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R E S U M E  

L'injeetion intracytoplasmique par ICSI d'un 
gamete  immature (spermatide)  a ~t~ r~alis~e 
dans plusieurs  esp~ces  animales  (souris, ham- 
ster, lapin, et bovin),  ainsi  que chez l'homme. 
Le recours  fi des spermat ides  pour  ICSI 
concerne  des pat ients  chez lesquels  aucun 
spermatozoide  n'a ~t~ observd dans l'~jaculat 
ou dans le test icule.  Vanderzwalmen et al 
(1995) rapportaient  chez l 'homme la fdconda- 
t ion d'ovocytes et le cl ivage embryonnaire  
par l ' injection en ICSI de spermatides  allon- 
gdes. Cela a ~td confirm~ par l 'obtention de 
quelques  naissances  fi la suite  de l ' injection 
ovocytaire  de spermatides  rondes  ou allon- 
g~es extraites  de l'~jaculat ou du testicule.  
Mais, aujourd'hui,  l 'ut i l isat ion de sperma- 
t ides  en ICSI demeure  tr~s controversde.  Le 
succ~s de I'ICSI avec une  spermatide,  son 
identif icat ion,  ainsi  que les probl~mes pos~s, 
sont  l'objet de cette  revue. 

INTRODUCTION 

Depuis 6 ans, nous avons vu se d6velopper 
consid6rablement les moyens de lutte contre la 
st6rilit6 masculine et ceci grfice ~ l 'apparition 
de la technique de microinjection d'un sperma- 
tozoide dans l'ovocyte (ICSI). L'av6nement de 
cette technique a compl6tement r~volutionn~ 
la prise en charge de la st6rilit6 masculine. 
Elle a permis ~ des patients atteints d'oligo- 
zoospermie s~v~re de devenir p~res et pour les- 
quels la f6condation in vitro conventionnelle 
(FIVc) avait 6t6 peu efficace. Egalement, I'ICSI 
a permis ~ des patients azoospermiques, par la 
microinjection de spermatozo~des 6pididy- 
maires ou testiculaires, de r6aliser leur projet 
de d~sir d'enfant. 

Une nouvelle perspective depuis 1995 est 
apparue pour le trai tement de patients ayant  
une spermatog6n~se alt6r6e, par l'injection de 
spermatides haplo~'des ayant  achev6 leur m6io- 
se [30]. Le but de cette revue est (i) de faire un 
bilan des r6sultats de l 'utilisation des sperma- 
tides en ICSI, chez l'homme ou chez l'animal, 
ainsi que des probl~mes pos6s, et (ii) d'6valuer 
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le risque ~ventuel (g~n~tique ou ~pig~n~tique) 
dfi ~ l'injection intra -ovocytaire des sperma- 
tides dans le cadre d'un programme de th~ra- 
peutique de l'infertilit~ masculine. 

I. ICSI  AVEC SPERMATIDE 
(EXPERIENCES ANIMALES) 

La premiere experience publi6e concernant la 
microinjection des spermatides date de 1993, 
finalement peu de temps apr~s le d~veloppe- 
ment de la technique de microinjection elle- 
m~me. Ogura et al (1993) [20]ont tent~ de 
f~conder des ovocytes matures de hamster  en 
injectant le noyau de spermatides rondes. Ils 
montrent alors la capacit~ de ce noyau ~ se 
transformer en pronucleus mille morphologi- 
quement normal, synth~tiser de I'ADN et se 
m61anger aux chromosomes de l'ovocyte pour 
participer h la syngamie. Un an apr~s, ils 
obtiennent des embryons dont le transfert  
aboutit h la naissance de 4 souriceaux nor- 
maux (fertilit~ et comportement) [21]. D'autres 
naissances ont ~t~ obtenues chez le lapin [27], 
et chez la souris [17, 18], (voir Tableau 1). 
Dans ces travaux, les auteurs consid~rent que 
les modifications postmitotiques de la sperma- 
tide (r~organisation du noyau, formation de 
l'acrosome et du flagelle), comme celles du 
spermatozo~de (maturat ion ~pididymaire, 
capacitation, r~action acrosomique), se d~ve- 
loppent uniquement pour permettre la p~n~- 
tration du noyau haploide m~le dans l'ovocyte. 

II. ICSI AVEC SPERMATIDE 
(RESULTATS CHEZ L'HOMME) 

I1 s'agit de microinjecter un ovocyte avec une 
spermatide ronde, ou en d~but d'~longation, 
pr~lev~e sur une biopsie testiculaire ou identi- 
fi~e dans l'~jaculat de patients ayant une azoo- 
spermie [30, 40] (Tableau 2). 

Que l'ICSI soit faite avec des spermatides 
rondes ou allong~es, 12 enfants sont n~s dont 3 
avec spermatide ronde (ROSI), et 9 avec sper- 
matide allong~e (ELSI). Tesarik et al (1995) 
ont ~t~ les premiers a microinjecter des sper- 
matides rondes provenant  de l '~jaculat 
d'hommes dont l'azoospermie complete ~tait 
inattendue le jour de la tentative de f~conda- 
tion in vitro [30]. Sur les 7 transferts r~alis~s, 
2 ont ~t~ suivis d'une grossesse puis une nais- 
sance h terme. La troisi~me naissance par 
ROSI a ~t~ publi~e par Vanderzwalmen deux 
ans plus tard[41]. Les spermatides prove- 
naient cette fois-ci de biopsies testiculaires. 

Les taux de f~condation sont assez variables 
d'une 6quipe h l'autre. En effet, dans la majo- 
rit~ des cas, le taux de f~condation obtenu par 
microinjection de spermatides rondes est inf~- 
r ieur  h celui classiquement obtenu par 
microinjection de spermatozo'ides. Une seule 
~tude compare ces taux de f~condation sur une 
m~me cohorte ovocytaire[14]. L'ensemble des 
auteurs pr~cisent que des ameliorations tech- 
niques pourraient modifier les r~sultats. Le 
tableau 2 montre clairement que non seule- 
ment les taux d'implantation sont extreme- 

Tableau I : Micro-injections de spermat ides  chez l 'animal  

Esp~ce Technique Embryons 

transforms 

Naissances References 

Souris 

Lapin 

Souris 

Lapin 

~lectrofusion de noyau 346 

injection de noyau 121 

injection de noyau 131 
ou cellule enti~re 

injection de noyau 150 

4 

3 

35 

14 

Ogura et al, 1994 [21] 

Sofikitis et al, 1994 [27] 

Kimura et al, 1995117, 18] 

Sofikitis et al, 1996 [27] 
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ment bas, mais qu'on note 6galement un 
nombre important de fausses couches sponta- 
n6es. Deux 4quipes [14, 44] ont tent6 de 
microinjecter non pas la cellule enti6re mais le 
noyau de la spermatide ronde (ROSNI: Round 
Spermatid Nucleus Injection). Les r6sultats 
6taient tr6s prometteurs chez la souris [21]. 
L'injection du noyau permet d'utiliser une 
micropipette d'injection de diam6tre inf6rieur 

celui utilis6 pour la cellule enti6re et diminue 
donc ~ priori le risque de 16ser l'ovocyte durant  
l'injection. Les auteurs ont pens6 6galement 
que la persistance d'une grande quantit6 de 
cytoplasme autour du noyau pouvait g~ner sa 
t ransformat ion en pronucleus mille. Des 
embryons ont 6t6 obtenus et transf6r6s mais 
aucune grossesse n'a 6t6 jusqu'~ terme . On 
sait d6j~ que les ovocytes humains, contraire- 
ment aux ovocytes de souris, ne poss6dent pas 
de centrosome, organite intracellulaire essen- 
tiel pour la division cellulaire . Ce dernier est 
fourni chez l 'humain par le gam6te mille. De la 
m6me fa~on, le gam6te mille apporte un fac- 
teur d'activation ovocytaire appel6 SSF (Sperm 
Soluble Factor ou oscilline) dont le r61e est 
important pour l'obtention d'embryons viables. 
D'apr6s les r6sultats, il parait  pr6f6rable de ne 
p a s s e  priver de l'ensemble des composants 
cytoplasmiques de la spermatide. 

La premi6re naissance par l'injection de sper- 
matides allong6es a 6t6 rapport6e par Fishel et 
al (1995) [13]. Une biopsie testiculaire prati- 
qu6e chez le patient avait montr6 la pr4sence 
de spermatozoides. Mais, le jour de la tentati- 
ve, seuls 9 spermatozo~des anormaux ont 6t6 
retrouv6s et l 'auteur a pr6f6r6 injecter les ovo- 
cytes avec des spermatides allong6es (stade 
Sdl) de morphologie apparemment normale. 
Sur 10 ovocytes, un seul a 6t6 f6cond6 et a 
donn6 un embryon. Le t ransfer t  de cet 
embryon a abouti ~ une naissance. Un an 
apr6s, Tesarik et al (1996) [32] obtiennent avec 
des spermatides allong6es de l'6jaculat un taux 
de f6condation sup6rieur mais aucune grosses- 
se. Sur un plus grand nombre de cas, les tra- 
vaux de Kahraman et al (1997) [16], Antinori 
et al (1997) [3, 4] et Vanderzwalmen et al 
(1997) [41] montrent des taux de f6condation 
et de grossesse sup6rieurs pour l'injection de 

spermatides allong6es par rapport ~ l'injection 
de spermatides rondes (Tableau 2). 

Comment expliquer cette diff6rence? Sur le 
plan th6orique, les spermatides allong6es 
repr6sentent une 6tape plus avanc6e dans la 
spermatogen6se : la transition histone-prota- 
mine et la condensation de I'ADN ont d6j~ com- 
menc6, la maturit6 du cytoplasme et de ses 
composants (oscilline) est sup6rieure. Sur le 
plan technique, les spermatides allong6es sont 
plus faciles ~ reconnaitre que les spermatides 
rondes sous microscope optique. Enfin, leur 
taille permet l 'utilisation de pipettes d'injec- 
tion de diam6tre identique ~ celles utilis6es 
pour I'ICSI, contrairement aux spermatides 
rondes dont l'injection n6cessite des pipettes de 
plus grand diam6tre et pr6sente donc un 
risque plus important de dommages ovocy- 
taires [41]. Cependant, pour pouvoir comparer 
les r6sultats et 6valuer le pouvoir f6condant 
des spermatides de diff6rents stades de d6ve- 
loppement, il est important que l'ensemble des 
6quipes adopte la m~me terminologie. De plus, 
dans la mesure oR les classifcations utilis6es 
sont bas6es sur l'observation de spermioge- 
n6ses normales et dans la mesure oR il n'exis- 
te pas encore de classification pour les formes 
pathologiques, il est n6cessaire que les auteurs 
d6crivent tr6s pr6cis6ment les stades utilis6s 
[34, 35]. De plus, l'6tude de Fishel et al (1997) 
[14] compare les taux de f6condation obtenus 
par injection de spermatozoides ou de sperma- 
tides rondes ou allong6es chez 18 patients oli- 
goasth6not6ratozoospermiques s6v6res ou 
ayant une azoospermie s6cr6toire (tableau 3). 
Elle montre des taux de f6condation variant  de 
18 ~ 38 % selon l'origine et le type des sperma- 
tides contre 63 ~ 74 % pour les spermatozoides. 

Le tableau 3 montre que les taux de f6conda- 
tion varient selon l'origine des spermatides, et 
ceci inversement pour spermatides rondes ou 
allong6es. Mais, il ne s'agit que de tendances, 
car statistiquement il n'y a pas de diff6rences 
significatives. Cette 6tude confirme que dans 
tousles cas, quelles soient rondes ou allong6es, 
provenant du testicule ou de l'6jaculat, les 
spermatides sont moins performantes que les 
spermatozoides. 
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Tableau 3 : Comparaison des taux de fdconda- 
tion obtenus p a r  injection de spermatozofdes 
ou de spermatides rondes ou allongdes 

Source des gametes 

Cellule injectde 6jaculat Testiculaire 

Spermatide ronde 33% 

Spermatide allong6e 18% 

Spermatozoides 63% 

21% 

38% 

74% 

Fishel et al, 1997. [14] 

III. ASPECTS TECHNIQUES 

1. Ddfin i t ions  

ROSI : microinjection d'une spermatide ronde 
(Round Spermatid Injection). 

ROSNI : microinjection du noyau de la sper- 
matide ronde (Round Spermatid Nucleus 
Injection). 

ELSI : microinjection d'une spermatide allon- 
g6e (Elongated Spermatid Injection). 

2. I d e n t i f i c a t i o n  d'une s p e r m a t i d e  

a) Description des stades successifs de diffdren- 
ciation 

On distingue 6 types de spermatides en fonc- 
tion de la forme de la cellule, de la forme du 
noyau et de l'aspect de la chromatine : (i) Sa et 
Sbl  : spermatides rondes, (ii) Sb2 et Sc : sper- 
matides en 61ongation, et (iii) Sdl  et Sd2 : sper- 
matides matures. 

Sur frottis de sperme ou apposition de fragment 
de biopsie testiculaire fix6s et color6s par la 
technique de Harris-Schorr, chacun de ces types 
de spermatide est reconnaissable. Ce n'est pas 
le cas sans coloration, donc sur les pr616vements 
frais utilis6s pour la microinjection. 

b) Comment reconnaitre une spermatide ronde 
dans un prgl~vement frais ? 

L'identification et la s61ection de la spermatide 
ronde est une 6tape fondamentale pour l'issue 
de la microinjection [44]. La spermatide se dif- 
f6rencie des autres cellules rondes par sa 
taille, sa forme et les caract6ristiques de son 
noyau. La spermatide ronde vivante pr6sente 

un noyau rond central, entour6 d'une zone 
r6guli6re de cytoplasme. Les contours de la eel- 
lule sont lisses. Le diam6tre varie de 6 ~ 8 ~tm, 
soit peu pr6s celui d'un globule rouge[31, 32, 
19, 2, 29]. La taille de la spermatide est un cri- 
t6re de s61ection important qui permet de dif- 
f6rencier la spermatide ronde des spermatogo- 
nies, spermatocytes, polynucl6aires et grands 
lymphocytes, cellules dont le diam6tre est 
sup6rieur celui d'une spermatide ronde. Un 
granule acrosomique en d6veloppement est 
parfois visible sous la forme d'un spot de den- 
sit6 optique diff6rente (brillant ou clair selon le 
syst6me optique) adjacent au noyau. Ce crit6- 
re, pourtant utile pour la s61ection de la cellu- 
le, n'est pas toujours observ6: les spermatides 
rondes pr6coces (phase Golgi du d6veloppe- 
ment acrosomique) n'ont pas encore d6velopp6 
leur granule acrosomique alors que pour les 
stades les plus avanc6s, l 'acrosome peut  
prendre la forme d'une cape sur la cellule, fai- 
blement visible sur des cellules non color6es. I1 
faut donc savoir que la p6riode pendant laquel- 
le la v6sicule acrosomique est clairement 
visible au sein de la spermatide ronde est limi- 
t6e [42]. 

c) Risques de confusion 

La spermatide ronde peut alors ~tre confondue 
avec un petit lymphocyte, cellule dont la taille 
et la forme sont similaires. I1 existe toutefois 
quelques diff6rences: le lymphocyte pr6sente 
un rapport nucl6ocytoplasmique plus 51ev6 que 
la spermatide et le cytoplasme n'entoure pas le 
noyau de la cellule de fa~on r6guli6re [2]. 
Silber et al [26] soulignaient r6cemment le 
risque de confusion entre spermatide ronde et 
noyau de cellule de Sertoli. Vanderzwalmen et 
al [42] et 6galement Tesarik et al [36] s'oppo- 
sent totalement ~ cette consid6ration. Selon 
Tesarik, les noyaux des cellules de Sertoli sont 
beaucoup plus grands que les spermatides 
rondes et les restes cytoplasmiques qui les 
entourent  parfois sont morphologiquement 
tout ~ fair diff6rents du cytoplasme d'une sper- 
matide ronde [36]. 

d) Confirmation 

La m6thode de s61ection d6crite repose unique- 
ment sur des crit6res morphologiques dont 
l'observation est susceptible de varier d'un 
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individu l'autre. Ainsi, Angelopoulos et al [2] a 
pu confirmer par FISH (Fluorescent In Situ 
Hybridation) que 80 % des cellules rondes qu'il 
avait  s61ection6es au microscope invers6 
6taient bien des cellules haploides. De m6me 
pour Yamanaka [44] qui, apr~s avoir s61ection- 
n6 des spermatides rondes par analyse d'image 
assist6e par ordinateur, a v6rifi4 qu'il s'agissait 
de cellules haploides par microscopie 61ectro- 
nique h transmission. D'autres m6thodes de 
confirmation existent, comme l'utilisation d'un 
anticorps anti acrosine [31]. 

IV. RISQUES POTENTIELS 

Une des plus grandes craintes lors de l'intro- 
duction d'une nouvelle technique de conception 
assist6e est celle de faire naitre des enfants 
anormaux. Sur ce point, les premi6res infor- 
mations concernant les enfants conqus par 
rnicroinjection de spermatides sont plut6t ras- 
surantes [30]. Mais le fait qu'un enfant soit 
normal ~ la naissance ne constitue pas la 
garantie d'un d6veloppement normal jusqu'h 
l'~ge adulte. Dans le contexte d'application 
humaine, il existe deux questions fondamen- 
tales h poser: (i) pourquoi l'homme qui dolt 6tre 
inclus dans le programme de conception avec 
spermatides ne produit pas de spermatozoa'des 
?; (ii) tousles 616ments n6cessaires au d6velop- 
pement de l'embryon, outre le mat6riel g6n6- 
tique, sont-ils r6unis dans les spermatides de 
ce patient ? 

1. Facteurs G4n4tiques 

La st6rilit6 s6cr6toire, due ~ un d6ficit primai- 
re de la production de spermatozoides, touche 
environ 5 % des hommes inferti les [11]. 
L'existence de cas familiaux ou de remanie- 
ments chromosomiques montre qu'un d6faut 
g6n4tique peut 6tre ~ l'origine de cette st6rili- 
t4. 

A. Anomalies chromosomiques 

La comparaison entre les spermatozoides 
d'hommes fertiles et st6riles montre une aug- 
mentation des anomalies de nombre et de 
structure des chromosomes. La fr6quence glo- 
bale de ces anomalies est inversement propor- 
tionnelle ~ la richesse en spermatozoides et 
varie dune 6tude a l 'autre en fonction des cri- 

t6res d'inclusion. Elle at teint  pros de 20 % en 
cas d'azoospermie non obstructive, dont plus 
de 80 % de caryotypes 47, XXY, et 5-7 % envi- 
ron en cas d'oligospermie 16g6re, en majorit6 
des anomalies des autosomes, translocations et 
inversions. Cette augmentation de fr6quence 
est loin d'etre n4gligeable et justifie en soi 
l'6tude syst6matique du caryotype avant toute 
microinjection intraovocytaire d'une spermati- 
de. 

B. Anomalies g6niques 

M~me si, dans la majorit6 des cas, l'origine de 
l'anomalie de spermatogen6se n'est pas identi- 
fi6e, plusieurs r6gions du g6nome sont candi- 
dates et particuli6rement sur le chromosome Y. 
Ce chromosome poss6de en effet plusieurs 
g6nes impliqu6s dans la spermatogen6se. 

a)Description des anomalies de l'Y 

On savait depuis 1976, grg~ce la cytog6n6tique 
classique, que la perte du bras long du chro- 
mosome Y pouvait expliquer certaines azoo- 
spermies s6cr6toires [39] et que des g6nes 
contr61ant la spermatogen6se devaient ~tre 
situ6s dans la partie non fluorescente, euchro- 
matique, de ce chromosome, dans une r6gion 
d6nomm6e AZF pour Azoospermic Factor. 
Dans cette r6gion, il a 6t6 identifi6 3 loci appe- 
16s, AZFa, AZFb et AZFc, dont la d616tion 
serait responsable d'atteintes plus ou moins 
s6v6res de la spermatogen6se [43]. I1 a 6t6 6ga- 
lement identifi6 des g6nes situ6s sur ces loci, 
les g6nes YRRM1 et YRRM2 appartenant 
une famille de g6nes appel6e YRRM pour " Y 
chromosome genes with RNA recognition 
motif " et sur le locus le plus distal le g6ne 
DAZ pour" Deleted in Azoospermia" [25]. Vogt 
et al [43] ont 6voqu6 la relation entre la r6gion 
de l'Y manquante et le type d'atteinte de la 
spermatogen6se avec une gravit4 d4croissante 
du locus AZFa au locus AZFc. Des microd616- 
tions localis6es en dehors des 3 sous-r6gions 
AZF peuvent 6tre, elles aussi, associ6es h une 
infertilit6 masculine s6v6re et transmissible 
la descendance. I1 est m~me possible que le 
ph6notype correspondant ~ une d616tion dans 
le chromosome Y soit cod6termin6 par la pr6- 
sence et l'activit6 d'autres g6nes contr61ant la 
spermatogen6se et localis6s dans des auto- 
somes, comme le g6ne DAZLA (DAZ Like 
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Autosomal) r6cemment r6p6r6 sur le chromo- 
some 3. 

b) Frdquence des anomalies de l'Y 

La fr6quence des anomalies de I'Y dans les 
infertilit6s masculines est difficile h d6termi- 
ner. Car les 6tudes publi6es sont diff6rentes. 
Cette diff6rence dans les r6sultats peut ~tre 
expliqu6e en partie par les techniques utilis6es 
et par les populations 6tudi6es. Dans les azoo- 
spermies s6cr6toires, la fr4quence des anoma- 
lies de YY peut varier de 0 ~ 20% selon les 
6tudes. En cas d'oligospermie s6v6re, la fr6- 
quence est plus faible et peut 6galement varier 
de 0 ~ 10%. Dans l'oligospermie moins s6v6re 
(> de 5x106 spermatozoides/ml), et dans la nor- 
mospermie Pryor et al [23] observaient 2% de 
fr6quence des anomalies de l'Y. 

c) Consdquences pour la microinjection des 
spermatides 

I1 faut rappeler que toutes les exp6riences ani- 
males qui ont men6 ~ la naissance d'une pro- 
g6niture normale apr6s utilisation de sperma- 
tides ont 6t6 r6alis6es chez des animaux fer- 
tiles. I1 n'existe pas de module animal repro- 
duisant les st6rilit6s masculines susceptibles 
d'etre trait6s par microinjection de sperma- 
tides [37]. Chez l'homme, comme on la vu, tout 
un ensemble de microd616tions sur le bras long 
du chromosome Y peut 6tre associ6 h une azoo- 
spermie s6cr6toire, azoospermie avec parfois 
production de spermatides conserv6e [25]. D6s 
lors, comment savoir si ces spermatides sont 
g6n6tiquement normales ? Si la procr6ation est 
rendue possible chez ces hommes par le biais 
de la conception avec spermatides, on peut 
craindre que l'infertilit6 du m6me type soit 
transmise ~ leur descendance masculine. 

D'apr~s les r6sultats des 6tudes publi6es, il 
faut distinguer 2 situations: (i) les techniques 
de ROSI et ELSI semblent donner de meilleurs 
r6sultats chez les patients pour lesquels une 
production de spermatozoides, m~me tr6s limi- 
t6e, a d6jh 6t6 d6tect6e [29, 34, 35, 41], et (ii) le 
fair que le patient ait d6j~ d6montr6 sa capaci- 
t6 ~ produire des spermatozoides matures, 
aussi peu nombreux soient-ils, permet d'exclu- 
re les anomalies g6n6tiques les plus graves qui 
sont totalement incompatibles avec l'ach6ve- 
ment de la spermatog6n6se. Une oligospermie 

tr6s s6v6re a l ternant  avec une azoospermie 
peut 6tre provoqu6e par un grand nombre de 
facteurs env i ronnementaux  (infections 
virales, substances toxiques, t r aumat i sme  
physique) et donc non transmissibles ~ la des- 
cendance. L'implication de facteurs non g6n6- 
tiques dans la pathogen6se d'une azoospermie 
est plus facilement envisageable lorsqu'une 
preuve existe que l'individu a pu produire des 
spermatozoides auparavant.  C'est dans ces 
circonstances que la technique de ROSI a 6t6 
utilis6e avec succ6s pour la premi6re fois [30, 
31, 32]. En l'absence d'une telle preuve, la 
probabilit6 d'une 6tiologie g6n6tique est sen- 
siblement plus 61ev6e. Les techniques de 
ROSI et ELSI r6alis6es chez des patients qui 
n'ont jamais  montr4 de production sperma- 
tique donnent apparemment de moins bons 
r6sultats [15, 14]. 

A l 'heure actuelle, le diagnostic d'une micro- 
d616tion du chromosome Y, no tamment  
lorsque celle-ci est importante et touche une 
des r6gions critiques, signifie un risque non 
n6gligeable de t ransmission d'hypofertilit6 
voire d'infertilit6 dont la gravit6 est impos- 
sible ~ pr6voir. Malgr6 un certain nombre 
d'incertitudes, cette recherche doit ~tre effec- 
tu6e en pr6alable d'une tentat ive de repro- 
duction assist6e chez tout homme at te int  
d'une oligospermie non obstructive s6v6re ou 
d'une azoospermie, associ6e au caryotype, 
afin de pouvoir conseiller le couple, tout en 
ga rdan t  en m6moire que l 'ensemble des 
causes g6n6tiques d'infertilit6 masculine n'est 
pas encore connu. 

V. FACTEURS EPIGENETIQUES 

Le spermatozoide f6condant fournit  ~ 1' 
embryon non seulement le g6nome paternel 
mais aussi plusieurs facteurs 6pig6n6tiques. 
La contribution paternelle 6pig6n6tique com- 
prend: (i) l'apport d'un facteur cytosolique res- 
ponsable de l'activation ovocytaire, (ii) d'un 
centrosome fonctionnel et (iii) d'une empreinte 
sp6cifique sur certains g6nes. 

a) Facteur d'activation ovocytaire 

L'activation ovocytaire chez les mammif~res 
implique notamment l'action d'un facteur sper- 
matique cytosolique appel6 SSF "Sperm 
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Soluble Factor". Lors de la microinjection d'un 
spermatozo~de, la pr6sence de ce facteur est 
indispensable pour activer l'ovocyte: Dorotzev 
et al [10] ont montr6 un effondrement des taux 
d'activation ovocytaire suite ~ l'injection de 
spermatozoides trait6s par la chaleur. Le SSF 
intervient certainement dans le d6clenche- 
ment des oscillations calciques qui m6nent 
l'activation ovocytaire. Une injection directe de 
SSF dans l'ovocyte peut induire les oscillations 
calciques et l 'activation ovocytaire. Souza al 
[28] a montr6 que l'injection d'une spermatide 
ronde dans l'ovocyte humain sensibilise l'ovo- 
cyte au d6veloppement d'oscillations calciques 
de fa~on similaire ~ l'injection d'un spermato- 
zoide mature et donc les spermatides rondes 
contiennent suffisamment d'activit6 SSF pour 
sensibiliser le m6canisme d'oscillations cal- 
ciques de l'ovocyte humain. En plus, toute 
absence d'oscillations calciques typiques est 
probablement due ~ un d6ficit en SSF activit6 
dans ces cellules. Cette 6tude montre que l'ac- 
tivit6 SSF se met en place entre le stade sper- 
matocyte II et le stade spermatide ronde dans 
la spermatogen6se humaine normale. Une 
question reste sans r6ponse: qu'en est-il des 
spermatides rondes provenant d'hommes azoo- 
spermiques avec arr~t de maturation [29] ? 

b) Centrosome 

Chez l'homme, le centrosome du spermatozoi- 
de joue un r61e c14 dans l'organisation microtu- 
bulaire durant la division cellulaire. On peut 
donc penser qu'en microinjection de sperma- 
tides, le centrosome paternel a d6j~ acquis la 
capacit6 d'orchestrer la division cellulaire du 
zygote au stade spermatide, avant la diff6ren- 
ciation en spermatozoide! 

c) Empreinte ggnomique 

L'empreinte g6nomique est une modification 
all61e-sp6cifique de I'ADN qui permet la recon- 
naissance et l 'expression diff6rentielle des 
all61es paternels et maternels de certains 
g6nes. Une expression anormale de ces g6nes, 
le plus souvent l'expression biall61ique ou l'ab- 
sence d'expression au lieu d'une expression 
monoall61ique paternelle ou maternelle, est 
parfois associ6e aux pathologies humaines 
[24]. On 6voque le cas d'un g6ne (snrpn) qui 

code pour un polypeptide du cerveau: les syn- 
dromes de Prader-Willi et d'Angelman seraient 
cons6cutifs, respectivement ~ la perte d'expres- 
sion de l'all61e d'origine paternelle ou mater- 
nelle. Un cas isol6 de gigantisme, associ6 
une tumeur r6nale de Wilms, serait aussi dfi 
un d6faut d'empreinte g6nomique, celle du 
g6ne Igg2. 

L'empreinte g6nomique gam6tique a lieu au 
cours de la gam6tog6n6se sans que l'on en 
connaisse le moment pr4cis. Selon Testart [37], 
la naissance de souris normales et fertiles 
apr6s microinjection de spermatides ou m~me 
de spermatocytes II indique que, dans cette 
esp6ce, l 'empreinte g6nomique paternelle 
serait  compl6te avant  la spermiog6n6se. 
Cependant, les donn6es obtenues chez la sou- 
ris indiquent que des modifications biochi- 
miques li6es a l 'empreinte g6nomique (m6thy- 
lation) ne sont pas achev6es ~ l'issue du d6ve- 
loppement des spermatozoides dans le testicu- 
le mais continuent au cours du passage des 
spermatozoides dans l'6pididyme [6]. La 
m6thylation 6ventuelle de certains g~nes pen- 
dant la formation ou la maturation du sperma- 
tozoide parait donc ~tre en relation avec sa 
fonction imm6diate dans la f6condation plut6t 
qu'avec sa fonction ult4rieure dans le d6velop- 
pement. De m~me, pour Fishel [12], les r6sul- 
tats obtenus chez la souris et chez l'homme 
montrent que l 'empreinte g6nomique des cel- 
lules spermatog6niques se termine respective- 
merit soit dans le testicule avant la 2~me divi- 
sion m6iotique soit dans l'ovocyte mature 
apr6s injection de la spermatide. On peut donc 
penser que tousles  g6nes imprim6s ne le sont 
pas forc6ment en m~me temps au cours de la 
spermatog6n6se. Ainsi, tous les g6nes indis- 
pensables au d6veloppement jusqu'~ la nais- 
sance pourraient 6tre imprim6s au stade sper- 
matide ronde. 

On peut cependant s'interroger sur le devenir 
des quelques enfants n6s par conception avec 
cellules germinales immatures. Ils devraient 
faire l'objet d'un suivi particulier, avec notam- 
ment analyse de l'expression et de l'6tat de 
m6thylation des g6nes imprim6s connus 
l'heure actuelle. 
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C O N C L U S I O N  

Malgr6  les i nce r t i t udes  qui  d e m e u r e n t  q u a n t  
l 'efficacit4 de ce t te  approche  et  les ques t ions  
soulev6es,  que lques  6quipes dans  le m o n d e  
c o n t i n u e n t  ~ p r a t i q u e r  la micro in jec t ion  de 
s p e r m a t i d e s  rondes  ou allong6es.  P o u r  Tesar ik ,  
d6sormais ,  pour  les h o m m e s  concern6s,  il f au t  
fa i re  u n  choix e n t r e  deux  a t t i t u d e s  dis t inctes :  
(i) c o n t i n u e r  ~ pr61ever des  6chan t ions  tes t icu-  
la i res  pour  t r o u v e r  des  spermatozo~des  au  
r i sque  d 'une  de s t ruc t i on  mass ive  du  t i s su  tes-  
t icula i re ,  et  (ii) p r a t i q u e r  la micro in jec t ion  de 
s p e r m a t i d e s  ma lg r6  u n e  efficacit6 c l in ique t r6s  
faible e t  des  f ac t eu r s  de r i sques  po ten t ie l s  sup- 
p l 6 m e n t a i r e s  [36]. P o u r  lui, chois ir  la tech-  
n ique  de ROSI  en  a l t e r n a t i v e  ~ l ' lCSI avec 
spermatozoYdes t e s t i cu la i r e s  signifie u n e  dimi-  
n u t i o n  du  t a u x  d ' i m p l a n t a t i o n  de 50 %, ma i s  
d i m i n u e  le r i sque  de d o m m a g e s  t e s t i cu la i r e s  
i r r6pa rab le s  pour  d '6ventue l les  f u tu r e s  t en t a -  
t ives  qui  a u r o n t  l ieu q u a n d  les effor ts  de 
r e c h e r c h e  a u r o n t  about i  ~ l 'am61iorat ion des 
t a u x  de succ6s de ROSI.  D e v a n t  les incer t i -  
tudes ,  on doit  p lu t6 t  se d e m a n d e r  s'il es t  vrai-  
m e n t  licite de cons id6re r  l 'u t i l i sa t ion des sper-  
m a t i d e s  c o m m e  u n e  t h 6 r a p e u t i q u e  ~ p a r t  
ent i6re .  P o u r  tou t  ac te  d 'AMP et  en  pa r t i cu l i e r  
pour  la mic ro in jec t ion  de s p e r m a t i d e s ,  les 
p a r e n t s  do iven t  6tre  p l e i n e m e n t  consc ien ts  des 
l imi tes  des  conna i s s ances  actuel les ,  de la diffi- 
cult6 d '6va luer  le r i sque  qu'ils t r a n s m e t t e n t  
l eu r  st6ri l i t6 ~ l eu r s  en fan t s ,  des  cons6quences  

cour t  t e r m e  et  long t e rme .  I1 n ' es t  pas  cer- 
t a in  qu'~ l ' heure  actuel le ,  on puisse  l eu r  four-  
n i r  t o u s l e s  616ments dont  ils a u r a i e n t  besoin  
pour  p r e n d r e  u n e  d6cision. 

A l ' heu re  actuel le ,  le n o m b r e  de grossesses  rap-  
por t6es  p a r  ce t te  approche  est  encore  t r6s  
faible et  ne  d6passe  pas  la d iza ine  d ' en fan t s  
n6s. I1 n ' es t  pas  ce r t a in  que l 'u t i l i sa t ion  de 
s p e r m a t i d e s  dans  le p r o g r a m m e  d ' ICSI  ai t  
g r a n d  avenir!  

R E F E R E N C E S  

1. ABBAS S.A., GHAZI S.A., SOLIMAN E.A., RAKHA 
A.M. : Experience with intracytoplasmic spermatid 
injection in the treatment of non obstructive azoo- 
spermia. 10th World Congress on in vitro fertilization 

and assisted reproduction, 1997, 609-613. 

2. ANGELOPOULOS T., KREY L., MCCULLOUGH A., 
ADLER A., GRIFO J. : A simple and objective approa- 
ch to identifying human round spermatids. 
Hum.Reprod., 1997,12, 2208-2216. 

3. ANTINORI S., VERSACI C., DANI G., ANTINORI M., 
POZZA D., SELMAN H.A. : Fertilization with 
human testicular spermatids : four successful pre- 
gnancies. Hum. Reprod., 1997, 12, 286-291. 

4. ANTINORI S., VERSACI C., DANI G., ANTINORI M., 
SELMAN H.A. : The use of round or elongated sper- 
matids for ICSI : which is more effective ? 10th World 
Congress on in vitro fertilization and assisted repro- 
duction, 1997, 547-551. 

5. ANTINORI S., VERSACI C., DANI G., ANTINORI M., 
SELMAN H.A. : Successful fertilization and pregnan- 
cy using frozen-thawed round spermatids. 10th World 
Congress on in vitro fertilization and assisted repro- 
duction, 1997, 699-703. 

6. ARIEL M., CEDAR H., McCARREY J. : Developmental 
changes in methylation of spermatogenesis-specific 
genes include reprogramming in the epididymis. 
Nature Genetics, 1994, 7, 59-63. 

7. BARAK Y., KOGOSOWSKI A;, GOLDMA S., SOFFER 
Y., GONEN Y., TESARIK Y. : Pregnancy and birth 
transfer of embryos that developed from single 
nucleated zygotes obtained by injection of round sper- 
matids into oocytes. Fertil Steril, 1998, 70, 67-70. 

8. BUTLER D. : Spermatid injection fertilizes ethics 
debate. Nature, 1995, 377, 277. 

9. DADOUNE J-P. : La spermatide, cette m6connue. 
Andrologie, 1997, 7, 22-23. 

10. DOROTZEV D., RYBOUCHKIN A. DE SUTTER P. : 
Human oocyte activation following intracytoplasmic 
sperm injection : the role of the sperm cell. Hum. 
Reprod, 1995, 10, 403-407. 

11. EDWARDS R.G., TARIN J.J., DEAN N., HIRSCH A., 
TAN S.L. : Are spermatid injections into human 
oocytes now mandatory ?. Hum.Reprod., 1994, 9, 
2217-2219. 

12. FISHEL S., ASLAM I., TESARIK J. : Spermatid 
conception : a stage too early, or a time too soon ?. 
Hum. Reprod., 1996, 11, 1371-1375. 

13. FISHEL S., GREEN S., BISHOP M., THORNTON S., 
HUNTER A., FLEMING S., AL HASSAN S. : 
Pregnancy after intracytoplasmic injection of sperma- 
tid. The Lancet, 1995, 345, 1641- 1642. 

14. FISHEL S., GREEN S., HUNTER A., LISI F., 
RINALDI L., LISI R., MCDERMOTT H. : Human feti- 
lization with round and elongated spermatids. Hum. 
Reprod, 1997, 12, 336-340. 

15. HANNAY T. : New japanese IVF method finaly made 
available in Japan. Nature Med., 1995, 1,289-290. 

16. KAHRAMAN S., POLAT G., SZEN E., ZGN O.D., 
DIRICAN K., ZBIER T., SAMLI M. : Multiple pre- 

370 



gnancies obtained by testicular spermatid injection in 
combination with intracytoplasmic sperm injection. 
10th World Congress on in vitro fertilization and 
assisted reproduction, 1997, 511-515. 

17. KIMURA Y., YANAGIMACHI R. : Development of 
normal mice from oocytes injected with secondary 
spermatocyte nuclei. Biol.Reprod, 1995a, 53,855-862. 

18. KIMURA Y., YANAGAMACHI R. : Mouse oocytes 
injected with testicular spermatozoa or round sper- 
matids can develop into normal offspring. 
Development, 1995b, 121, 2397-2405. 

19. M E N D O Z A  C., T E S A R I K  J. : The occurrence and 
identification of rounds spermatids in the ejaculate of 
men with nonobstructive azoospermia. Fertil. Steril, 
1996, 66,826-829. 

20. OGURA A., YANAGAMACHI R. : Round spermatid 
nuclei injected into hamster oocytes form pronuclei 
and participate in syngamy. Biol.Reprod, 1993, 48, 
219-225. 

21. OGURA A., MATSUDA J., YANAGIMACHI R. : Birth 
of normal young after electrofusion of mouse oocytes 
with round spermatids. Dev.Biol, 1994, 91, 7460-7462. 

22. PLACHOT M. : La st~rilit~ est-elle h~r~ditaire ? 
Contracept. Fertil. Sex, 1997, 25, 194-195. 

23. PRYOR J., KENT-FIRST M., MUALLEM A., VAN 
BERGEN A., NOLTEN W., MEISNER L., ROBERTS 
K. : Microdeletions in the Y chromosome of infertile 
men. N. Engl. J. Med, 1997, 336, 534-539. 

24. RAINIER S., JOHNSON L.A., DOBRY C.J. et coll. : 
Relaxation of impreted genes in human cancer. 
Nature, 1993, 362, 747-749. 

25. REIJO R., LEE T.Y., SALO P e t  coll. : Diverse sper- 
matogenetic defects in humans caused by Y chromo- 
some deletions encompassing a novel RNA binding 
protein gene. Nature Genet., 1995, 10, 383-392. 

26. SILBER S., JOHNSON L. : Are spermatid injections 
of any clinical value ?. Hum. Reprod, 1998, 13, 509- 
515. 

27. SOFIKITIS N., TODA T., MIYAGAWA I., ZAVOS P., 
PASYIANOS P., MASTELOU E. : Beneficial effects of 
electrical stimulation before round spermatid nuclei 
injections into rabbit oocytes on fertilization and sub- 
sequent embryonic development. Fertil.Steril, 1996, 
65, 176-185. 

28. SOUZA M., MENDOZA C., BARROS A., TESARIK J. 
: Calcium responses of human oocytes after intracyto- 
plasmic injection of leukocytes, spermatocytes and 
round spermatids. Mol. Hum. Reprod., 1996, 2, 853- 
857. 

29. SOUZA M., BARROS A., TESARIK J. : Current pro- 
blems with spermatid conception. Hum. Reprod., 
1998, 13, 255-258. 

30. TESARIK J., MENDOZA C., TESTART J. : Viable 
embryos from injection of round spermatids into 
oocytes, 1995, N. Engl. J. Med., 333, 525. 

31. T E S A R I K  J. , M E N D O Z A  C. : Spermatid injection 
into human oocytes. I. Laboratory techniques and spe- 
cial features of zygote development. Hum.Reprod., 
1996a, 11, 772-779. 

32. TESARIK J., ROLET F., BRAMI C., SEDBON E., 
THOREL J., TIBI C., THEBAULT A. : Spermatid 
injection into human oocytes. II. Clinical application 
in the treatment of infertility due to non- obstructive 
azoospermia. Hum. Reprod, 1996b, 11, 780-783. 

33. TESARIK J., MENDOZA C. : Genomic imprinting 
abnormalities : a new potential risk of assisted repro- 
duction. Mol. Hum. Reprod., 1996c, 2, 295-298. 

34. TESARIK J. : Use of immature spermatozoa and 
sperm precursor cells for fertilization. 10th World 
Congress on in vitro fertilization and assisted repro- 
duction, 1997a, 661-667. 

35. TESARIK J. : Sperm or spermatid conception. Fertil. 
Steril., 1997b, 68, 214-216. 

36. TESARIK J., GRECO E., MENDOZA C. : ROSI, ins- 
tructions for use : 1997 update. Hum. Reprod, 1998, 
13, 519-523. 

37. TESTART J. : De la spermatide au spermatozoide : 
quels changements n~cessaires au d~veloppement ?. 
Contracept. Fertil. Sex., 1996d, 24, 526-533. 

38. THIBAULT C. : Certitudes et inqui~tudes concernant 
ICSI. Contracept. Fertil. Sex, 1998, 26, 211-217. 

39. TIEPOLO L., ZUFFARDI O. : Localization of factors 
controlling spermatogenesis in the nonfluorescent 
portion of the human Y chromosome long arm.  Hum. 
Genet., 1976, 34, 119-124. 

40. VANDERZWALMEN P., LEJEUNE B., NIJS M., 
SEGAL-BERTIN G., VANDAMME B., SCHOYSMAN 
R. : Fertilization of an oocyte microinseminated with 
a spermatid in an in-vitro fertilization programme. 
Hum.Reprod, 1995, 10, 502-503. 

41. VANDERZWALMEN P., ZECH H., BIRKENFELD A., 
YEMINI M., BERTIN G., LEJEUNE B., NIJS M., 
SEGAL L., STECHER A., VANDAMME B., VAN 
ROOSENDAAL E., SCHOYSMAN R. : 
Intracytoplasmic injection of spermatids retrieved 
from testicular tissue : influence of testicular patholo- 
gy, type of selected spermatids and oocyte activation. 
Hum. Reprod., 1997, 12, 1203-1213. 

42. VANDERZWALMEN P., NIJS M., SCHOYSMAN R., 
BERTIN G., LEJEUNE B., VANDAMME B., 
KAHRAMAN S., ZECH H. : The problems of sperma- 
tid microinjection in the human : the need for an accu- 
rate morphological approach and selective methods 
for viable and normal cells. Hum. Reprod., 1998, 13, 
515-519. 

43. VOGT P.H., EDELMAN A., KIRSH S. et coll. : 
Human Y chromosome azoospermia factors (AZF) 
mapped to different subregions in Yqll. Hum. Mol. 
Genet., 1996, 5, 933-943. 

44. YAMANAKA K., SOFOKITIS N, MIYAGAWA I., 
YAMAMOTO Y. and al. : Ooplasmic round spermatid 
injection procedures as an experimental treatement 

371 



for non-obstructive azoospermia. J. of Ass. Reprod. 
and Gen., 1997, 14, 55-62. 

45. YASUHISA A., MITSUHIRO M., ATSUMI Y., SANG- 
YONG K., HIRO S., SHIGEO A. : Intracytoplasmic 
injection with late spermatids : a successful procedu- 
re in achieving childbirth for couples in which the 
male partner suffers from azoospermia due to defi- 
cient spermatogenesis. Fertil. Steril., 1997, 67, 559- 
561.Tableau 1. Micro-injections de spermatides chez 
l'animal 

ABSTRACT 

ICSI WITH SPERMATID INJECTION : 
a rev iew and quest ions  

S. HAMAMAH, C. CONORD, J-M AYOUBI, 
N. FRYDMAN 

In order to treat  male infertility, s ince 5 years 
ago, intracytoplasmic  sperm inject ion (ICSI) 
represents  a n e w  therapeut ic  approach of  dif- 
ferent  forms o f  male  steril ity including obs- 
tructive and spermatogenic  failure azoosper- 
mia. This paper rev iews  the use o f  ICSI wi th  
round or e longated  spermatids.  

Key-words : ICSI, spermatids, fertilization, azoo- 
spermia 
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