante. 
Ainsi, en cas de n6crozoospermie occasionnelle, 
il est tr6s difficile d'identifier une cause pos- 
sible et, parmi les 6tiologies retrouv6es, aucu- 

ne n'apparait  pr6pond6rante. En revanche, si 

la n6crozoospermie est retrouv6e sur plusieurs 
spermogrammes et, afortiori, si elle est per- 
manente, il est toujours possible de retrouver 

un contexte 6tiologique et, parmi les causes 
identifi6es, les pathologies infectieuses sont 

largement pr6pond6rantes [22]. 

La signification d'une n6crozoospermie en 

termes de pronostic de l'infertilit6 n'a pas fair, 

notre connaissance l'objet d'6tudes publi6es 

ce jour. A d6faut d'6tiologies ou de significa- 

tions pr6cises, il convient d'attribuer ~ la 
n6crozoospermie une valeur d'orientation, inci- 

tant  le m6decin ~ approfondir le bilan androlo- 

gique dans plusieurs directions en met tant  
l'accent sur la recherche de stigmates d'une 
infection urog6nitale. Etant  donn6 que le dia- 

gnostic des infections g6nitales chroniques est 

particuli6rement difficile ~ poser, en raison du 

caract6re le plus souvent asymptomatique et 

occulte de ces derni6res, il est n6cessaire d'in- 

clure dans cette recherche des donn6es cli- 
niques (interrogatoire, examen andrologique 

...), paracliniques (6chographie prostato-v6si- 
culaire ...) et biologiques (leucospermie, mar- 
queurs s6minaux, 61astase et autres mar- 

queurs inflammatoires, examen cyto-bact6rio- 

logique des urines, spermoculture, pr616ve- 

ments apr6s massage prostatique ...). Les 
autres orientations du bilan correspondent aux 

diff6rents contextes 6tiologiques pr6c6dem- 
ment cit6s et sont r6sum6es dans la figure 2. 

III. CHOIX DU SPERMATOZOIDE 

MICRO-INJECTER 

La technique d'ICSI a r6volutionn6 la prise en 
charge des st6rilit6s masculines et permet 

d'obtenir d'excellents r6sultats, m6me en cas 

d'alt6rations extr~mement s6v6res du sperme. 

En effet, il a 6t6 d6montr6 que ni la num6ra- 

tion, ni la mobilit6, ni la morphologie des sper- 

matozo~des n' influent sur les r6sultats de 
I'ICSI. Parmi les param6tres spermiologiques 

classiques, seule l'absence totale de spermato- 
zoide mobile apr6s pr6paration du sperme 
constitue un facteur de mauvais pronostic en 
ICSI [16, 21], ce qui s'explique par la forte pro- 
babilit6 de micro-injecter dans ces cas un sper- 

matozo~de mort. 
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i DIAGNOSTIC D'UNE N E C R O Z O O S P E ~ I E  

NECROZOOSPE~IE 
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Figure 2: Or ienta t ion  du bilan maseul in  en eas de n~erozoospermie (modifi~, d'apr~s [22]). 

Or mis ~ part les rares cas de n6crozoospermie 
totale, il persiste le plus souvent parmi les 

spermatozoides immobiles un certain pourcen- 

tage de vivants, susceptibles d'etre inject6s 
avec succ6s. Dans le but de s61ectionner ces 
derniers, les techniques de coloration ne sont 
pas adapt6es, alors que les techniques qui pr6- 
servent les fonctions du spermatozoide, comme 
le HOST et ses d6riv6s, peuvent y trouver une 

indication. Une telle s61ection s'av6re n6cessai- 

re en cas d'asth6nozoospermie totale et dans 
certains cas d'ICSI avec spermatozoides testi- 
culaifes ou cryoconserv6s. 

1. LE HOST PERMET-IL UNE BONNE 

S]~LECTION ? 

Pour r6pondre ~ cette question, il faut distin- 
guer deux situations bien diff6rentes, suivant 
qu'il s'agit de sperme frais ou de sperme cryo- 
conserv6. 

En cas de sperme frais, la comparaison de dif- 
f6rentes techniques d'appr6ciation de la vitali- 

t6 (HOST, 6osine, colorants Hcechst) montre 
une tr6s bonne corr41ation des r6sultats obte- 

nus [9]. En termes de vitalit6, le HOST semble 
donner les m~mes informations que l'6osine 

[28]. En revanche, la corr61ation qui existe 

entre la mobilit6 et les r6sultats du HOST n'est 

pas retrouv6e avec l'6osine [15]. 

Sur le plan clinique, la comparaison des r6sul- 

tats obtenus apr6s ICSI avec des spermato- 

zoides immobiles s61ectionn6s par HOST ou 

choisis au hasard [6] confirme l'int6r6t de cette 

technique de s61ection (taux de fertilisation 

43% versus 26%; taux de clivage 39% versus 
23%). 

En cas de sperme cryoconserv6, au contraire, 

les r6sultats du HOST ne sont plus corr616s 
avec les autres techniques, m~me apr6s correc- 

tion du pourcentage du HOST, puisque apr6s 
d4cong61ation, il n'est pas rare d'observer une 
incurvation flagellaire spontan6e dans 15 
20% des spermatozoYdes [9]. 

Dans une 6tude prospective, uti l isant du sper- 

me normo-, asth6no- ou oligozoospermique, Lin 

et coll. [15] ont montr6 qu'apr6s d6cong61ation, 

33% des spermatozoa'des 6taient jug6s vivants 

d'apr6s le HOST, alors que seuls 9% l'6taient 

d'apr6s le test ~ l'6osine. Inversement, sur les 

67% des spermatozoides 6tiquet6s non vivants 
par le HOST, 7% restaient capables d'exclure 
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l'6osine au niveau de leur t~te. Ces discor- 
dances pourraient s'expliquer par le fait que 
les alt6rations membranaires dues au proces- 
sus de cong61ation-d6cong61ation touchent de 
mani6re ind6pendante la membrane de l'acro- 
some, celle de la t6te ou celle du flagelle [20]. 

L'int6grit6 membranaire du flagelle n'est donc 
pas synonyme d'int6grit6 membranaire de la 
t6te du spermatozoa'de. Or il semble que ce soit 
cette derni6re qui importe le plus dans la sur- 
vie du spermatozoide apr6s d6cong61ation [7]. 
De fait, la plupart des auteurs concluent que le 
HOST classique n'est pas le meilleur outil pour 
le choix d'un spermatozoide immobile, cryocon- 
serv6, en vue d'une ICSI. 

2. LE HOST EST-IL ANODIN ? 

Devant les taux de fertilisation relativement 
modestes obtenus avec l'utilisation de sperma- 
tozoYdes s61ectionn6s par le HOST, la question 
de l'innocuit6 de ce test sur la survie-m6me des 
spermatozoides s61ectionn6s a 6t6 soulev6e. 
Parall61ement, des variantes du HOST ont 6t6 
d6crites, parmi lesquelles le test ~t l'eau, utilis6 
dans de nombreuses 6tudes, en raison de sa 
simplicit6. Introduit par Lomeo [18], il consiste 

m61anger 10 ~tl de sperme et 40 ~1 d'eau dis- 

till6e pour observer des modification osmor6gu- 
latrices du flagelle apr6s 5 minutes d'incubation 

37~ D'autres milieux hypo-osmolaires peu- 
vent 6tre utilis6s, comme la solution de NaC1 
50 ou ~ 150 mOsm/kg [27] ou un milieu de Earle 
dilu6 ~ l'eau ~ 100 mOsm/kg [1]. 

Tsai et coll. [27] ont compar6 les effets de diff6- 
rents milieux hypo-osmolaires sur la survie 
(6valu6e par le test ~ l'6osine) de spermato- 
zoides mobiles ou immobiles au d6part. Les 
r6sultats de cette 6tude sont r6sum6s dans le 

Tableau 1. I1 en d6coule qu'apr6s un temps de 

contact de seulement une minute, la plupart 
des spermatozoides expos6s ~ l'eau distill6e 
sont morts. Avec la solution hypo-osmolaire 
recommand6e par I'OMS et les solutions de 

NaC1 ~ 50 et 150 mOsm/kg, la survie est glo- 
balement bonne et 16g6rement en faveur de la 

solution de NaCI ~ 150 mOsm/kg, en ce qui 
concerne les spermatozoides immobiles. Cette 
diff6rence devient par contre tr6s significative, 

m6me avec les spermatozoides mobiles, apr6s 
30 minutes d'incubation (c'est-~-dire le temps 

minimal d'incubation recommand6 pour le 
HOST classique), puisqu'~ ce moment-l~, 89% 

des spermatozoides expos6s au NaC1 sont tou- 
jours vivants, contre seulement 51% de vivants 
dans la solution OMS. Le temps d'incubation 
des spermatozoides avec la solution hypo- 
osmolaire devrait donc ~tre le plus court pos- 

sible. 

En 6tudiant l'6volution de la r6ponse membra- 
naire ~ I'HOST en fonction du temps d'incuba- 

tion Hossain et coll. [13] ont montr6 que les dif- 

f6rents types de gonflement-incurvation flagel- 
laire r6pondent ~ une cin6tique bien d6finie. 
Ainsi, la r6ponse initiale apparait  ~ partir  de 

25 secondes d'incubation, toujours selon le type 
b (Figure 1), caract6ris6 par un discret gonfle- 
ment ~ l'extr6mit6 du flagelle. Le nombre de 
spermatozoides pr6sentant ce type de r6ponse 

augmente rapidement, at teint  un plateau vers 
3-4 minutes d'incubation, puis diminue pro- 

gressivement, tandis que d'autres types de 
r6ponse commencent ~ apparaitre. Au terme 
de 30 minutes d'incubation, le type g, caract6- 
ris6 par un gonflement global du flagelle, 
devient pr6dominant. I1 semble que les sper- 
matozoides, ~ part ir  d'un stade initial (le type 

Tableau 1:Vitalit6 (6valude ~ l'6osine) de spermatozo~des mobiles et immobiles apr~s exposition & diffd- 

rentes solutions hypo-osmolaires pendant diff6rentes dur6es (modifi6 d'apr~s [27]). 

SOLUTION 

HYPO-OSMOLAIRE VITALIT]~ APRilS 1 MINUTEAPRI~S 

SPERMATOZOIDES SPERMATOZOIDES 

MOBILES IMMOBILES 

30 MINUTES 

SPERMATOZOiDES 

MOBILES 

Eau distill6e 2 % 15 % 

NaC1 50 mOsm/kg 82 % 84 % 

NaC1 150 mOsm/kg 98 % 96 % 

Solution OMS 95 % 86 % 

89 % 

51% 
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b), 6voluent vers un stade terminal (le type g), 

soit directement, soit en passant par un ou plu- 

sieurs stades interm6diaires (les types c, d, e et 

f). II est possible que des diff6rences dans la 

cin6tique de la r6ponse au stimulus hypo- 

osmolaire traduisent  des diff6rences de qualit6 

du cytosquelette des spermatozo~des. De telles 

diff6rences pourraient avoir un int6r~t dans le 

choix du spermatozo~de ~ micro-injecter, mais 

elles 6chapperont compl6tement fi l'observa- 
teur, si ]e protocole classique est appliqu6. 

3. ADAPTATIONS DU HOST 

La technique d'exposition courte au milieu 

hypo-osmolaire a 6t6 adapt6e fi l 'analyse de 

spermatozoides en nombre tr6s r6duit, en utili- 

sant une proc6dure en microgouttes sous huile. 

Dans une boite de culture destin6e fi HCSI, le 

sperme pr6par6 est d6pos6 dans une premi6re 

microgoutte. Deux autres microgouttes sont 

dispos6es fi proximit6, l'une contenant la solu- 
tion hypo-osmolaire, l 'autre une solution de 

polyvinylpyrrolidone (PVP) dans du milieu de 

culture. Cette approche permet de tester indi- 

viduellement chaque spermatozo~de, en le pla- 

~ant avec l'aiguille de micro-injection dans le 

milieu hypo-osmolaire. D6s qu'une r6action 

membranaire est visible au microscope (en 

g6n6ral en moins d'une minute), le spermato- 
zoide est repris, plac6 dans le PVP en vue de 

l '6crasement du flagelle, puis micro-inject6 

imm6diatement [17]. 

Parmi 3 couples pr6sentant une immobilit6 

spermatique totale, ce trai tement a permis 
d'obtenir un taux de fertilisation de 76% et une 

grossesse [17]. Une technique similaire a 6t6 
utilis6e avec des spermatozoides d6congel6s 
[1], mais les r6sultats cliniques ne sont pas 
encore publi6s. 

Une technique alternative de s61ection des 

spermatozoides fi micro-injecter repose sur le 
fait que les spermatozoides fragilis6s d6con- 

densent leur noyau dans une solution d'h6pari- 

ne et de glutathion. Apr6s l'incubation dans ce 

milieu, il suffit de r6cup6rer les spermato- 

zoides non d6condens6s en vue de leur micro- 

injection [29]. L'innocuit6 et l'efficacit6 de cette 
m6thode restent cependant fi d6montrer avant 

une application ~ l'esp6ce humaine. 

IV. S P E R M A T O Z O I D E S  ET 

A P O P T O S E  

La mise en oeuvre des techniques d'ICSI avec 
des spermes de plus en plus d~ficients a 
conduit 6galement ~ une interrogation sur Fin- 
t6grit6 du g4nome des spermatozo~des inject6s. 
En effet, une fragmentation du g6nome carac- 
t6ristique de ]'apoptose est retrouv6e dans les 
spermatozoides, surtout en cas d'alt6rations 
spermiologiques importantes. 

Une meilleure connaissance des ph6nom6nes 
apoptotiques dans les spermatozoides est 
n6cessaire, afin de pouvoir s61ectionner pour 
HCSI des spermatozo~des qui soient non seule- 
ment vivants, mais 6galement exempts de 
fragmentation de leur ADN et d'autres anoma- 
lies qui pr6c6dent la mort programm6e de la 
cellule. 

1. L'APOPTOSE 

L'apoptose est un processus actif, g6n6tique- 
ment d6termin6, qui comprend une succession 
d'alt6rations morphologiques et fonctionnelles 
aboutissant ~ la mort de la cellule. Sur le plan 
morphologique, sont constat6s essentiellement 
un r6tr6cissement cellulaire ainsi  qu'une 

condensation et une fragmentation de la chro- 
matine. 

Les anomalies fonctionnelles sous-jacentes 
comprennent surtout une activit6 endonucl6a- 
sique qui d6grade I'ADN en fragments d'envi- 
ron 200 paires de bases, mais 6galement des 
modifications membranaires avec en particu- 
]ier une ext6riorisation des phosphatidyls6- 
rines qui passent du feuillet interne de la 
bicouche phospholipidique au feuillet externe. 
Enfin, il existe de nombreuses modifications 
du m6tabolisme des mitochondries, comme la 
perte du potentiel de membrane et surtout l'ac- 
tivation de facteurs pro- et anti-apoptotiques, 
ce qui explique que la mitochondrie est une 
v6ritable plaque tournante de l'apoptose. 

2. MOYENS D'I~TUDE 

De nombreuses techniques permettent d'6tu- 
dier l'apoptose dans les spermatozoides. La 
presence de fragments d'ADN double brin peut 
~tre d6tect6e par la technique TUNEL (termi- 
nal deoxynucleotidyl-transferase-mediated 
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dUTP nick end labeling) off, grace ~ une enzy- 
me sp6cifique, des nucl6otides marqu6s (par la 
biotine ou par un fluorochrome) sont incorpo- 
r6s ~ l'extr6mit6 3'OH des fragments d'ADN [4, 
8, 10, 23]. 

Les fragments d'ADN double et simple brin 
peuvent 6galement ~tre mis en 6vidence par 
une technique d'61ectrophor6se alcaline en 
microgel (comet assay) qui montre une migra- 
tion en forme de com6te, dont la t~te corres- 
pond au mol6cules d'ADN intactes et la queue 
aux fragments apoptotiques [8]. 

La pr6sence de phosphatidyls6rine sur le 
feuillet externe de la membrane est d6tectable 
grace ~ la fixation d'annexine V, une prot6ine 
qui reconnait sp6cifiquement ces phospholi- 
pides. I1 s'agit d'un marqueur tr6s pr6coce de 
l'apoptose [4, 23]. 

La perte du potentiel de membrane mitochon- 
drial est 6galement un ph6nom6ne pr6coce de 
l'apoptose et peut ~tre visualis6 ~ l'aide de 
marqueurs  fluorescents qui normalement  
p6n6trent dans la mitochondrie off ils se poly- 
m6risent en dormant une fluorescence rouge. 
En cas de potentiel membranaire mitochon- 
drial abaiss6, ces substances restent dans le 
compartiment cytoplasmique sous forme de 
monom6res qui 6mettent  une fluorescence 
verte [8]. 

La fxat ion  d'anticorps monoclonaux anti-ADN 
simple brin traduit  une baisse de la stabilit6 de 
I'ADN face ~ une d6naturation par la chaleur. 
C'est un marqueur sensible et sp6cifique des 
premiers stades de l'apoptose [4]. 

Enfin, l'6tude ultrastructurale en microscopie 
61ectronique vient confirmer la fragmentation 
de la chromatine et la pr6sence d'alt6rations 
moins sp6cifiques, comme l'61argissement des 
membranes, les redondances membranaires et 
la pr6sence de vacuoles dans le noyau et le 
cytoplasme [10]. 

3. L'APOPTOSE DANS LES SPERMATO- 

ZOiDES 

Des ph6nom6nes apoptotiques peuvent 6tre 
mis en 6vidence dans les spermatozoides par 
l'ensemble des techniques pr6cit6es. Parmi les 
d6terminismes de ces ph6nom6nes, l'action des 
radicaux libres, qui proviennent essentielle- 

ment des spermatozoides non fonctionnels et 
des leucocytes, semble prendre une place pr6- 
dominante. En effet, ces radicaux libres sont 
largement en cause dans la survenue de frag- 
mentations de I'ADN [2]. 

Certains r6cepteurs membranaires, comme le 
r6cepteur Fas, peuvent, apr6s liaison de leur 
ligand, d6clencher la cascade biochimique de 
l'apoptose. Or il a 6t6 d6montr6 que chez les 
sujets infertiles, en particulier les oligozoo- 
spermes, l'expression de ce r6cepteur ~ la sur- 
face des spermatozoides se trouve augment6e 
[24]. Le fait que ces spermatozoides, destin6s 
la mort cellulaire, arrivent n6anmoins ~ matu- 
rit6 et se retrouvent dans l'6jaculat a conduit 

la notion d'apoptose abortive. 

I1 est 6galement possible qu'au cours de la 
spermiogen6se, des erreurs d'activit6 d'une 
endonucl6ase soient ~ l'origine de la mise en 
route du processus apoptotique. Cette enzyme 
intervient physiologiquement dans la cr6ation 
et la r6paration de points de cassure sur 
I'ADN, darts le cadre du remplacement des his- 

tones par les protamines [8]. 

Les r6sultats actuellement disponibles sur 
l'apoptose des spermatozoides montrent que le 
pourcentage de fragmentation de I'ADN est 
plus 61ev6: 

�9 Chez les hommes infertiles [19]; 

�9 Chez les hommes porteurs d'une oligo-asth6- 
no-t6ratozoospermie [19]; 

� 9  le sperme frais par rapport au sperm~ 
pr6par6 [10]; 

�9 En pr6sence d'un fort taux de radicaux libres 
dans le sperme [4]. 

Le pourcentage de fragmentation de I'ADN est 

inversement corr616 avec: 

�9 La num6ration et la mobilit6 des spermato- 

zo~des [10]; 

�9 Le pourcentage de formes typiques, avec une 
pr6dominance des formes microc6phales 
parmi les spermatozoides apoptotiques [10]; 

�9 Les taux de fertilisation et de succ6s de la 
FIV [25] et de I'ICSI [19]. 

I1 apparait  donc que les ph6nom6nes apopto- 
tiques sont en relation tr6s 6troite avec les 

52 



a l t 6 r a t i o n s  s p e r m i o l o g i q u e s  e t  u n  m a u v a i s  

p r o n o s t i c  des  t e c h n i q u e s  d 'AMP. Seu l  le m a r -  

q u a g e  ~ l ' a n n e x i n e  V a d o n n 6  des  r 6 s u l t a t s  

c o n t r a d i c t o i r e s ,  p u i s q u e  ce m a r q u a g e  a 6t6 

r e t r o u v 6  a u s s i  b i e n  d a n s  des  p r 6 p a r a t i o n s  de 

s p e r m e  p a u v r e  que  d a n s  cel les  de s p e r m e  nor -  

m a l  [4]. I1 n ' e s t  p a s  enco re  c l a i r e m e n t  6 tab l i  si  

ce m a r q u a g e  t r a d u i t  de s  p h 6 n o m 6 n e s  apop to -  

t i q u e s  d 6 b u t a n t s  d a n s  ces s p e r m a t o z o i d e s  ou  

s'il r 6 s u l t e  d i r e c t e m e n t  de  la  t e c h n i q u e  de  pr6- 

p a r a t i o n  d u  s p e r m e ,  voi re  de  la  c a p a c i t a t i o n  

des  s p e r m a t o z o i d e s .  

V. CONCLUSION 

L'exploration de la vitalit4 des spermatozo~des 
fait partie du bilan spermiologique de base, 
grace, notamment, au test ~ l'6osine-nigrosine. 
Ce test simple et peu on6reux permet de faire 
le diagnostic d'une n6crozoospermie et d'orien- 
ter alors la poursuite des examens androlo- 
giques de l'homme infertile. 

La vitalit6 est 6galement un 616ment-cl6 du 
choix des spermatozo~des ~ utiliser dans le 
cadre de I'ICSI. Les tests en milieu hypo-osmo- 
laire prennent ici toute leur importance. 
D'apr6s les connaissances actuelles, il semble 
pr6f6rable de tester individuellement les sper- 
matozoides, afin de r6duire le plus possible 
leur temps d'exposition ~ la solution hypo- 
osmolaire. 

La vitalit6 peut enfin se d6finir 6galement 
comme l'absence de tout signe d'initialisation 
de la mort cellulaire programm6e. Depuis 
q u e l q u e s  a n n 6 e s ,  l ' a p o p t o s e  des  s p e r m a t o -  

zo ides  f a i t  l 'obje t  de  n o m b r e u s e s  6 t u d e s  qu i  

a b o u t i r o n t  p r o b a b l e m e n t  h de  n o u v e a u x  t e s t s  

de  s61ection des  s p e r m a t o z o i d e s  u t i l i s a b l e s  e n  

AMP. 
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A B S T R A C T  

The viability of spermatozoa 

T. F O R G E S ,  P. M O N N I E R - B A R B A R I N O ,  

B. F O L I G U E T  

Most of the numerous techniques used to 

assess sperm viability only have research 

appl icat ions,  whi le  only two c lass ical  

tests, i.e. eosin-Y and hypo-osmotic swel- 

l ing test (HOST), are currently used in 

routine sperm analysis to determine the 

percentage of viable sperm. 

A viability rate below 50% of l iving sperm 

def ines  necrozoospermia ,  a condi t ion  

whose  cl inical  s ignif icance is fairly diffi- 

cult to assess as the mechanisms of sperm 

cell death are still poorly understood. 

However, even when  a precise cause for 

necrozoospermia  cannot  be identif ied,  

abnormal  v iabi l i ty  requires  further  

andrological  invest igations with particu- 

lar emphasis  on clinical  and laboratory 

signs of chronic infection of the male 

reproductive tract. 

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) 

can yield very good pregnancy rates, even 

in couples with the most severe forms of 

male infertility. However, when  no motile 

sperm are available after sperm prepara- 

tion, the outcome of ICSI is seriously 

impaired, probably because of a high risk 

of injecting dead sperm. 

In these patients,  sperm viability could 

therefore be assessed by the hypo-osmotic 

swel l ing test in orderto  select only viable 
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sperm for ICSI. However,  the  long incuba-  
t ion t ime of sperm in the  hypo-osmotic  
solution,  as r ecommended  in the  classical  

HOST procedure ,  has  been  shown to be 
de t r imen ta l  to the  spermatozoa.  A single 
sperm tes t  able to assess the  v iabi l i ty  of 
e ach  i n d i v i d u a l  s p e r m a t o z o o n  w i t h i n  
microdrople t s  covered by minera l  oil the- 
refore  seems to be preferable .  This selec- 
t ion p rocedure  is less sui table  in the  case 
of immoti le  f rozen- thawed sperm, as via- 
b i l i ty  does not  appea r  to be re l iab ly  pre- 
d ic ted by HOST in c ryoprese rved  sperm. 

Examina t ion  of sperm viabi l i ty  now also 
e v a l u a t e s  p r o g r a m m e d  cell  d e a t h  or 
apoptosis ,  as apoptot ic  a l t e ra t ions  can  be 
detec ted  in  spermatozoa  by several  tech- 
n iques .  The p e r c e n t a g e  of apop to t i c  
sperm is cor re la ted  wi th  def ic ient  sperm 
pa rame te r s  and  poor  outcome of ass is ted  
reproduc t ive  techniques .  More effective 
select ion p rocedures  are  therefore  nee- 
ded in  order  to ident i fy  spermatozoa  not  
only wi th  in tac t  membranes  bu t  also wi th  
an  in tac t  genome to be used for ICSI. 

Key words: Viability; Spermatozoa; Eosin-Y," 
HOST," ICSI; Apoptosis. 
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