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RESUME

L’injection intracytoplasmique par ICSI d’un
gameéte immature (spermatide) a été réalisée
dans plusieurs espéces animales (souris, ham-
ster, lapin, et bovin), ainsi que chez 'homme.
Le recours a des spermatides pour ICSI
concerne des patients chez lesquels aucun
spermatozoide n’a été observé dans I'éjaculat
ou dans le testicule. Vanderzwalmen et al
(1995) rapportaient chez ’homme la féconda-
tion d’ovocytes et le clivage embryonnaire
par Pinjection en ICSI de spermatides allon-
gées. Cela a été confirmé par l'obtention de
quelques naissances a la suite de l'injection
ovocytaire de spermatides rondes ou allon-
gées extraites de I'éjaculat ou du testicule.
Mais, aujourd’hui, l'utilisation de sperma-
tides en ICSI demeure trés controversée. Le
succeés de I'ICSI avec une spermatide, son
identification, ainsi que les problémes posés,
sont I'objet de cette revue.

Mots Clés: ICSI, spermatides, Fécondation, azoo-
spermie

INTRODUCTION

Depuis 6 ans, nous avons vu se développer
considérablement les moyens de lutte contre la
stérilité masculine et ceci grace a 'apparition
de la technique de microinjection d'un sperma-
tozoide dans I'ovocyte (ICSI). L’'avénement de
cette technique a complétement révolutionné
la prise en charge de la stérilité masculine.
Elle a permis a des patients atteints d’oligo-
zoospermie séveére de devenir péres et pour les-
quels la fécondation in vitro conventionnelle
(FIVc) avait été peu efficace. Egalement, 'TCSI
a permis a des patients azoospermiques, par la
microinjection de spermatozoides épididy-
maires ou testiculaires, de réaliser leur projet
de désir d’enfant.

Une nouvelle perspective depuis 1995 est
apparue pour le traitement de patients ayant
une spermatogénése altérée, par 'injection de
spermatides haploides ayant achevé leur méio-
se [30]. Le but de cette revue est (i) de faire un
bilan des résultats de I'utilisation des sperma-
tides en ICSI, chez 'homme ou chez ’animal,
ainsi que des problémes posés, et (ii) d’évaluer
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le risque éventuel (génétique ou épigénétique)
dd a linjection intra -ovocytaire des sperma-
tides dans le cadre d’'un programme de théra-
peutique de l'infertilité masculine.

I. ICSI AVEC SPERMATIDE
(EXPERIENCES ANIMALES)

La premieére expérience publiée concernant la
microinjection des spermatides date de 1993,
finalement peu de temps apres le développe-
ment de la technique de microinjection elle-
méme. Ogura et al (1993) [20]ont tenté de
féconder des ovocytes matures de hamster en
injectant le noyau de spermatides rondes. Ils
montrent alors la capacité de ce noyau a se
transformer en pronucleus maéle morphologi-
quement normal, synthétiser de 'ADN et se
mélanger aux chromosomes de I'ovocyte pour
participer & la syngamie. Un an apres, ils
obtiennent des embryons dont le transfert
aboutit a la naissance de 4 souriceaux nor-
maux (fertilité et comportement) [21]. D’autres
naissances ont été obtenues chez le lapin [27],
et chez la souris [17, 18], (voir Tableau 1).
Dans ces travaux, les auteurs considerent que
les modifications postmitotiques de la sperma-
tide (réorganisation du noyau, formation de
Pacrosome et du flagelle), comme celles du
spermatozoide (maturation épididymaire,
capacitation, réaction acrosomique), se déve-
loppent uniquement pour permettre la péné-
tration du noyau haploide méle dans 'ovocyte.

I1. ICSI AVEC SPERMATIDE
(RESULTATS CHEZ U'HOMME)

Il s’agit de microinjecter un ovocyte avec une
spermatide ronde, ou en début d’élongation,
prélevée sur une biopsie testiculaire ou identi-
fiée dans I'éjaculat de patients ayant une azoo-
spermie [30, 40] (Tableau 2).

Que T'ICSI soit faite avec des spermatides
rondes ou allongées, 12 enfants sont nés dont 3
avec spermatide ronde (ROSI), et 9 avec sper-
matide allongée (ELSI). Tesarik et al (1995)
ont été les premiers a microinjecter des sper-
matides rondes provenant de Iéjaculat
d’hommes dont l'azoospermie compléte était
inattendue le jour de la tentative de féconda-
tion in vitro [30]. Sur les 7 transferts réalisés,
2 ont été suivis d’'une grossesse puis une nais-
sance a terme. La troisiéme naissance par
ROSI a été publiée par Vanderzwalmen deux
ans plus tard[41]. Les spermatides prove-
naient cette fois-ci de biopsies testiculaires.

Les taux de fécondation sont assez variables
d’une équipe a l'autre. En effet, dans la majo-
rité des cas, le taux de fécondation obtenu par
microinjection de spermatides rondes est infé-
rieur a celui classiquement obtenu par
microinjection de spermatozoides. Une seule
étude compare ces taux de fécondation sur une
méme cohorte ovocytaire[14]. L'ensemble des
auteurs précisent que des améliorations tech-
niques pourraient modifier les résultats. Le
tableau 2 montre clairement que non seule-
ment les taux d’implantation sont extréme-

Tableau 1 : Micro-injections de spermatides chez Uanimal

Espeéce Technique Embryons Naissances Reférences
transférés
Souris électrofusion de noyau 346 4 Ogura et al, 1994 [21]
Lapin injection de noyau 121 3 Sofikitis et al, 1994 [27]
Souris injection de noyau 131 35 Kimura et al, 1995[17, 18]
ou cellule entiere
Lapin injection de noyau 150 14 Sofikitis et al, 1996 [27]

363



ment bas, mais qu'on note également un
nombre important de fausses couches sponta-
nées. Deux équipes [14, 44] ont tenté de
microinjecter non pas la cellule entiére mais le
noyau de la spermatide ronde (ROSNI: Round
Spermatid Nucleus Injection). Les résultats
étaient trés prometteurs chez la souris [21].
L'injection du noyau permet d’utiliser une
micropipette d’injection de diametre inférieur
a celui utilisé pour la cellule entiére et diminue
donc a priori le risque de léser I'ovocyte durant
I'injection. Les auteurs ont pensé également
que la persistance d’'une grande quantité de
cytoplasme autour du noyau pouvait géner sa
transformation en pronucleus maéale. Des
embryons ont été obtenus et transférés mais
aucune grossesse n'a été jusqu'a terme . On
sait déja que les ovocytes humains, contraire-
ment aux ovocytes de souris, ne possédent pas
de centrosome, organite intracellulaire essen-
tiel pour la division cellulaire . Ce dernier est
fourni chez ’humain par le gameéte male. De la
méme fagon, le gameéte méale apporte un fac-
teur d’activation ovocytaire appelé SSF (Sperm
Soluble Factor ou oscilline) dont le réle est
important pour I'obtention d’embryons viables.
D’apres les résultats, il parait préférable de ne
pas se priver de l'ensemble des composants
cytoplasmiques de la spermatide.

La premiere naissance par l'injection de sper-
matides allongées a été rapportée par Fishel et
al (1995) [13]. Une biopsie testiculaire prati-
quée chez le patient avait montré la présence
de spermatozoides. Mais, le jour de la tentati-
ve, seuls 9 spermatozoides anormaux ont été
retrouvés et I'auteur a préféré injecter les ovo-
cytes avec des spermatides allongées (stade
Sd1) de morphologie apparemment normale.
Sur 10 ovocytes, un seul a été fécondé et a
donné un embryon. Le transfert de cet
embryon a abouti a une naissance. Un an
apres, Tesarik et al (1996) [32] obtiennent avec
des spermatides allongées de I'’éjaculat un taux
de fécondation supérieur 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 fécondation
et de grossesse supérieurs pour l'injection de

spermatides allongées par rapport a I'injection
de spermatides rondes (Tableau 2).

Comment expliquer cette différence? Sur le
plan théorique, les spermatides allongées
représentent une étape plus avancée dans la
spermatogenése : la transition histone-prota-
mine et la condensation de ’ADN ont déja com-
mencé, la maturité du cytoplasme et de ses
composants (oscilline) est supérieure. Sur le
plan technique, les spermatides allongées sont
plus faciles a reconnaitre que les spermatides
rondes sous microscope optique. Enfin, leur
taille permet l'utilisation de pipettes d’injec-
tion de diametre identique a celles utilisées
pour I'ICSI, contrairement aux spermatides
rondes dont I'injection nécessite des pipettes de
plus grand diameétre et présente donc un
risque plus important de dommages ovocy-
taires [41]. Cependant, pour pouvoir comparer
les résultats et évaluer le pouvoir fécondant
des spermatides de différents stades de déve-
loppement, il est important que 'ensemble des
équipes adopte la méme terminologie. De plus,
dans la mesure ou les classifications utilisées
sont basées sur l'observation de spermioge-
néses normales et dans la mesure ot il n’exis-
te pas encore de classification pour les formes
pathologiques, il est nécessaire que les auteurs
décrivent trés précisément les stades utilisés
[34, 35]. De plus, I’étude de Fishel et al (1997)
[14] compare les taux de fécondation obtenus
par injection de spermatozoides ou de sperma-
tides rondes ou allongées chez 18 patients oli-
goasthénotératozoospermiques séveres ou
ayant une azoospermie sécrétoire (tableau 3).
Elle montre des taux de fécondation variant de
18 a 38 % selon l'origine et le type des sperma-
tides contre 63 a 74 % pour les spermatozoides.

Le tableau 3 montre que les taux de féconda-
tion varient selon l'origine des spermatides, et
ceci inversement pour spermatides rondes ou
allongées. Mais, il ne s’agit que de tendances,
car statistiquement il n’y a pas de différences
significatives. Cette étude confirme que dans
tous les cas, quelles soient rondes ou allongées,
provenant du testicule ou de l'éjaculat, les
spermatides sont moins performantes que les
spermatozoides.
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Tableau 3 : Comparaison des taux de féconda-
tion obtenus par injection de spermatozoides
ou de spermatides rondes ou allongées

Source des gameétes

Cellule injectée  éjaculat Testiculaire
Spermatide ronde 33% 21%
Spermatide allongée 18% 38%
Spermatozoides 63% 74%

Fishel et al, 1997. [14]

ITI1. ASPECTS TECHNIQUES
1. Définitions

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-
gée (Elongated Spermatid Injection).

2. Identification d’une spermatide

a) Description des stades successifs de différen-
ciation

On distingue 6 types de spermatides en fonc-
tion de la forme de la cellule, de la forme du
noyau et de I'aspect de la chromatine : (i) Sa et
Sb1 : spermatides rondes, (ii) Sb2 et Sc : sper-
matides en élongation, et (iii) Sd1 et Sd2 : sper-
matides matures.

Sur frottis de sperme ou apposition de fragment
de biopsie testiculaire fixés et colorés 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 prélévements
frais utilisés pour la microinjection.

b) Comment reconnaitre une spermatide ronde
dans un préléevement frais ?

L’identification et la sélection de la spermatide
ronde est une étape fondamentale pour lissue
de la microinjection [44]. La spermatide se dif-
férencie des autres cellules rondes par sa
taille, sa forme et les caractéristiques de son
noyau. La spermatide ronde vivante présente

un noyau rond central, entouré dune zone
réguliére de cytoplasme. Les contours de la cel-
lule sont lisses. Le diametre varie de 6 a 8 pm,
soit peu prés celui d’'un globule rouge[31, 32,
19, 2, 29]. La taille de la spermatide est un cri-
tere de sélection important qui permet de dif-
férencier la spermatide ronde des spermatogo-
nies, spermatocytes, polynucléaires et grands
lymphocytes, cellules dont le diameétre est
supérieur celui d'une spermatide ronde. Un
granule acrosomique en développement est
parfois visible sous la forme d’un spot de den-
sité optique différente (brillant ou clair selon le
systéme optique) adjacent au noyau. Ce crite-
re, pourtant utile pour la sélection de la cellu-
le, n’est pas toujours observé: les spermatides
rondes précoces (phase Golgi du développe-
ment acrosomique) n’ont pas encore développé
leur granule acrosomique alors que pour les
stades les plus avancés, l'acrosome peut
prendre la forme d’une cape sur la cellule, fai-
blement visible sur des cellules non colorées. Il
faut donc savoir que la période pendant laquel-
le la vésicule acrosomique est clairement
visible au sein de la spermatide ronde est limi-
tée [42].

¢) Risques de confusion

La spermatide ronde peut alors étre confondue
avec un petit lymphocyte, cellule dont la taille
et la forme sont similaires. Il existe toutefois
quelques différences: le lymphocyte présente
un rapport nucléocytoplasmique plus élevé que
la spermatide et le cytoplasme n’entoure pas le
noyau de la cellule de facon réguliere [2].
Silber et al [26] soulignaient récemment le
risque de confusion entre spermatide ronde et
noyau de cellule de Sertoli. Vanderzwalmen et
al [42] et également Tesarik et al [36] s’oppo-
sent totalement a cette considération. 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 a fait différents du cytoplasme d’une sper-
matide ronde [36].

d) Confirmation

La méthode de sélection décrite repose unique-
ment sur des critéres morphologiques dont
Pobservation est susceptible de varier dun
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individu Pautre. Ainsi, Angelopoulos et al [2] a
pu confirmer par FISH (Fluorescent In Situ
Hybridation) que 80 % des cellules rondes qu'’il
avait sélectionées au microscope inversé
étaient bien des cellules haploides. De méme
pour Yamanaka [44] qui, aprés avoir sélection-
né des spermatides rondes par analyse d'image
assistée par ordinateur, a vérifié qu’il s’agissait
de cellules haploides par microscopie électro-
nique a transmission. D’autres méthodes 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
assistée est celle de faire naitre des enfants
anormaux. Sur ce point, les premiéres infor-
mations concernant les enfants congus par
microinjection de spermatides sont plutdt ras-
surantes [30]. Mais le fait qu'un enfant soit
normal a la naissance ne constitue pas la
garantie d'un développement normal jusqu'a
I'age adulte. Dans le contexte d’application
humaine, il existe deux questions fondamen-
tales a poser: (i) pourquoi ’homme qui doit étre
inclus dans le programme de conception avec
spermatides ne produit pas de spermatozoides
?; (i1) tous les éléments nécessaires au dévelop-
pement de 'embryon, outre le matériel géné-
tique, sont-ils réunis dans les spermatides de
ce patient ?

1. Facteurs Génétiques

La stérilité sécrétoire, due a4 un déficit primai-
re de la production de spermatozoides, touche
environ 5 % des hommes infertiles [11].
L'existence de cas familiaux ou de remanie-
ments chromosomiques montre qu'un défaut
génétique peut étre a lorigine de cette stérili-
té.

A. Anomalies chromosomiques

La comparaison entre les spermatozoides
d’hommes fertiles et stériles montre une aug-
mentation des anomalies de nombre et de
structure des chromosomes. La fréquence glo-
bale de ces anomalies est inversement propor-
tionnelle & la richesse en spermatozoides et
varie dune étude a l'autre en fonction des cri-

teres d’inclusion. Elle atteint prés 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 légére, en majorité
des anomalies des autosomes, translocations et
inversions. Cette augmentation de fréquence
est loin d’étre négligeable et justifie en soi
I'étude systématique du caryotype avant toute
microinjection intraovocytaire d'une spermati-
de.

B. Anomalies géniques

Méme si, dans la majorité des cas, 'origine de
I'anomalie de spermatogenese n’est pas identi-
fiée, plusieurs régions du génome sont candi-
dates et particuliérement sur le chromosome Y.
Ce chromosome posseéde en effet plusieurs
genes impliqués dans la spermatogeneése.

a)Description des anomalies de ['Y

On savait depuis 1976, grace la cytogénétique
classique, que la perte du bras long du chro-
mosome Y pouvait expliquer certaines azoo-
spermies sécrétoires [39] et que des geénes
contrélant la spermatogenese devaient étre
situés dans la partie non fluorescente, euchro-
matique, de ce chromosome, dans une région
dénommée AZF pour Azoospermic Factor.
Dans cette région, il a été identifié 3 loci appe-
lés, AZFa, AZFb et AZFc, dont la délétion
serait responsable d’atteintes plus ou moins
séveres de la spermatogeneése [43]. Il a été éga-
lement identifié des genes situés sur ces loci,
les génes YRRM1 et YRRM2 appartenant a
une famille de génes appelée YRRM pour “Y
chromosome genes with RNA recognition
motif ” et sur le locus le plus distal le géne
DAZ pour “ Deleted in Azoospermia ” [25]. Vogt
et al [43] ont évoqué la relation entre la région
de I'Y manquante et le type d’atteinte de la
spermatogenése avec une gravité décroissante
du locus AZFa au locus AZFc. Des microdélé-
tions localisées en dehors des 3 sous-régions
AZF peuvent étre, elles aussi, associées a une
infertilité masculine sévére et transmissible a
la descendance. Il est méme possible que le
phénotype correspondant a une délétion dans
le chromosome Y soit codéterminé par la pré-
sence et l'activité d’autres génes contrdlant la
spermatogeneése et localisés dans des auto-
somes, comme le géne DAZLA (DAZ Like
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Autosomal) récemment répéré sur le chromo-
some 3.

b) Fréquence des anomalies de 'Y

La fréquence des anomalies de I'Y dans les
infertilités masculines est difficile a détermi-
ner. Car les études publiées sont différentes.
Cette différence dans les résultats peut étre
expliquée en partie par les techniques utilisées
et par les populations étudiées. Dans les azoo-
spermies sécrétoires, la fréquence des anoma-
lies de I'Y peut varier de 0 a 20% selon les
études. En cas d’oligospermie sévere, la fré-
quence est plus faible et peut également varier
de 0 4 10%. Dans P'oligospermie moins sévére
(> de 5x10% spermatozoides/ml), et dans la nor-
mospermie Pryor et al [23] observaient 2% de
fréquence des anomalies de I'Y.

¢) Conséquences pour la microinjection des
spermatides

Il faut rappeler que toutes les expériences ani-
males qui ont mené a la naissance d’'une pro-
géniture normale aprés utilisation de sperma-
tides ont été réalisées chez des animaux fer-
tiles. Il n’existe pas de modéle animal repro-
duisant les stérilités masculines susceptibles
d’étre traités par microinjection de sperma-
tides [37]. Chez 'homme, comme on la vu, tout
un ensemble de microdélétions sur le bras long
du chromosome Y peut étre associé a une azoo-
spermie sécrétoire, azoospermie avec parfois
production de spermatides conservée [25]. Des
lors, comment savoir si ces spermatides sont
génétiquement normales ? Si la procréation est
rendue possible chez ces hommes par le biais
de la conception avec spermatides, on peut
craindre que linfertilité du méme type soit
transmise a leur descendance masculine.

D’apres les résultats des études publiées, il
faut distinguer 2 situations: (i) les techniques
de ROSI et ELSI semblent donner de meilleurs
résultats chez les patients pour lesquels une
production de spermatozoides, méme tres limi-
tée, a déja été détectée [29, 34, 35, 41], et (ii) le
fait que le patient ait déja démontré sa capaci-
té a produire des spermatozoides matures,
aussi peu nombreux soient-ils, permet d’exclu-
re les anomalies génétiques les plus graves qui
sont totalement incompatibles avec l'achéve-
ment de la spermatogénése. Une oligospermie

trés sévere alternant avec une azoospermie
peut étre provoquée par un grand nombre de
facteurs environnementaux (infections
virales, substances toxiques, traumatisme
physique) et donc non transmissibles a la des-
cendance. L'implication de facteurs non géné-
tiques dans la pathogenése d’une azoospermie
est plus facilement envisageable lorsqu’une
preuve existe que I'individu a pu produire des
spermatozoides auparavant. C’est dans ces
circonstances que la technique de ROSI a été
utilisée avec succes pour la premiére fois [30,
31, 32]. En l’absence d’'une telle preuve, la
probabilité d’une étiologie génétique est sen-
siblement plus élevée. Les techniques de
ROSI et ELSI réalisées chez des patients qui
n’ont jamais montré de production sperma-
tique donnent apparemment de moins bons
résultats [15, 14].

A Theure actuelle, le diagnostic d’une micro-
délétion du chromosome Y, notamment
lorsque celle-ci est importante et touche une
des régions critiques, signifie un risque non
négligeable de transmission d’hypofertilité
voire d’infertilité dont la gravité est impos-
sible a prévoir. Malgré un certain nombre
d’incertitudes, cette recherche doit étre effec-
tuée en préalable d’'une tentative de repro-
duction assistée chez tout homme atteint
d’une oligospermie non obstructive séveére ou
d’'une azoospermie, associée au caryotype,
afin de pouvoir conseiller le couple, tout en
gardant en mémoire que l’ensemble des
causes génétiques d’infertilité masculine n’est
pas encore connu.

V. FACTEURS EPIGENETIQUES

Le spermatozoide fécondant fournit a T’
embryon non seulement le génome paternel
mais aussi plusieurs facteurs épigénétiques.
La contribution paternelle épigénétique com-
prend: (i) apport d’'un facteur cytosolique res-
ponsable de lactivation ovocytaire, (ii) dun
centrosome fonctionnel et (iii) d'une empreinte
spécifique sur certains genes.

a) Facteur d’activation ovocytaire

L’activation ovocytaire chez les mammiferes
implique notamment l'action d’un facteur sper-
matique cytosolique appelé SSF “Sperm
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Soluble Factor”. Lors de la microinjection d'un
spermatozoide, la présence de ce facteur est
indispensable pour activer I'ovocyte: Dorotzev
et al [10] ont montré un effondrement des taux
d’activation ovocytaire suite a l'injection de
spermatozoides traités par la chaleur. Le SSF
intervient certainement dans le déclenche-
ment des oscillations calciques qui ménent a
Pactivation ovocytaire. Une injection directe de
SSF dans l'ovocyte peut induire les oscillations
calciques et l'activation ovocytaire. Souza al
[28] a montré que l'injection d'une spermatide
ronde dans 'ovocyte humain sensibilise I'ovo-
cyte au développement d’oscillations calciques
de facon similaire a l'injection d’'un spermato-
zoide mature et donc les spermatides rondes
contiennent suffisamment d’activité SSF pour
sensibiliser le mécanisme d’oscillations cal-
ciques de l'ovocyte humain. En plus, toute
absence d’oscillations calciques typiques est
probablement due a un déficit en SSF activité
dans ces cellules. Cette étude montre que I'ac-
tivité SSF se met en place entre le stade sper-
matocyte II et le stade spermatide ronde dans
la spermatogenése humaine normale. Une
question reste sans réponse: qu'en est-il des
spermatides rondes provenant d’hommes azoo-
spermiques avec arrét de maturation [29] ?

b) Centrosome

Chez ’homme, le centrosome du spermatozoi-
de joue un réle clé dans 'organisation microtu-
bulaire durant la division cellulaire. On peut
donc penser qu’en microinjection de sperma-
tides, le centrosome paternel a déja acquis la
capacité d’orchestrer la division cellulaire du
zygote au stade spermatide, avant la différen-
ciation en spermatozoide!

¢) Empreinte génomique

L'empreinte génomique est une modification
allele-spécifique de 'ADN qui permet la recon-
naissance et l'expression différentielle des
alleles paternels et maternels de certains
genes. Une expression anormale de ces génes,
le plus souvent I'expression biallelique ou I’ab-
sence d'expression au lieu d’une expression
monoallelique paternelle ou maternelle, est
parfois associée aux pathologies humaines
[24]. On évoque le cas d’un gene (snrpn) qui

code pour un polypeptide du cerveau: les syn-
dromes de Prader-Willi et d’Angelman seraient
consécutifs, respectivement a la perte d’expres-
sion de l'allele d'origine paternelle ou mater-
nelle. Un cas isolé de gigantisme, associé a
une tumeur rénale de Wilms, serait aussi di a
un défaut d’empreinte génomique, celle du

gene Igf2.

L'empreinte génomique gametique a lieu au
cours de la gamétogéneése sans que l'on en
connaisse le moment précis. Selon Testart [37],
la naissance de souris normales et fertiles
aprés microinjection de spermatides ou méme
de spermatocytes II indique que, dans cette
espece, l’empreinte génomique paternelle
serait compléte avant la spermiogéneése.
Cependant, les données obtenues chez la sou-
ris indiquent que des modifications biochi-
miques liées a 'empreinte génomique (méthy-
lation) ne sont pas achevées a I'issue du déve-
loppement des spermatozoides dans le testicu-
le mais continuent au cours du passage des
spermatozoides dans I’épididyme [6]. La
méthylation éventuelle de certains génes pen-
dant la formation ou la maturation du sperma-
tozoide parait donc étre en relation avec sa
fonction immédiate dans la fécondation plutot
qu’avec sa fonction ultérieure dans le dévelop-
pement. De méme, pour Fishel [12], les résul-
tats obtenus chez la souris et chez 'homme
montrent que 'empreinte génomique des cel-
lules spermatogéniques se termine respective-
ment soit dans le testicule avant la 2éme divi-
sion méiotique soit dans l'ovocyte mature
apres injection de la spermatide. On peut donc
penser que tous les génes imprimés ne le sont
pas forcément en méme temps au cours de la
spermatogénése. Ainsi, tous les génes indis-
pensables au développement jusqu’a la nais-
sance pourraient étre imprimés au stade sper-
matide ronde.

On peut cependant s’interroger sur le devenir
des quelques enfants nés par conception avec
cellules germinales immatures. Ils devraient
faire l'objet d’'un suivi particulier, avec notam-
ment analyse de l'expression et de ’état de
méthylation des génes imprimés connus a
I’heure actuelle.
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CONCLUSION

Malgré les incertitudes qui demeurent quant a
Iefficacité de cette approche et les questions
soulevées, quelques équipes dans le monde
continuent a pratiquer la microinjection de
spermatides rondes ou allongées. Pour Tesarik,
désormais, pour les hommes concernés, il faut
faire un choix entre deux attitudes distinctes:
(i) continuer a prélever des échantions testicu-
laires pour trouver des spermatozoides au
risque d’une destruction massive du tissu tes-
ticulaire, et (ii) pratiquer la microinjection de
spermatides malgré une efficacité clinique trés
faible et des facteurs de risques potentiels sup-
plémentaires [36]. Pour lui, choisir la tech-
nique de ROSI en alternative a I'lCSI avec
spermatozoides testiculaires signifie une dimi-
nution du taux dimplantation de 50 %, mais
diminue le risque de dommages testiculaires
irréparables pour d’éventuelles futures tenta-
tives qui auront lieu quand les efforts de
recherche auront abouti a I'amélioration des
taux de succés de ROSIL Devant les incerti-
tudes, on doit plutét se demander s’il est vrai-
ment licite de considérer l'utilisation des sper-
matides comme une thérapeutique a part
entiére. Pour tout acte AMP et en particulier
pour la microinjection de spermatides, les
parents doivent étre pleinement conscients des
limites des connaissances actuelles, de la diffi-
culté d’évaluer le risque qu’ils transmettent
leur stérilité a leurs enfants, des conséquences
a court terme et long terme. Il n’est pas cer-
tain qu’a 'heure actuelle, on puisse leur four-
nir tous les éléments dont ils auraient besoin
pour prendre une décision.

A T’heure actuelle, le nombre de grossesses rap-
portées par cette approche est encore tres
faible et ne dépasse pas la dizaine d’enfants
nés. Il n’est pas certain que l'utilisation de
spermatides dans le programme d’ICSI ait
grand avenir!
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ABSTRACT

ICSI WITH SPERMATID INJECTION :
a review and questions
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N. FrRYDMAN

In order to treat male infertility, since 5 years
ago, intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
represents a new therapeutic approach of dif-
ferent forms of male sterility including obs-
tructive and spermatogenic failure azoosper-
mia. This paper reviews the use of ICSI with
round or elongated spermatids.
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