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RESUME

L'intérét et la faisabilité de la cryoconservation des
spermatozoides testiculaires humains sont mainte-
nant bien démontrés. Toutefois, la réalisation de la
congélation de ces spermatozoides reste empi-
rique, elle est basée essentiellement sur les tech-
niques utilisées pour les spermatozoides de I'éja-
culat. Les spermatozoides testiculaires sont consi-
dérés comme des gamétes encore «<immatures» et
sont toujours retrouvés en quantité limitée. Une
meilleure connaissance de leurs caractéristiques
cryobiologiques contribuerait a mieux définir le
type d’échantillon a congeler (tissu, suspension
cellulaire contenant des spermatozoides....), a faire
évoluer les processus de congélation/décongéla-
tion et la nature des milieux cryoprotecteurs et a
adapter les conditions de stockage."Compte tenu
des caractéristiques fonctionnelles de ces sperma-
tozoides et du fait qu’ils sont utilisés exclusive-
ment en ICSI, de nouveaux tests d’évaluation de la
résistance a la congélation basés notamment sur
leur qualité nucléaire devraient étre développés.

Mots clés : congélation, décongélation, spermatozoi-
des testiculaires, homme
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L. INTRODUCTION

La cryoconservation des spermatozoides de 1’éjaculat est
devenue une pratique médicale courante. Plus récemment,
avec le développement de la technique de fécondation in
vitro avec microinjection dans le cytoplasme ovocytaire
(ICSI), la cryoconservation a été appliquée aux spermato-
zoides testiculaires avec succés puisque de nombreuses
équipes rapportent des grossesses obtenues par ICSI avec
des spermatozoides testiculaires cryoconservés de patients
présentant une azoospermie excrétoire ou sécrétoire.

En réalisant de fagon asynchrone le prélevement testicu-
laire et la tentative d’ICSI, une stimulation et une ponc-
tion d’ovocytes pourront étre évitées chez des patients
pour lesquels aucun spermatozoide n’est retrouvé dans la
biopsie du conjoint. En outre, la programmation des inter-
ventions au niveau des équipes médico-chirurgicales est
facilitée et le biologiste peut disposer d’un temps supplé-
mentaire pour une recherche minutieuse et un traitement
éventuel (culture in vitro) des spermatozoides susceptible
d’améliorer leur mobilité. De plus, a partir d’un seul pré-
levement chirurgical, la quantité de spermatozoides cryo-
conservés peut permettre de réaliser plusieurs ICSI évitant
de nouvelles interventions chirurgicales pouvant augmen-
ter les risques de complications notamment chez des
patients présentant une azoospermie sécrétoire et pour les-
quels la taille du testicule est réduite [26].

Pour certains auteurs, les ICSI réalisées avec des sperma-
tozoides testiculaires cryoconservés conduisent a des taux
de fécondation, de clivage et d’implantation embryonnai-
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res ou de naissances plus faibles que ceux obtenus avec
des spermatozoides testiculaires frais (4, 9, 33], alors que
pour d’autres, il n’existerait aucune différence {7, 32].

Comparés aux spermatozoides éjaculés, les spermatozoi-
des testiculaires sont encore considérés comme des game-
tes «immatures». En effet, au cours du transit épididymai-
re, se produisent des remaniements morphologiques, bio-
chimiques ou fonctionnels importants. Par exemple, il
cxiste une augmentation de la fluidité membranaire [12] et
une modification du rapport volume/surtace membranaire
[1], deux parametres critiques en cryobiologie et qui
devraient étre pris en compte dans 1’établissement des
protocoles de congélation [10, 20]. Cependant, compte
tenu des trés faibles quantités de spermatozoides disponi-
bles, aucune étude spécifique concernant les caractéris-
tiques cryobiologiques des spermatozoides testiculaires
humains n’a été réalisée et les protocoles de cryoconserva-
tion de ces spermatozoides ont ¢té adaptés a partir de ceux
utilisés pour les spermatozoides de I’éjaculét.

II. RECUEIL ET TRAITEMENT DES
PRELEVEMENTS TESTICULAIRES AVANT
LA CONGELATION

Deux techniques chirurgicales de prélévements testiculai-
res sont actuellement utilisées, la biopsie chirurgicale a ciel
ouvert et la ponction percutanée a I’aiguille (3, 17, 18, 22].
Les prélévements sont alors rapidement immergés dans un
milieu de survie avant d’étre transportés au laboratoire,
généralement a température ambiante (20-25°C) pour étre
traités.

La revue de la littérature [2, 16, 19, 27] montre que la
nature des prélevements cryoconservés est trés hétérogéne
: fragments de tissus intacts, tubes séminiféres a partir des-
quels les spermatozoides peuvent &tre plus facilement
extraits aprés décongélation, suspensions cellulaires plus
ou moins purifiées, ou spermatozoides isolés. A partir des
prélevements chirurgicaux, les spermatozoides sont
extraits soit par un traitement mécanique basé sur une tech-
nique manuelle permettant une dilacération des tubes sémi-
niféres, soit par une digestion enzymatique a 1’aide de col-
lagénase (collagénase de typc 1A ou de type 1V). Les
suspensions cellulaires obtenues contenant les spermato-
zoides peuvent étre congelées directement aprés dilution
avec le milieu cryoprotecteur, ou subir un traitement
(migration sur gradient de densité) permettant d’isoler les
spermatozoides avant la congélation. Une culture in vitro
des préparations obtenues peut étre aussi réalisée avant
congélation pour éventuellement initier une mobilité des
spermatozoides [28].

Des naissances ont été rapportéces, quelle que soit la nature
du prélevement cryoconservé, cependant il existe peu d’é-
tudes systématiques comparant les résultats obtenus avec

ces différents types de prélevements. Crabbe et al. [2] ont
réalisé une étude sur 14 biopsies. Pour chaque ¢échantillon,
deux protocoles ont été testés : congélation d’un fragment
de tissu et dilacération apres décongélation ou dilacération
du tissu frais puis congélation et décongélation d’une
suspension hétérogéne. La congélation aprés dilacération
des cellules testiculaires permet d’obtenir une quantité plus
importante de spermatozoides vivants et mobiles que la
congélation du tissu.

II1. LES DIFFERENTES ETAPES DE LA
CRYOCONSERVATION DES SPERMATO-
ZOIDES
La cryoconservation comporte quatre grandes étapes : la
mise en contact des spermatozoides avec le milieu cryo-
protecteur suivie du refroidissement et de la congélation,

puis le stockage a - 196°C et finalement la décongélation
et le retrait du cryoprotecteur.

Ce processus entrainc d’importantes variations du volume
du spermatozoide liées aux flux d’eau et de cryoprotecteur
entre les milieux intra et extracellulaires, consécutifs aux
modifications d’osmolalité provoquées par 1’addition du
cryoprotecteur (hypertonique) et a la formation des cris-
taux de glace (Figure 1). En effet, au fur et & mesure que
I’eau extracellulaire se congele, les solutés s’accumulent
dans I’eau liquide. Il y a donc une augmentation du gra-
dient osmotique entre le milieu intracellulaire ct le milieu
extracellulaire provoquant une sortie de I’eau et une déshy-
dratation de la cellule ; c’est donc sous un volume réduit
que le spermatozoide sera conservé. Inversement, au
moment de la décongélation, la diminution de la concen-
tration des solutés dans le milieu extracellulaire entraine
une entrée d’eau dans le spermatozoide qui va alors trans-
itoirement «gonfler», puis une sortie du cryoprotecteur et
finalement le spermatozoide devrait retrouver son volume
initial {1, 14].

IV. CONSEQUENCES DE LA CRYOCONSER-
VATION SUR LES SPERMATOZOIDES

De nombreux travaux ont rapporté des effets déléteres de
la congélation/décongélation sur les spermatozoides de 1'é-
jaculdt, que ce soit au niveau morphologique, membranaire
ou nucléaire et se traduisant par des altérations fonction-
nelles (baisse de mobilité, du pouvoir fécondant) [24]. Par
contre, les conséquences de la cryoconservation sur les
spermatozoides testiculaires ont été peu étudiées. Nogueira
et al. [23] ont analysé en microscopie optique et électro-
nique les spermatozoides aprés congélation/décongélation
de biopsies testiculaires de sujets porteurs d’une azoosper-
mie excrétoire. Ils ont observé des lésions au niveau des
membranes plasmiques et nucléaires (gonflement, frag-
mentation) de la région post-acrosomique et de 1’acrosome
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Figure 1 : Variation du volume du spermatozoide au cours du processus de congélation/décongélation. Influence des flux du cryoprotec-
teur et de Ueau entre le milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire. D’aprés Hammerstedt et al. [14].

(formation de vacuoles, expulsion du contenu acroso-
mique). Ces altérations sont assez comparables a celles
observées aprés décongélation de spermatozoides éjaculés.
Toutefois, les conséquences sur la fécondation et le déve-
loppement des embryons obtenus en ICSI (technique obli-
gatoire pour des spermatozoides testiculaires) restent & pré-
ciser.

Des études réalisées chez des sujets fertiles (témoins) mon-
trent que la fréquence des spermatozoides dont I’ADN est
intact (apprécié par la technique COMET) est significati-
vement plus €élevée pour les spermatozoides testiculaires
que pour les spermatozoides €jaculés. En outre, pour les
spermatozoides testiculaires provenant de sujets fertiles ou
azoospermiques, la congélation/décongélation des sperma-
tozoides sous forme de tissu ou de suspensions cellulaires,
n’entraine aucune altération supplémentaire de I’ADN
[30].

La faible quantité de spermatozoides testiculaires disponi-
ble, limite les tests permettant d’évaluer leur résistance a la
cryoconservation. Ceux-ci reposent essentiellement sur I’a-
nalyse de la vitalité et de 1la mobilité post-décongélation et
sur les taux de fécondation, de clivage et d’implantation
embryonnaires, de grossesses et de naissances. Cependant,
pour optimaliser les processus des cryoconservations et
compte tenu des caractéristiques spécifiques des spermato-
zoides testiculaires et de leur utilisation (ICSI), il serait
souhaitable de développer d’autres tests permettant d’ap-
précier des altérations plus discrétes.

V. MILIEUX DE CONGELATION ET PROTO-
COLE DE CONGELATION/
DECONGELATION

Aucune étude spécifique sur D'efficacité des milieux de
congélation n’a ét€ réalis€e pour les spermatozoides testi-
culaires et les milieux utilisés sont ceux habituellement
retenus pour les spermatozoides éjaculés, contenant le gly-
cérol comme cryoprotecteur. Dans le sperme, nous avons
montré que le liquide séminal a un effet protecteur sur les
spermatozoides au cours du processus de
congélation/décongélation qui s’expliquerait notamment
par son pouvoir anti-oxydant [11, 25]. Pour les spermato-
zoides testiculaires, ’addition dans les milieux cryoprotec-
teurs d’anti-oxydants pour pallier & I’absence de liquide
séminal pourrait donc s’avérer bénéfique.

Dans le cas des spermatozoides éjaculés, I’action de diffé-
rentes substances additionnées au milieu cryoprotecteur a
été testée. C’est le cas de la pentoxifylline. Pour certains
auteurs [6, 15], elle aurait un effet bénéfique au cours du
processus de congélation / décongélation sur la mobilité et
sur 1’acrosome, alors que pour d’autres, elle entrainerait
une augmentation de la mobilité seulement si elle est ajou-
tée au milieu aprés décongélation [29]. Le mécanisme
d’action de 1a pentoxifylline est complexe puisque, en tant
qu’inhibiteur de la phosphodiestérase, elle permet de main-
tenir le taux intracellulaire d’AMPc a un certain niveau et
d’autre part, en se comportant comme un piégeur de radi-
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caux oxygénés, elle limiterait les effets délétéres du stress
oxydant. La supplémentation des milieux par la pentoxifyl-
line pourrait donc aussi contribuer & améliorer la tolérance
a la congélation des spermatozoides testiculaires.

La vitesse de congélation est un parametre important puis-
qu’elle conditionne la vitesse de formation et la taille des
cristaux de glace, leur présence éventuelle a I’intérieur de
la cellule.

Si la vitesse de refroidissement est lente, des cristaux de
glace se forment autour du spermatozoide, puis grandis-
sent, et le spermatozoide se déshydrate progressivement et
se trouve exposé a de forte concentration de soluté, puis
finalement meurt. Inversement, si la vitesse de refroidisse-
ment est trés rapide, lc flux d’eau extra-cellulaire est trés
faible, des cristaux de glace se forment alors a I’intérieur
du spermatozoide et lorsqu’ils atteignent une certaine
taille, provoquent des lésions et la mort de la cellule [1]. 11
existe donc une zone optimum de vitesse de refroidisse-
ment pour laquelle les lésions seront minimum et donc la
survie maximum [5].

D’apres la littérature, les spermatozoides testiculaires sont
congelés soit rapidement en une seule étape au cours de
laquelle, les échantillons sont maintenus 8 a 30 minutes
dans les vapeurs d’azotc avant d’étre plongés dans 1’azote
liquide, soit progressivement et de facon contrélée avec
des vitesses de refroidissement croissantes. Le programme
que nous utilisons, comporte trois paliers de refroidisse-
ment : 5°C/minute entre la température ambiante et -4°C ;
10°C/minute jusqu’a —-30°C, 20°C/minute jusqu’a —140°C
et finalement les paillettes sont plongées et stockées dans
I’azote liquide. Aucune étude comparative de ces deux
méthodes n’a été réalisée pour les spermatozoides testicu-
laires. Toutefois, en se ré¢férant aux résultats obtenus a par-
tir de travaux réalisés sur des spermes altérés, une congéla-
tion progressive et contrdlée donne de meilleurs résultats
qu’une congélation réalisée dans les vapeurs d’azote [13,
31] en termes de vitalité, mobilité, morphologie et conden-
sation de la chromatine. De plus, il est recommandé d’as-
socier une décongélation a 22°C a une congélation lente et
progressive et une décongélation a 37°C dans le cas d’une
congélation rapide {31]. L’addition du cryoprotecteur a la
suspension de spermatozoides, avant congélation et son
retrait aprés décongélation, doivent se faire de fagon pro-
gressive et controlée pour éviter les chocs osmotiques [8].

D’aprés une étude récente [21], la vitrification qui se
caractérise par un refroidissement treés rapide (environ 10
000°C/minute) et ’absence de cryoprotecteur, offre des
perspectives intéressantes pour la cryoconservation des
spermatozoides humains. Des spermatozoides éjaculés
humains sélectionnés par migration ascendante et soumis a
une vitrification, présentent, aprés décongélation, des
caractéristiques (vitalité, morphologie, mobilité) compara-

bles a celles de spermatozoides cryoconservés selon un
protocole classique, et des embryons ont été obtenus en
fécondation in vitro avec ces spermatozoides.

VI. CONCLUSION

Si I’intérét de la cryoconservation des spermatozoides
testiculaires est maintenant bien admis, les techniques
utilisées restent encore empiriques. Des altérations, qui
restent encore mal identifiées, du spermatozoide peu-
vent se produire a toutes les étapes : traitement des tis-
sus, mise en contact avec le milieu cryoprotecteur, pro-
cessus de congélation/décongélation.

Une meilleure connaissance des caractéristiques
morphologiques, fonctionnelles et cryobiologiques des
spermatozoides testiculaires devrait contribuer a faire
évoluer ces techniques et a optimaliser les procédures.
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ABSTRACT

Principles of testicular sperm preparation and cryo-
preservation

Geneviéve GRIZARD, André FORCE, Laurent
JANNY, Daniel BOUCHER

The advantages and feasibility of human testicular
spermatozoa cryoconservation for intracytoplasmic
sperm injection (ICSl) have now been clearly
demonstrated. However, the freezing protocol is
based on empirical knowledge obtained from free-
zing of ejaculated spermatozoa. Testicular sperma-
tozoa may not be fully mature gametes and may
also be retrieved in only limited quantities. Little
research has been conducted to determine whether
they have the same cryobiological requirements as
ejaculated spermatozoa. A better understanding of
their cryobiological features and assessment of
possible subcellular changes after thawing would
help to optimize testicular preparations for cryopre-
servation (whole biopsies, seminiferous tubules,
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shredded suspension, single spermatozoa, etc.),
freezing-thawing procedure, freezing media, and
storage. Finally, there is a growing need for well-
defined criteria (nuclear quality, etc.) to evaluate the
tolerance of testicular spermatozoa to freezing-tha-
wing procedure for ICSI

Key-Words: freezing, thawing, testicular spermatozoa,
man
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