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RESUME

La cryoconservation des spermatozoides
avant traitement chimio-radiothérapique sté-
rilisant permet de préserver des possibilités
de reproduction chez Yhomme adulte. En Pab-
sence de spermatozoides matures, des
mesures de préservation du potentiel de
reproduction n’ont pas pu, jusqu’ici, étre
envisagées chez ’enfant, alors méme que le
taux de guérison de certaines pathologies
malignes est important a cet dge. Cette revue
se propose de faire le point sur les avancées
récentes qui ouvrent des perspectives de
conservation et de maturation in vitro de cel-
lules germinales masculines immatures qui
pourraient étre prélevées chez les garcons
pré-pubéres avant traitement chimio-radio-
thérapique.

11 a été montré que certaines étapes de la
méiose ont pu étre réalisées in vitro, avec
obtention de spermatides a partir de sperma-
tocytes de rats. Des spermatides rondes cryo-
conservées ont été utilisées pour féconder
des ovocytes de souris et ont permis d'obtenir
des souriceaux. Dans I’espéce humaine, des
grossesses ont pu étre obtenues a la suite de
microinjections de spermatides rondes dans
des cas d'azoospermie. Une grossesse a été
rapportée en utilisant une spermatide ayant
subi une cryoconservation. Ainsi le projet de
prélevement d’'un fragment de parenchyme
testiculaire avant traitement stérilisant, de

maturation in vitro des spermatogonies jus-
qu’au stade de spermatide, de cryoconserva-
tion des spermatides, et de leur utilisation
ultérieure pour microinjection intra-ovocy-
taire dans le but d’obtenir une grossesse,
n’apparait plus irréalisable, puisque chaque
étape a pu étre réalisée individuellement. La
mise au point chez ’animal d’une telle procé-
dure apparait un préalable indispensable
pour en étudier la faisabilité mais aussi I'in-
nocuité avant le passage a une phase d'appli-
cation clinique.

Mots-Clés : Chimiothérapie, radiothérapie, enfant,
spermatogenése in vitro, cryoconser-vation, sperma-
tide.

L'intensification des traitements par radiothé-
rapie et chimiothérapie permet d'augmenter la
survie dans les maladies cancéreuses, notam-
ment chez l'enfant. Il a ainsi pu étre estimé
que, dans la population des sujets 4gés de 20
ans, 0,1 % des sujets sont des survivants d'un
cancer de l'enfance [25]. Ces traitements ont
des effets secondaires, ils sont en particulier
responsables d'altérations testiculaires et de
stérilité. La cryoconservation des spermato-
zoides avant traitement chimio-radiothéra-
pique stérilisant permet de préserver des pos-
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sibilités de reproduction chez '’homme adulte.
En l'absence de spermatozoides matures, des
mesures de préservation du potentiel de repro-
duction n’ont pas pu, jusqu’ici, étre envisagées
chez I'enfant, alors méme que le taux de guéri-
son est important a cet age (= 65-70% de guéri-
son dans les leucémies aigués).

Cette revue se propose de faire le point sur les
avancées récentes qui ouvrent des perspectives
de conservation et de maturation in vitro de
cellules germinales masculines immatures qui
pourraient étre prélevées chez les garcons pré-
pubéres avant traitement chimio-radiothéra-
pique et utilisées ultérieurement dans un but
de procréation, apres guérison de la maladie
cancéreuse.

I. LE TESTICULE PRE-PUBERE ET LA
MISE EN PLACE DE LA SPERMATOGE-
NESE
Les études sur l'évolution des cellules germi-
nales chez le garcon de la naissance a la puber-
té sont assez rares. Il apparait néanmoins que
le volume testiculaire augmente progressive-
ment de 1,1 & 3 ml et cela du fait de 1'accrois-
sement de la longueur des tubes séminiféeres
[15]. Les tubes séminiferes sont constitués de
cellules de Sertoli et de spermatogonies. Le
nombre de spermatogonies visibles par section
de tube séminifere varie au cours de l'enfance :
il diminue légérement de la naissance a 1'age
de 3 ans puis augmente jusqu'a I'age de 8 ans,
diminue de nouveau entre 8 et 9 ans pour aug-
menter ensuite jusqu'a la puberté. On note, en
particulier dans la période entre 3 et 8 ans, que
certaines spermatogonies se localisent en posi-
tion plus centrale dans le tube séminifere et
présentent des anomalies morphologiques
(hypertrophie, 2 ou 3 noyaux) et des signes de
dégénérescence [18]. Dans certains tubes sémi-
nifeéres de certains gargons, on trouve quelques
spermatocytes prenant le plus souvent un
aspect dégénératif, et de rares spermatides qui
dégéneérent sans qu'aucun spermatozoide ne
puisse étre formé [16]. Il semble ainsi se pro-
duire pendant l'enfance une certaine activité
de prolifération et de dégénérescence sperma-
togoniale, les tentatives de progression de la
spermatogenése échouent a cette période de la

vie.

Ce n'est qu'a la puberté, sous l'effet des gona-
dotrophines que la spermatogenese peut se
dérouler jusqu'a son terme. Les gonadotro-
phines hypophysaires ont pour cellules cibles
les cellules somatiques du testicule, cellules de
Leydig pour la LH et cellules de Sertoli pour la
FSH. Le développement de la spermatogenése
nécessite des interactions paracrines étroites
entre cellules germinales et cellules soma-
tiques du testicule. De nombreux facteurs
paracrines assurant les communications entre
cellules somatiques et cellules germinales ont
été identifiés [9]. Nos connaissances des inter-
actions entre cellules somatiques (cellules de
Sertoli) et cellules germinales sont toutefois
encore parcellaires, en particulier du fait des
difficultés rencontrées jusqu'ici dans le déve-
loppement de systémes de cultures de cellules
germinales a long terme.

IL. EFFETS DES TRAITEMENTS
ANTI-CANCEREUX PRE-PUBERTAIRES
SUR LA SPERMATOGENESE.

Les traitements anticancéreux pédiatriques
provoquent des altérations de la lignée germi-
nale pouvant étre définitives, avec disparition
compléte des spermatogonies souches. La com-
paraison de l'intensité des effets secondaires
des traitements anti-cancéreux en fonction de
l'age auquel ils sont appliqués, semble indi-
quer que les lésions de la lignée germinale sont
moins intenses chez 1'enfant que chez 'adulte
[21], sans doute parce que la spermatogenése
n'est pas encore en activité chez l'enfant. Par
contre, les lésions leydigiennes seraient plus
intenses chez l'enfant.

On retrouve chez l'enfant comme chez l'adulte
une toxicité différentielle selon les produits
utilisés. Il est ainsi possible de privilégier, a
efficacité égale, les protocoles thérapeutiques
les moins agressifs sur la lignée germinale.
Ainsi le remplacement du protocole MOPP par
le protocole ABVD dans la maladie de
Hodgkin, a permis une nette diminution des
séquelles testiculaires [32]. Il n'est toutefois
pas toujours possible d'éviter les traitements
gonadotoxiques. L'intensification des traite-
ments associés a une greffe de moelle, fait que
la lignée germinale sera définitivement altérée
chez bon nombre de patients qui vont survivre
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de leur maladie maligne séveére, au prix d'un
traitement intensif.

Les tentatives de protection de la spermatoge-
nese pendant les traitements radio-chimiothé-
rapiques par freinage gonadotrope ont donné
des résultats paraissant prometteurs chez
I'animal [14]. L'application en clinique humai-
ne ne s'est malheureusement pas révélée réel-
lement efficace chez 'homme adulte. Le princi-
pe de la mise au repos du testicule n'a pas de
fondement chez 1'enfant.

L'idée de cryoconserver les cellules germinales
immatures obtenues chez l'enfant avant le
début du traitement anti-cancéreux, comme on
le fait pour les spermatozoides de 1'homme
adulte, nécessite que l'on puisse, ultérieure-
ment, amener les cellules germinales imma-
tures a un état de maturité compatible avec la
"fécondation” d'un ovocyte et un développe-
ment embryonnaire normal, lorsque le sujet
guéri aura un projet parental.

I1I. AUTOGREFFES - DANGER DE
REINTRODUCTION DE CELLULES
MALIGNES

Il a été montré que les cellules germinales
males peuvent poursuivre leur différenciation
[6] et donner naissance a des souriceaux [5],
apres avoir été isolées du testicule de souris,
puis ré-injectées dans les tubes séminiferes
d’'un autre animal génétiquement stérile ou
rendu stérile par un cytotoxique (busulfan)
préalable. Ceci a pu étre réalisé aussi apreés
congélation-décongélation des cellules germi-
nales [3]. Ces expériences ont pu suggérer la
possibilité de prélevement d’'un fragment de
parenchyme testiculaire avant traitement sté-
rilisant, cryoconservation de cellules germi-
nales immatures en vue d'une “autogreffe” tes-
ticulaire ultérieure [4]. Des particularités d'es-
péce ont amené a préconiser, chez les primates,
l'introduction des cellules germinales a trans-
planter par le rete testis [24]. Toutefois, la fré-
quence de la localisation testiculaire des cel-
lules leucémiques rend l'auto-transplantation
de cellules germinales immatures, prélevées
avant traitement chimio-radiothérapique puis
cryoconservées, potentiellement dangereuse en
raison du risque de récidive testiculaire de la

maladie maligne a partir des cellules leucé-
miques autologues initialement présentes
dans le testicule et susceptibles de contaminer
les cellules germinales.

Comme il a été montré chez les rongeurs qu'il
n'y a pas de spécificité absolue d'espece
puisque des spermatozoides de rat ont pu étre
obtenus apres transplantations de spermato-
gonies dans des testicules de souris immuno-
déficientes [7], il a été suggéré d'utiliser un
animal héte pour assurer la maturation des
cellules germinales humaines de maniére a
nutiliser que les spermatozoides pour une
microinjection. Ceci pourrait permettre d'évi-
ter le danger de récidive de la maladie
maligne. On ne sait toutefois pas si cette possi-
bilité de xéno-transplantation d'une espece a
l'autre est applicable en dehors des rongeurs.
D'autre part, la possibilité de contamination
des cellules germinales humaines par des
rétrovirus animaux n'est pas exclue [23].

IV. MATURATION IN VITRO DES
CELLULES GERMINALES MALES

Une procédure comportant la maturation in
vitro des cellules germinales males et leur uti-
lisation pour fécondation assistée apreés cryo-
conservation devrait permettre d'éviter le
risque lié & la réintroduction dans le testicule
de cellules malignes ou le recours a la xéno-
transplantation des cellules germinales.

Il a pu étre démontré que certaines étapes de
la spermatogenése peuvent &étre réalisées in
vitro avec obtention de spermatides a partir de
spermatocytes de rat. Le passage de la méiose
a pu étre obtenu dans un systéme dissocié de
coculture de cellules de Sertoli de rat immatu-
re (20 jours) et de spermatocytes isolés par élu-
triation a partir de testicules de rats adultes
[33] ou dans un systéme de culture de tubes
séminiferes mis en culture avant que la méio-
se ne se soit mise en place in vivo [10]. Dans
I'espéce humaine, les possibilités de culture et
d'études fonctionnelles des cellules testicu-
laires in vitro sont plus limitées que dans les
modeles animaux. Il apparait néanmoins pos-
sible de réaliser des cultures de cellules soma-
tiques de testicules humains normaux a long
terme, en gardant une activité fonctionnelle
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spécifique [13]. Dans des expériences a plus
court terme, 1'effet de la FSH et de la testosté-
rone sur les cellules germinales humaines a
été étudié a partir de biopsies testiculaires réa-
lisées chez des patients présentant des obs-
tructions des voies excrétrices [28, 29]. Ainsi,
bien que les résultats soient encore parcel-
laires, la voie de la maturation in vitro des cel-
lules germinales immature est ouverte. Cette
démarche se justifie du fait que la possibilité
de conception a partir de cellules germinales
immatures a été démontrée.

V. FECONDATION ASSISTEE AVEC DES
CELLULES GERMINALES IMMATURES

Si le passage de la méiose in vitro a pu étre
démontré, il n'apparait pas possible de per-
mettre la phase de spermiogenése in vitro a
I'heure actuelle. Néanmoins, des cellules ger-
minales immatures ont pu étre utilisées a la
place des spermatozoides pour obtenir une
fécondation et un développement embryonnai-
re. Des spermatides rondes [12], éventuelle-
ment cryoconservées [26] ont pu étre utilisées
pour féconder, par microinjection ou électrofu-
sion, des ovocytes de souris, ce qui a permis la
naissance de souriceaux normaux. L'utilisa-
tion de cellules a des stades encore plus pré-
coces a été tentée. Des spermatocytes secon-
daires [11] et méme des spermatocytes
primaires [17, 22] ont été utilisés chez la sou-
ris. La fin de la méiose male a pu s'accomplir
dans l'ovocyte, a la faveur de la reprise de la
méiose ovocytaire, avec expulsion du matériel
génétique maile excédentaire, sous forme de
globule polaire supplémentaire, ce qui a per-
mis d'observer un développement embryonnai-
re normal qui a pu aboutir a la naissance de
souriceaux normaux.

Dans 'espece humaine, des grossesses ont pu
étre obtenues a la suite de microinjections de
spermatides rondes dans un ovocyte mature (8,
30, 31]. Contrairement aux travaux chez la
souris, il s'agissait de cas pathologiques pour
lesquels les spermatides rondes représentaient
les cellules germinales les plus avancées dont
on disposait le jour de la microinjection. Ces
spermatides ont été obtenues par biopsie testi-
culaire ou dans l'éjaculat. Une grossesse a été
rapportée en utilisant une spermatide ayant

subi une cryoconservation {2]. Récemment il a
été rapporté que, a partir de cellules testicu-
laires obtenues chez des sujets azoospermiques
pour lesquels les cellules germinales les plus
avancées observées étaient des spermatocytes,
une culture de quelques jours, a permis la
microinjection de spermatides et 1'obtention de
grossesses [27]. Des méthodes d'identification
[1] et d'isolement des spermatides rondes a
I'état vivant [34] ont été mises au point de
maniere a éviter que des ovocytes ne soient
microinjectés par erreur avec un autre type de
cellule.

Ainsi un projet de prélevement d'un fragment
de parenchyme testiculaire avant traitement
stérilisant, maturation in vitro des cellules
germinales jusqu’au stade de spermatide, cryo-
conservation des spermatides, et utilisation
ultérieure pour microinjection intra-ovocytaire
dans le but d’obtenir une grossesse mérite
d'étre pris en considération dans une perspec-
tive de préservation du potentiel de fertilité
apres traitement anti-cancéreux chez l'enfant
puisque la plupart des étapes ont été réalisées
individuellement.

VI. DIFFICULTES ET DANGERS

Certains points ne sont pas encore résolus, et
l'estimation des risques d'une telle procédure
doit étre envisagée de maniere théorique mais
aussi expérimentale.

Si les travaux résumés ci-dessus montrent le
passage de la méiose in vitro, la phase d'entrée
en méiose des spermatogonies n'a pas encore
été démontrée de maniere formelle in vitro. Le
franchissement de cette étape correspond au
passage de 1'état pré-pubere a la spermatoge-
nese adulte. Il reste a déterminer dans quelles
conditions les cellules de Sertoli vont étre
capables de promouvoir l'entrée en méiose des
spermatogonies a partir du moment ou elles
sont soumises a une stimulation hormonale
mimant la puberté.

Si on peut observer des signes de début de dif-
férenciation spécifiques des spermatides obte-
nues in vitro chez le rat [10, 19, 33], toutefois
le stade de spermatide ronde n'est pas dépassé
et les possibilités de spermiogenése in vitro
apparaissent limitées. Les risques liés a 1'utili-
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sation de spermatides rondes dans une pers-
pective de procréation ont été largement discu-
tés a la suite des essais initiaux réalisés dans
l'espece humaine avant méme que la procédu-
re n'ait été testée dans des modeles animaux.

Les interrogations portent sur

1) le stade auquel s'établit l'empreinte géno-
mique ("imprinting”) dans les cellules ger-
minales au cours de la spermatogeneése,

2) le role protecteur des protéines nucléaires
spécifiques des spermatides (protéines de
transition, protamines),

3) le mécanisme d'activation de 1'ovocyte dans
les procédures de microinjection des sper-
matides,

4) le réle du centriole masculin dans la polari-
sation de l'ovocyte et le développement
embryonnaire. Il est possible que I'immatu-
rité de ces phénomeénes puisse étre respon-
sable du faible nombre de grossesses
menées a terme a partir des spermatides
rondes par rapport aux meilleurs résultats
obtenus a l'aide des spermatides en voie
d'élongation [20].

11 faut toutefois souligner que l'interprétation
des résultats obtenus dans les cas patholo-
giques humains ne peut pas étre extrapolée
sans précaution au projet de cryoconservation
avant traitement anticancéreux. La cause ini-
tiale de la perturbation de la spermatogenése
est différente, une pathologie souvent mal
comprise a I'échelon moléculaire dans les azoo-
spermies et un état pré-pubere chez des
enfants devant subir un traitement anticancé-
reux. De méme la cause du blocage de la sper-
miogeneése chez les sujets azoospermiques est
vraisemblablement différente des difficultés de
maintien des cultures des cellules testiculaires
a tres long terme, ce qui empéche la progres-
sion de la spermiogeneése in vitro.

La question plus générale du risque de favori-
ser la transmission d'une susceptibilité au can-
cer doit aussi étre examinée avant de dévelop-
per une procédure permettant a des sujets
ayant eu un cancer pédiatrique d'avoir des
enfants. Une étude récente portant sur 5847
enfants de 14652 sujets survivants dun cancer
pédiatrique (mais dont la fertilité a été préser-

vée) montre que, mis a part les cancers rele-
vant d'une transmission génétique bien établie
comme le rétinoblastome, la fréquence des
autres cancers n'est pas significativement
accrue dans la descendance, alors méme que
les sujets (et leurs cellules germinales) ont subi
le traitement du cancer.

Une mise au point préalable sur des modeles
animaux apparait indispensable en vue de pré-
ciser non seulement la faisabilité mais aussi
Iinnocuité de la procédure par I'étude dun
nombre significatif de produits de conception
obtenus a la suite de la procédure complete.
L'adaptation a I'espece humaine devrait com-
porter des études préalables a partir de tissus
testiculaires humains normaux comme ceux
que l'on a pu prélever chez des sujets en état de
mort cérébrale récente, lors des prélévements
d'organe pour transplantation. Ces études, qui
ont été rendues pratiquement impossibles a la
suite des dispositions de la loi bioéthique de
1994, pourront peut-&tre reprendre lorsque la
loi bioéthique aura été rediscutée. Par ailleurs
les procédures devront étre adaptées en fonc-
tion des régles de sécurité sanitaire en évitant
les risques de transmission de zoonose.

La toxicité gonadique des traitements antican-
céreux étant variable et les protocoles théra-
peutiques se modifiant, les indications de pré-
levement de tissu testiculaire pour maturation
in vitro, cryoconservation et conception assis-
tée ultérieure doivent étre précisées. 1l s’agit
en effet de préciser les cas pour lesquels la
fonction de reproduction sera définitivement
compromise par le traitement radio-chimiothé-
rapique, alors que les chances de guérison lais-
sent prévoir un désir de paternité ultérieure.

Le délai entre le traitement radio-chimiothéra-
pique chez le garcon pré-pubeére et le désir de
paternité sera de plus de 10 ans. Ceci implique
une cryoconservation des cellules germinales
immatures d'assez longue durée. Le stade
auquel les cellules germinales immatures subi-
ront le moins d'altération lors du processus de
congélation—décongélation reste & déterminer,
la congélation pouvant porter sur les cellules
germinales immatures au stade de spermato-
gonies avant maturation in vitro ou au stade
de spermatides rondes apres la méiose.
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VII. CONCLUSION

Ainsi le projet de prélevement d’'un fragment
de parenchyme testiculaire avant traitement
stérilisant, la maturation in vitro des cellules
germinales jusqu’au stade de spermatide, la
cryoconservation des cellules germinales
immatures, et 1'utilisation ultérieure des sper-
matides pour microinjection intra-ovocytaire
dans le but d’obtenir une grossesse n'apparait
plus irréalisable. La majorité des étapes a pu
étre réalisée individuellement. Une mise au
point préalable chez 1'animal et une adaptation
des méthodes dans l'espéce humaine sont
nécessaires pour établir non seulement la fai-
sabilité mais aussi l'innocuité de la procédure
avant de débuter la phase thérapeutique.
Celle-ci sera envisagée dans les cas pour les-
quels le pronostic de fertilité est clairement
défavorable alors que le pronostic vital a long
terme est suffisamment bon pour permettre un
désir de paternité apres guérison de la maladie
cancéreuse.
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ABSTRACT

Conservation of testicular tissues and in
vitro maturation of male germ cells for pre-
servation of reproductive potential before
cancer treatment in prepubertal boy.

H. LEJEUNE, P. DURAND

Sperm auto-conservation before chimio-
radiotherapy allows preservation of future
reproductive possibilities in case of mali-
gnancy in young adult male. Because of the
lack of mature spermatozoa, such possibili-
ties cannot be offered for boys before puberty,
even though the rate of cure of childhood
malignancies is high. This paper reviewed
recent advances in reproductive technology,
which open the field of withdrawal of imma-
ture germ cells in prepubertal boys for in
vitro maturation and cryopreservation for
future paternity. It has been shown that the
main steps of male meiosis have been driven
in vitro, allowing to obtain round spermatids
from pachytene spermatocytes in the rat. In
mice, cryopreserved round spermatids have
been used for oocyte fertilization and gave
rise to normal living pups. In humans pre-
gnancies and living babies have been repor-
ted after microinjection of round spermatids
in cases of azoospermia. One pregnancy has
been obtained with a cryopreserved sperma-
tid. Thus the project of withdrawal of testicu-
lar tissues before sterilizing treatment, in
vitro maturation of spermatogonia into round
spermatids and cryopreservation of immatu-
re germ cells for future use for assisted ferti-
lization does not seem unrealistic since each
step has been done individually. However
developing animal models is necessary to
study not only the efficiency of the whole pro-
cedure but also to check its harmlessness
before clinical trials.

Key words : Chimiotherapy, radiotherapy, chilhood
cancer, in vitro spermatogenesis, cryopreservation,
spermatids.
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