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RESUME 

Une  t e c h n i q u e  de cul ture  in vitro, pr4alable-  
ment  test6e sur les ce l lu les  germina les  prove- 
nant  d 'hommes  avec spermatog6n6se  compl6- 
te, a 4t4 appl iqu6e,  ~ des  f ins  th4rapeut iques ,  
aux  cas d'arr~t de matura t ion  m4iot ique  et 
post  m6iot ique.  Un  pet i t  nombre  de sperma- 
tocytes  pr imaires  p r o v e n a n t  d 'hommes  avec 
arr~t au stade de pachyt6ne  de la premiere  
d iv i s ion  m6iot ique,  s'est d6velopp~ jusqu 'aux  
s p e r m a t i d e s  ; ces  s p e r m a t i d e s  ont  6t4 
capables  de f6conder  les ovocytes  et d'etre 
l 'origine d 'embryons  qui  ont  6volu4 ensu i t e  
jusqu'au  terme.  Dans  d'autres cas, des  sper- 
mat ides  b loqu6es  avant  le processus  de sper- 
miog6n6se  ont  pu  se  d~ve lopper  jusqu 'aux  
spermat ides  a l long4es  f6condes ,  et les pre- 
mi6res  n a i s s a n c e s  dans  des  cas d'arr~t com- 
plet  de spermiog6n~se  ont  pu  a ins i  ~tre obte- 
nues .  

Mots cl~s: Spermatogdnbse in vitro, azoospermie 
sdcrdtoire, arr~t de maturation, spermatocyte, sper- 
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I. I N T R O D U C T I O N  

La st6rilit6 masculine due ~ l'arr~t complet de 
maturation des cellules germinales peut ~tre 
trait6e par l'injection intra ovocytaire de sper- 
matides rondes (round spermatid injection, 
ROSI) ou allong6es (elongated spermatid 
injection, ELSI), lorsqu'il s'agit d'un arr6t de 
maturation aux stades post m6iotiques de la 
spermatog6n6se [2, 3, 5-7]. Or, l'efficacit6 de la 
ROSIest  relativement faible ~ cause d'un taux 
tr6s 61ev6 d'apoptose parmi les cellules germi- 
nales chez les patients avec l'arr~t complet de 
spermiogen6se [8], et aucun traitement n'6tait 
jusqu'~ pr6sent disponible pour les cas d'arr~t 
m6iotique, situ6s le plus souvent au stade de 
spermatocyte primaire. A la recherche d'une 
solution th6rapeutique pour ces pathologies, 
une technique de culture in vitro, d6velopp6e 
avec les cellules pr61ev6es sur les testicules 
d'hommes avec une spermatog6n6se compl6te 
[9, 10], a 6t6 appliqu6e [11, 12]. Cet article 
r6sume les principales approches m6thodolo- 
giques, les r6sultats et les possibles m6ca- 
nismes d'action de ces traitements. 

II. M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1. P a t i e n t s  

Les patients concern6s 6taient des hommes 
azoospermiques avec l'arr6t de spermatogen6- 
se au stade de spermatocyte primaire ou de 
spermatide ronde. Le diagnostic 6tait 6tabli 
partir  de r6sultats anatomopathologiques et 
confirm6e par l 'analyse microscopique du tissu 
testiculaire fra~chement pr61ev6, en utilisant 
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des m6thodes d'hybridation in situ et d'immu- 
nocytochimie avec des marqueurs de la lign6e 
germinale [10]. 

2. Pr416vement et pr6paration du t issu 
test iculaire  

Le tissu 6tait pr61ev6 par biopsie ouverte sur 
plusieurs endroits des deux testicules. Le tissu 
6tait d6sint6gr6 m6caniquement ~ l'aide de 
lames de microscope st6riles, homog6nis6 et 
distribu6 en plusieurs 6chantillons pour diff6- 
rents traitements et analyses [10]. 

3. Culture in vitro 

Des segments des tubules s6minif6res et des 
agglom6rations cellulaires, conservant en 
grande partie les associations originales entre 
les cellules germinales et les cellules de 
Sertoli, 6taient incub6s ~ 30~ dans le milieu 
Gamete (Scandinavian IVF Science) enrichi 
par l'addition de FSH et testost6rone [10]. 

4. D6terminat ion de l 'apoptose 

La pr6sence de la fragmentation de I'ADN 
r6sultant de l'apoptose 6tait 6valu6e ~ l'aide 
d'un kit (Promega) utilisant la deoxynucleoti- 
dyltransferase terminale et du dUTP marqu6 
la fluoresceine [8]. 

5. Procr6ation assist6e 

La procr6ation assist6e par ROSI et ELSI avec 
des spermatides isssues de la culture in vitro a 
6t6 r6alis6e en utilisant les m6thodes stan- 
dard, d6crites auparavant [5]. 

III. RESULTATS 

Dans un groupe de 5 malades avec arr6t de 
spermatogen6se au stade de spermatocyte pri- 
maire, la m6iose a 6t6 reprise pendant la cul- 
ture in vitro chez 2 malades. Dans un de ces 
deux cas, le d6veloppement s'est ensuite arr6t6 
au stade de spermatide ronde (Sa), alors que la 
diff6rentiation post-m6iotique jusqu'aux sper- 
matides allong6es (Sd) 6tait observ6e dans 
l'autre cas [11]. L'injection des spermatides 
allong6es issues de la culture i n  vitro a permis 
la f6condation de 6 ovocytes a partir de 12 
inject6s ; t o u s l e s  ovocytes f6cond6s se sont 
ensuite divis6s et une grossesse gemellaire a 
6t6 obtenue apr6s le t ransfert  de ces 6 

embryons dans l'uterus [11]. L'application de la 
m6me technique de culture in vitro aux 
hommes avec arr~t de spermatogen6se au 
stade de spermatide ronde a permis l'obtention 
de spermatides allong6es dans plusieurs cas ; 
en utilisant ces spermatides issues de la cultu- 
re in vitro deux autres naissances ont 6t6 obte- 
nues [11, 12]. Tousles 4 enfants n6s apr6s l'ap- 
plication de ces techniques ne pr6sentaient 
aucune anomalie ~ la naissance et leur caryo- 
type 6tait normal [12]. Aucune anomalie n'a 
6t6 d6tect6e chez ces enfants ~ Page de 1 an et 
de 2 ans. 

IV. DISCUSSION 

Les r6sultats de ces travaux montrent que l'ar- 
r6t de spermatogen6se in vivo peut ~tre sur- 
mont6, dans certains cas, par un nombre limi- 
t6 de cellules germinales en culture in vitro. 
Ces cellules r6activ6es peuvent ensuite se 
d6velopper jusqu'aux stades avanc6s de la 
spermatogen6se. Le m6canisme de cette action 
n'est pas connu. I1 peut 6tre li6 aux effets des 
concentrations pharmacologiques de FSH et 
testosterone, ~ la dilution ou inactivation de 
substances inhibitrices qui auraient besoin du 
contexte in vivo pour leur action, ou ~ l'61imi- 
nation de m6canismes de contr61e (check- 
points) qui ne laisseraient p a s s e  d6velopper 
une cellule dont le pouvoir f6condant serait 
enti6rement d6pendant d'une micromanipula- 
tion [12]. Au moins certaines spermatides 
issues de la culture in vitro de spermatocytes 
primaires peuvent f6conder et ~tre ~ l'origine 
d'embryons normaux [11]. I1 est ~ noter que 
seuls les spermatocytes primaires pr61ev6s 
chez des hommes dont la premi6re division 
m6iotique 6tait bloqu6e au stade pachyt6ne ont 
6t6 capable de la reprise in vitro, contraire- 
ment  aux cas de blocage aux stades leptot6ne 
ou zygot6ne [12]. La possibilit6 de recruter cer- 
tains spermatocytes au stade pachyt6ne pour 
une division m6iotique acc61er6e comporte une 
analogie avec la transition acc616r6e de sper- 
matocytes de souris [1] et de rat [4] entre le 
stade pachyt6ne et l 'anaphase de la premiere 
division m6iotique, induite in vitro par un inhi- 
biteur de phosphatase, l'acide ocadaique. Les 
deux exemples montrent que la longue dur6e 
du processus m6iotique in vitro est due ~ l'ac- 
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t i o n  de  n o m b r e u x  s y s t ~ m e s  de  con t rS le  p l u t 6 t  
q u ' a u  be s o i n  de  l a  m ~ c a n i q u e  d u  p r o c e s s u s  lui-  

m ~ m e .  De m ~ m e ,  le p r o c e s s u s  de  d i f f6 renc ia -  

t i on  p o s t - m ~ i o t i q u e  ( s p e r m i o g e n ~ s e )  a ~t~ acc~- 
l~r~ d ' u n e  fa~on i m p o r t a n t e  d a n s  les  c o n d i t i o n s  
in vitro. E n  r e v a n c h e ,  ce p r o c e s s u s  a a b o u t i  le 
p lu s  s o u v e n t  ~ l a  f o r m a t i o n  de s p e r m a t i d e s  
a l long~es  m o r p h o l o g i q u e m e n t  a t y p i q u e s  [10- 

12]. Ces  a n o m a l i e s  m o r p h o l o g i q u e s  s e m b l e n t  
c e p e n d a n t  r e l a t i v e m e n t  p e u  i m p o r t a n t e s  

l o r s q u e  la  f ~ c o n d a t i o n  u t i l i s a n t  ces ce l lu les  e s t  
a s s i s t~e  p a r  m i c r o m a n i p u l a t i o n .  A u c u n e  ano-  

m a l i e  n ' a  6t~ d~tec t~e  chez  les  e n f a n t s  n~s  

ap r~s  l ' a pp l i c a t i on  de ce t t e  t e c h n i q u e  p o u r  la  

p r o c r e a t i o n  ass i s t~e .  N ~ a n m o i n s ,  u n  n o m b r e  
p lus  i m p o r t a n t  de cas  es t  n ~ c e s s a i r e  p o u r  

d ~ t e r m i n e r  l ' i m p o r t a n c e  des  r i s q u e s  p o t e n t i e l s .  
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J. TESARIK 

An in-vitro culture technique,  previously  tes- 
ted wi th  germ cells from men with complete  
s p e r m a t o g e n e s i s ,  was  appl ied  in as s i s t ed  
reproduct ion treatment  for cases of  meiot ic  
and postmeiot ic  maturat ion arrest. Some pri- 
mary spermatocytes  from men wi th  matura- 
t ion arrest at the  pachytene  stage deve loped 
up to the  late e longated  spermatid  stages and 
w e r e  capable  o f  f er t i l i z ing  the  spouse 's  
oocytes  and of  giving rise to embryos  that 
were  transferred into the  spouse's uterus  and 
subsequent ly  deve loped  to term. In other  
cases, round spermatids  blocked in vivo befo- 
re the process  o f  spermiogenes is  developed to 
e longated spermatids  in vitro; with  the use of  
such in-vitro formed spermatids,  the first 
term pregnancies  in cases  of  complete  sper- 
miogenes i s  arrest were  achieved.  These fin- 
dings show that certain in-vivo developmen-  
tal blocks in male germ cells from patients  
wi th  severe tes t iculopathies  can be overcome 
by in-vitro culture,  probably by modify ing  
control  mechanisms  act ing at deve lopmental  
checkpoints .  

Key words : In vitro spermatogenesis, non obstruc- 

tive azoospermia, maturation arrest, spermatocyte, 
spermatid, assisted reproductive technology. 
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