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RESUME

La technique de fécondation in vitro
(FIV) par injection intracytoplasmique
d’un spermatozoide (ICSI) s’est rapide-
ment répandue dans les centres de FIV,
Les résultats récents confirment non
seulement Pefficacité de la technique,
mais aussi son innocuité, les rares ano-
malies observées chez les enfants pou-
vant étre imputées a 'héritage du
génome paternel. L’ICSI rend inutiles
les fonctions acquises par le gamete
issu de la méiose (spermatide) quand il
subit la spermiogenése pour se trans-
former en spermatozoide. Ces fonctions
(mobilité, protection du génome, sys-
témes de reconnaissance et de pénétra-
tion de I'ovocyte) peuvent donc étre
considérées comme le tribut payé par
la spermatogenése pour rendre pos-
sible la fécondation dans 'organisme
féminin, chez tous les mammifeéeres.
L’hypothése d’une “surmaturité” du
gamete masculin, rendue nécessaire
par les aléas de la fécondation naturel-
le, est confortée par la comparaison des
gamétogeneses male et femelle puisque
Povocyte “mar* est méiotiquement plus
immature que la spermatide.

A lissue d’expériences réussies chez le
lapin et la souris, des spermatides ont
été a Vorigine de plusieurs naissances

13

normales aprés ICSI dans ’espéce
humaine (France, Angleterre, Bel-
gique). Dans tous les cas les hommes
étaient azoospermiques et les sperma-
tides ont été recueillies soit dans le
sperme éjaculé, soit dans le testicule.
La place de I’'ICSI avec spermatides
dans PAMP dépend de plusieurs fac-
teurs encore mal connus actuellement.
Nous avons évalué a 76 % la proportion
d’hommes souffrant d’azoospermie non
obstructive qui présentent des sperma-
tides dans leur éjaculat. L’ICSI avec
spermatides pourrait donc concerner 5
a 10 % des hommes stériles.

Mots clés : spermatide, ICSI, méiose, féconda-
tion.

Si la stérilité féminine peut étre palliée
avec un certain succes grace a la FIV (envi-
ron 20 % de grossesses cliniques par ponc-
tion d’ovocytes) les altérations du sperme
constituent un handicap considérable qu'on
tentait jusqu’a récemment de résoudre par
I'insémination artificielle ou la FIV, en
ayant recours a un don de sperme dans les
cas les plus défavorables (Tableau 1).
Cependant, il existe des situations
extrémes ou méme la FIV est impuissante,
le nombre de gamétes mobiles disponibles
étant trés insuffisant alors que le couple
stérile n’accepte pas ’éventualité d’un tiers
donneur.



Tableau 1 : Grossesses pour 100 cycles de traitement selon la technique d’AMP et la qualité

du sperme.
Fertilité de Thomme NORMALE REDUITE NULLE
Technique ’AMP FIV-C IAC FIV-C IAD FIV-D ICSI
% grossesses 20 5-20 16 9 23 23
Tableau 2 : Nombre de spermatozoides pour féconder un ovocyte.
Méthode de niveau nombre de
fécondation d’insémination spermatozoides
- rapport sexuel vagin 200 000 000
_—— col utérin 10 000 000
- insémination artificielle cavité utérine 5 000 000
trompe 1 000 000
- fécondation in vitro milieu de culture
N - éprouvette ou boite 50 000
AN - tube capillaire ou goutte 5000
N
o sous la zone pellucide (SUZI) 5
N
™ dans le cytoplasme (ICSI) 1

C’est pourquoi, depuis la premiére démons-
tration de fécondation par injection du sper-
matozoide dans le cytoplasme ovulaire [21]
la technique d’ICSI a pris une place tres
importante dans la plupart des Centres
d’AMP. Les derniéres statistiques du groupe
pionnier [3] indiquent que les résultats de
I'ICSI sont équivalents a ceux de la FIV pra-
tiquée avec un sperme normal et que les
enfants nés apres ICSI ne montrent pas
d’anomalie particuliére, sauf une augmenta-
tion (~ 1 %) de la fréquence des aneuploidies
concernant les chromosomes sexuels. Ce
phénomeéne est généralement attribué a la
transmission d’'une anomalie paternelle,
telle une mosaique {25], mais il n’a cepen-
dant pas été retrouvé dans une récente
enquéte des biologistes francais (BLEFCO,
2) = Parmi 611 enfants nés aprés ICSI on ne
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recensait que 2 syndromes de Klinefelter et
1 syndrome de Turner (0,5 %).

Actuellement, environ une tentative de FIV
sur quatre est réalisée par ICSI en France
selon FIVNAT [8] bien que les indications
légitimes paraissent respectées [2]. Ainsi le
nombre de spermatozoides nécessaires pour
féconder un ovocyte a rapidement diminué
de 200 millions & I'unité (Tableau 2), tandis
que le nombre d’ovocytes disponibles décu-
plait, grace aux traitements de stimulation
ovarienne.

L’ICSI AVEC GAMETE ATYPIQUE

Lors de PICSI, il est convenu de recourir 4
I’injection des spermatozoides les plus
typiques (mobiles et de forme normale)



chaque fois que possible, afin de mimer la
situation naturelle. Pourtant des circons-
tances expérimentales ou cliniques ont per-
mis d’explorer la fécondance de gametes aty-
piques, et d’évaluer la qualité de l'oeuf ainsi
obtenu. Chez la souris, la sélection volontai-
re de spermatozoides morphologiquement
trés anormaux (téte trés déformée) n’em-
péche pas la procréation par ICSI [5]. Ces
résultats indiquent que le gaméte anormal
contient le génome et les organites compa-
tibles avec le développement de descendants
fertiles ; de plus, les auteurs [5] observent
un sperme amélioré (spermatozoides plus
typiques) chez les descendants, par compa-
raison avec les gamétes paternels, souli-
gnant ainsi la dissociation entre génotype et
phénotype du spermatozoide. D’autres tra-
vaux montrent que la téte isolée du sperma-
tozoide de souris, maltraitée de diverses
facons (sonication, triton, démembranation,
congélation brutale ...) reste compétente
pour produire des souriceaux normaux par
ICSI [13]. Ces résultats montrent que, chez
la souris, la fécondation viable ne nécessite
aucun des organites extra nucléaires pourvu
que l'activation de I'ovocyte soit artificielle-
ment induite. Citons aussi 'ICSI, dans I'ovo-
cyte de souris, de spermatozoides humains
dépourvus d’acrosome [24], expérience qui
montre que 'anomalie spermatique ne cor-
respond pas 4 une anomalie chromoso-
mique. C’est encore ’équipe de Yanagimachi
qui a récemment montré que la sélection
volontaire de spermatozoides humains anor-
maux n’a pas d’influence notable sur les
anomalies résultant de 'ICSI dans l'ovocyte
de souris [14] :malgré une fréquence aug-
mentée d’anomalies structurelles quand le
gameéte méile présente une téte tres défor-
mée, ou ronde, ou allongée, le taux d’aneu-
ploidie est normal. Le méme travail (14) ne
releve pas d’effet sur les anomalies chromo-
somiques quand le spermatozoide est micro-
céphale ou macrocéphale.

Ainsi se trouve confirmé dans 'espeéce
humaine ’absence de relation stricte entre
Paspect du spermatozoide et sa constitution
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chromosomique. Par ailleurs, cette équipe a
aussi eu recours a I'ICSI pour rendre fer-
tiles des souris stériles parce que leur géno-
me s’oppose a l'interaction gamétique [12].
Cette expérience constitue un modéle ani-
mal pour d’éventuelles interventions per-
mettant de pallier une stérilité humaine
d’origine génétique telle que des microdélé-
tions du bras long du chromosome Y [23] ou
la non fonctionnalité du géne CREM [4, 17]
par exemple. Dans ces cas une descendance
completement normale, sauf pour sa fertili-
té, peut étre obtenue apres ICSI.

Dans l'espéce humaine aussi, la féconda-
tion avec des spermatozoides anormaux a
été réalisée dans le cadre d’AMP comme
I'insémination subzonale (SUZI) de
gamaétes immobiles par absence de bras
externes de dynéine [38]. De plus, en cas
d’azoospermie, 'ICSI est couramment pra-
tiquée avec des spermatozoides obtenus
par ponction de I’épididyme ou du testicule
[26]. Ainsi la totalité des événements en
aval de la production des spermatozoides
(maturation épididymaire, capacitation,
reconnaissance gamétique, réaction acroso-
mique, fusion membranaire) peut étre
court-circuitée sans conséquence pour la
procréation. La grossesse a méme été obte-
nue par ICSI de spermatozoides testicu-
laires dont 'immobilité persistait malgré
Iincubation in vitro [18], soulignant que
les défauts cellulaires responsables de 'im-
mobilité n’annulent pas la capacité
nucléaire a permettre une fécondation nor-
male. Quant a la morphologie des sperma-
tozoides humains, pas plus que chez l'ani-
mal elle n’a pu étre mise en relation avec
les résultats de I'ICSI, lesquels sont indé-
pendants du spermocytogramme [32].

Ainsi la seule exigence pour la fécondation
par ICSI est la présence d’'un spermatozoi-
de vivant [16] quelles que soient ses carac-
téristiques et son origine. Si une étude
cytologique des événements de la féconda-
tion par ICSI chez le singe Rhésus [31]
réveéle certaines différences par rapport a



la fécondation naturelle, rien n’indique
que ces différences puissent avoir d’éven-
tuelles conséquences sur le développe-
ment.

L’ICSI AVEC GAMETE IMMATURE

En amont de I'immaturité physiologique
qui affecte le spermatozoide testiculaire,
des gameétes n'ayant pas subi la totalité de
la spermatogenése ont été injectés dans des
ovules dans le but d’obtenir la fécondation
et le développement. Comme l'indique le
Tableau 3, 'ICSI avec spermatide a été réa-
lisée dans plusieurs espéces animales
(hamster, souris, lapin, bovin), et quelques
dizaines de nouveaux nés normaux,
capables de procréer, ont été obtenus chez

la souris et le lapin. On note qu'il s’agissait
de spermatides rondes, c’est-a-dire en tout
début de spermiogenése, et que le plus sou-
vent le noyau de ces cellules seulement
était injecté, d’ol 1a nécessité de procéder a
Pactivation artificielle de 'ovocyte, le fac-
teur spermatique cytosolique ou «oscilline»
[22] étant absent. De plus, ces spermatides
étaient recueillies dans le testicule plutét
que dans la semence (réalisable seulement
chez le lapin et le taureau) ou dans I'épidi-
dyme (origine usuelle des spermatozoides
utilisés en FIV chez les rongeurs). Bien
qu'aucune allusion a ce choix ne figure dans
les articles cités, on admettra que chez ces
males normalement fertiles c’est dans le
testicule qu’il est logique de rechercher des
spermatides.

Tableau 3 : Fécondation avec précurseurs du spermatozoide.

Espéces Origine Stade Etat Technique Résultats Références
Hamster  testicule spermatide noyau I1CSI fécondation Ogura et
ronde Yanagimachi [19]
Souris testicule  spermatide  intacte électrofusion 4 petits Ogura, Matsuda et
ronde Yanagimachi [20]
testicule  spermatide noyau ICSI 37 petits Kimura et
ronde Yanagimachi [10]
testicule spermatocyte II noyau ICSI 7 petits Kimura et
Yanagimachi [11]
Lapin testicule  spermatide noyau 1CSI 3 petits Sofikitis et al. [28]
ronde
testicule  spermatide noyau ICSI 14 petits Sofikitis et al. [30]
ronde
Bovin testicule  spermatide  entiére ICSI blastocystes Goto et al. [9]
ronde
Humain testicule  spermatide noyau ICSI 4 FCS Sofikitis et al. [29]
ronde
testicule  spermatide  intacte ICSI fécondation Vanderzwalmen et
allongée al. [36]
testicule  spermatide  intacte ICSI 1 grossesse Fishel et al. [7]
ronde
éjaculat  spermatide  intacte ICSI 2 naissances Tesarik et al. [33]
ronde
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Dans l'espéce humaine, Vanderzwalmen et
al. obtenaient la fécondation par ICSI de
spermatides allongées en 1995 [36], tandis
que Sofikitis et al faisaient connaitre suc-
cinctement [29] plusieurs fausses couches
spontanées survenues dans des grossesses
obtenues par ICSI de noyaux de sperma-
tides rondes. Peu apreés des grossesses évo-
lutives étaient rapportées simultanément
par Fishel et al (une fille normale [7]) et
Tesarik et al (deux gar¢ons normaux [33]).

LE SPERMATOZOIDE EST UNE
SPERMATIDE SPECIALISEE POUR
LA FECONDATION

Nous avons développé ailleurs [34] 'hypo-
these que la transformation de la spermati-
de en spermatozoide est le tribut payé par
la spermatogenése aux nécessités de la
fécondation dans l'organisme féminin. Car
il faut bien que le gamete male se déplace
(role du flagelle et de la compaction
nucléaire), qu’il reconnaisse 'ovule (role des
protéines de surface) et soit capable de le
pénétrer (role des enzymes acrosomiques).
Aussi, malgré son aspect spectaculaire sur
le plan cytologique, la spermiogenése est
une métamorphose cellulaire dont la signi-
fication est exclusivement fonctionnelle.
Cette hypothése, basée sur les connais-
sances scientifiques, est confortée par les
résultats déja obtenus grace a I'ICSI avec
spermatides chez les mammiferes, et s’op-
pose a diverses spéculations. Parmi celles-
ci, le réle postulé de certains organites du
gameéte dans le développement embryonnai-
re qui serait empéché, ou encore ’emprein-
te génomique qui ne serait pas normale-
ment réalisée. S’il est exact que, au contrai-
re de la souris, c’est le spermatozoide qui
apporte le centriole dans Yoeuf humain, cet
organite préexiste dans la spermatide et est
introduit dans lovule par 'ICSI quand la
spermatide entiere est injectée. Quant a
I’empreinte génomique, elle prend place
avant la méiose [37], et est donc acquise
dans la spermatide ; certaines méthylations
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géniques surviennent dans ’épididyme [1]
mais, si elles étaient indispensables pour
un développement normal, la fécondation
avec des spermatozoides testiculaires serait
tout aussi problématique.

C’est surtout I'idée recue que I'ovule est un
gamete “mGr® tandis que la spermatide
serait une cellule germinale “immature“ qui
vient dramatiser le débat autour de I'ICSI
avec spermatide. Rappelons que la corres-
pondance méiotique doit associer spermato-
cyte Il avec ovocyte Il c’est-a-dire avec
Povule. Rappelons aussi que la spermatide
est une cellule n haploide tandis que Povule
est 2 n haploide puisque les chromatides y
sont encore appariés. La belle expérience de
Kimura et Yanagimachi [11], chez la souris,
démontre que la fécondation normale est
obtenue par ICSI du spermatocyte II dans
son homologue, I'ovule. Dans ce cas chaque
cellule méiotique émet son propre globule
polaire. Cette démonstration soutient notre
hypothese que, du point de vue génétique,
le gamete miir est bien la spermatide, et
que sa transformation en spermatozoide
correspond seulement aux nécessités de la
fécondation. Notons enfin que, méme si la
fécondation avec spermatocyte II était réa-
lisable dans notre espéce, il n’est pas cer-
tain que cet artifice extréme correspondrait
a des indications de stérilité masculine.

L’ICSI AVEC SPERMATIDE :
POUR QUI ?

Par principe, le recours a des spermatides
pour I'ICSI ne concernerait que des
hommes chez lesquels aucun spermatozoi-
de vivant n’a été recueilli dans I’éjaculat
ou dans le testicule. L’évaluation de la
proportion des azoospermies non obstruc-
tives pouvant bénéficier de I’'ICSI avec
spermatide dépend donc de la stratégie
médicale envers les patients azoosper-
miques chez lesquels pourraient persister
des foyers isolés de spermiogenése. Bien
que de tels foyers aient été trouvés chez



certains hommes azoospermiques [27] leur
recherche est tout a la fois aléatoire et
iatrogeéne. Aussi, la décision logique de
préférer injecter un spermatozoide plutot
qu'une spermatide n’est pas nécessaire-
ment conforme a I'intérét du couple : la
répétition de biopsies testiculaires risque
ne pas déboucher sur le recueil de gameétes
mirs, la totalité des tubules séminiféres
ne pouvant étre examinée, tandis que
cette intervention invasive risque de com-
promettre 'accés ultérieur 4 une source
résiduelle de gamétes, méme immatures.
En effet, les deux causes les plus fré-
quentes de 'azoospermie non obstructive,
les syndromes de “Sertoli cell only“ et
d’“arrét de maturation® sont justement
définies par I'absence de gameétes dans les
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biopsies testiculaires. Il a été récemment
montré que les testicules de la moitié des
hommes présentant les syndromes “Sertoli
cell only“ [27] ou d“arrét de maturation®
[35] receélent des foyers de tubes sémini-
feres normaux ou se déroule la spermato-
genése. Mais un tel bilan nécessite que
“the entire testis is carefully sampled®
selon Silber et al [27] ... Méme si, chez la
souris, I'[CSI de spermatides est moins
efficace que 'ICSI de spermatozoides [10],
et en admettant que ce handicap ne soit
pas résolu par des améliorations tech-
niques, la question se pose de savoir §’il
faut s’acharner a découvrir d’éventuels
spermatozoides dans les testicules
d’hommes azoospermiques mais excrétant
des spermatides.
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Figure 1: Comparaison des gamétogenéses male et femelle : le gaméte femelle “mar* (ovule)
est en fait Povocyte 11, stade méiotique moins avancé que la spermatide chez le male.
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L’arrét de maturation des spermatides a été
récemment constaté dans 7 % des biopsies
[35], soit 5 fois moins que dans la série de
Chen et al [6]. Ces résultats conflictuels
recouvrent certainement des étiologies variées
et des techniques d’analyse du testicule plus
ou moins performantes. Dans hypothése ou
I'ICSI serait réalisée avec des spermatides
éjaculées [33] on doit évaluer la proportion
des hommes montrant une azoospermie non
obstructive qui bénéficieraient de cette tech-
nique. Nous avons ainsi réalisé une recherche
approfondie sur culot cellulaire pour détecter
des cellules germinales dans I'éjaculat de 117
hommes azoospermiques. Aucune cellule de la
lignée germinale n’a été identifiée chez 22
hommes (19 %) tandis que des spermatides
étaient présentes 89 fois (76 %) et quelques
spermatozoides 6 fois (5 %).

Une étude récente [15] indique la découver-
te de spermatides éjaculées dans des pro-
portions équivalentes (69 % des hommes
souffrant d’azoospermie non obstructive) et
confirme I'absence de corrélation avec les
niveaux de FSH.

Ainsi une estimation grossiére, tenant
compte de 'azoospermie non obstructive
chez environ 10 % des couples stériles, per-
met d’évaluer I'indication d’ICSI avec sper-
matides éjaculées pour 5 4 10 % de ces
couples. Seuls les résultats a venir de cette
technique permettront de définir sa place
réelle au sein de PAMP. Outre Pefficacité, il
s’agira de confirmer I'innocuité de la fécon-
dation avec spermatide sur la santé et le
développement des enfants. Parmi les moti-
vations subjectives qui seront aussi déter-
minantes, citons l'attitude des couples sté-
riles quant a 'alternative don de sperme et
lacceptation du risque, réel, de transmis-
sion de la stérilité de pere en fils.
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ABSTRACT

Fertilization by spermatid injection
into the oocyte

J. TESTART

There was a recent large spreading of
intracytoplasmic sperm injection
(ICSI) to treat male infertility in most
of in vitro fertilization (IVF) laborato-
ries. The recent data confirm the effi-
cacy of ICSI even by using testicular
sperm or sperm with grossly abnormal
phenotype (round head, absence of
motility).



Moreover it appears that ICSI could
pass beyond the last events of sperma-
togenesis (i.e. spermiogenesis), since
normal development follows fertiliza-
tion with the male gamete, spermatid,
recovered just after completion of
meiosis. It is obvious that the natural
properties of a mature spermatozoon
(motility, ADN compaction, oocyte
recognition and penetration) are only
necessary to reach the site of fertiliza-
tion (into the female tube) and to pass
through the protective enveloppes
around the oocyte (cumulus oophorus,
zona pellucida, plasma membrane).
The current view that spermatids lack
genetic maturation comparing to eggs
is not valid since eggs are only secon-
dary oocytes at a meiotic stage equiva-
lent to that of secondary spermato-
cytes. Moreover genetic imprinting
occurs before meiosis, and cytoplasmic
structures which seem necessary for
embryo development are already pre-
sent in spermatids.
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ICSI using spermatid cells is relevant
to men suffering non obstructive azoo-
spermia if spermatids are recovered
from either the ejaculate or the testi-
cular tubes. Several normal babies
were born after injection of round
spermatids. Since these spermatogenic
cells are present in the ejaculate of
most of the patients with non obstruc-
tive azoospermia (76 % in our lab), one
can estimate to 5 - 10 % the proportion
of sterile men potentially concerned
by conception with spermatids. Howe-
ver certain of these men may have
occasional sperm found with testicular
sperm extraction and it is to early to
know if such iatrogenic extraction is
always preferable to ejaculate sperma-
tid collection.

Key words : spermatid, ICSI, meiosis, fertiliza-
tion.



