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RESUME

La spermatide ronde, bien que haploide comme le
spermatozoide, reste un trés improbable partenaire
pour I'ovocyte humain : depuis I'introduction de la
technique ROSI (pour “ROund Spermatid Injec-
tion») en clinique humaine en 1995, seulement 10
naissances ont été répertoriées malgré le grand
nombre de tentatives réalisées. L’analyse dans un
modéle animal de I'expression génique au début du
développement suivant la microinjection d’une
spermatide ouvre la voie a une meilleure compré-
hension de I’échec de ce mode de fécondation
chez 'homme. Nous avons montré que, chez la
souris, les profils d’expression des embryons pré-
implantatoires étaient différents selon que le géno-
me paternel était apporté par un spermatozoide ou
une spermatide ronde. Par ailleurs, suivant la
microinjection d’une spermatide ronde, les génes
exprimés post-méiotiquement dans le gaméte méale
sont réprimés a des temps différents au cours du
développement, mettant en évidence une repro-
grammation du génome de la spermatide par le
cytoplasme ovocytaire. Une possible défaillance de
cette reprogrammation pour expliquer I'échec du
développement dans le cas de spermatides rondes
provenant de patients infertiles est discutée.

Mots clés : spermatide ronde, ICSI, reprogrammation
nucléaire, modifications épigénétiques
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L. INTRODUCTION

Jusqu’en 1992, la seule possibilité de paternité pour un
homme présentant une azoospermie pour trouble de la
spermatogenése résidait dans le don de sperme ou 1’adop-
tion. L’avenement de I’ICSI (IntraCytoplasmic Sperm
Injection) a permis de franchir une premiere étape dans le
traitement de ’infertilité masculine : dans les cas d’oli-
gospermie, méme sévere, elle permet d’obtenir un taux de
grossesse comparable a celui de la FIV avec indication
féminine. De plus, dans environ 60% des cas d’azoosper-
mie non obstructive causée par une anomalie testiculaire,
que ce soit un blocage de la spermatogenése, une aplasie
germinale, I’atrophie d’un testicule cryptorchide, une
azoospermie consécutive a une chimiothérapie ou un syn-
drome de Klinfelter, un petit nombre de spermatozoides

-est accessible lorsque 1’on fait une recherche approfondie

avec des micro-biopsies testiculaires multiples. II reste
40% des cas ol aucun spermatozoide n’est accessible le
jour du recueil des ovocytes. Face 2 cette situation,
Edwards et col. [12] ont été€ les premiers a suggérer que
des spermatides pourraient &tre utilisées pour féconder
des ovocytes humains. Les premiéres fécondations suivies
ou non de naissances aprés microinjection de spermatides
ont été réalisées chez le lapin [36]. Ogura et col. [31] et
Kimura et col. [22] obtiennent la naissance de souris ferti-
les des deux sexes apres électrofusion ou microinjection
des ovocytes de souris par des spermatides rondes. Bien
que le taux de réussite soit faible, ces expériences mon-
traient que les spermatides étaient génétiquement aptes a
féconder.

[
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Ces premiers résultats offraient donc de nouvelles perspec-
tives au traitement de I’infertilité causée par un accident de
la spermiogenése. Vanderzwalmen et col. [49] furent les
premiers a réaliser la fécondation d’un ovocyte humain par
une spermatide allongée obtenue 4 partir d’une biopsie tes-
ticulaire et microinjectée. Tous les embryons obtenus se
divisaient pour donner des embryons au stade 4 cellules.
Fishel et col. [13] ont ensuite décrit I’implantation de tels
embryons apres transfert dans 1’utérus. Puis la premiére
naissance d’un enfant en bonne santé issu de la microinjec-
tion d’une spermatide paternelle a été obtenue par Tezarik
et col. [44] confirmant la faisabilité de cette nouvelle
approche, ou ROSI (ROund Spermatid Injection), dans le
traitement de 1’azoospermie non obstructive. Encouragées
par ces résultats, d’autres équipes ont introduit la microin-
jection de spermatides dans le traitement de 1I’azoospermie,
avec des résultats décevants. Depuis 1995, seulement 10
naissances par ROSI ont été répertoriées (Tableau 1). En
fait, la qualité des embryons obtenus par ROSI est médioc-
re, comparée a celle des embryons obtenus par ICSI : leur
taux de division est beaucoup plus faible ; leur morpholo-
gie est affectée, ils sont majoritairement de classe 3 ; leur
progression vers le stade blastocyste est plus lente ; ils n’é-
closent pas spontanément et ne s’implantent que rarement
(Tableau 2).

Dans tous les cas décrits ol la microinjection de spermati-
des rondes a conduit a des fécondations, puis des naissan-
ces, les patients présentaient 3 un moment de leur histoire
des spermatides allongées ou des spermatozoides dans leur
éjaculat ou dans une biopsie testiculaire réalisée a des fins
diagnostiques. Par contre aucune grossesse n’a pu &étre
obtenue lorsque les spermatides rondes sont issues d’un
patient chez qui on n’a jamais mis en évidence la présence
de spermatozoides ou de spermatides allongées dans 1’éja-
culat ou dans des biopsies testiculaires exploratrices [6, 7,
8, 19, 39, 50]. 1l semble donc que les spermatides de ces
patients n’ont pas acquis une étape de leur maturation
essentielle a la fécondation.

En revanche, 1’analyse de tous les cas faisant état de la
microinjection de spermatides allongées (n=166) montre
que les spermatides plus avancées dans leur développe-
ment permettent d’obtenir des taux de fécondation impor-
tants (48%) et des taux de division (90%) et de grossesse
(28,9%) comparables a ceux obtenus en ICSI [42]. Le
méme constat a été fait chez le lapin oil 'on voit que la
fécondance et la capacité a permettre le développement
embryonnaire sont plus élevées lorsque 1’on utilise des
spermatides rondes ayant un acrosome bien formé plutot
que des spermatides a des stades plus précoces de leur
développement [38].

Un événement capital pour le développement de 1’embryon
intervient donc au cours de 1’élongation des spermatides.

Or, en dehors des modifications morphologiques évidentes,
c’est au cours de cette phase que les spermatides cessent
progressivement de transcrire leurs génes, alors que les
histones sont remplacées par les protéines de transition
puis par les protamines, pour permettre la condensation de
I’ADN. Bien que haploide, la spermatide ronde transcrit
activemnent de nombreux génes alors que spermatides
allongées et spermatozoides sont transcriptionnellement
inactifs. Suite a la microinjection d’une spermatide ronde,
I’ovocyte est donc confronté & une situation inhabituelle:
I’apport massif d’ARNm en provenance du partenaire
maile. Il en découle que le profil d’expression des
embryons ICSI ou ROSI doit étre différent suivant la
fécondation et au début du développement. L’ apport massif
d’ARNm étrangers dans le cytoplasme ovocytaire est la
situation qui prévaut suivant le transfert d’un noyau soma-
tigue dans un ovocyte énuciéé. Il a été effectivement obser-
vé dans ce cas, chez la souris, 1’expression anormale d’un
certain nombre de génes dans I’embryon cloné [18].

Normalement, les génomes paternel et maternel sont silen-
cieux lorsqu’ils sont mis en présence 1’un de 1’autre au
moment de la fécondation. Les chromosomes paternels
sont alors décondensés et remodelés, les histones maternel-
les prenant la place des protamines et I’ADN est active-
ment et rapidement déméthylé [27, 33]. Le génome mater-
nel est, quant 2 Iui, déméthylé passivement au fil des divi-
sions de I’embryon précoce. La reméthylation de novo du
génome n’intervient qu’apres 1’implantation [32]. En fait,
I’information contenue dans la séquence de I’ADN est
complétée par des modifications épigénétiques; celles-ci
comprennent notamment la méthylation de ’ADN, I’em-
preinte parentale, le remodelage de la chromatine par des
protéines autres que les histones; toutes ces modifications
sont impliquées dans la régulation de I’expression des
genes. Il y a deux périodes critiques au cours desquelles la
reprogrammation épigénétique du génome intervient :
I’'une pendant la gamétogenése, 1’autre au cours du déve-
loppement préimplantatoire [32].

Les vagues de déméthylation/reméthylation qui suivent la
formation du zygote sont sensées effacer les profils de
méthylation spécifiques des gametes male et femelle, a
I’exception des génes soumis a empreinte parentale. Cette
re-programmation épigénétique est essentielle pour per-
mettre un développement normal, dans la mesure ou elle
contrdle 1’expression des génes précoces du zygote, la
division cellulaire et le déterminisme cellulaire. Les diffé-
rences observées entre spermatides rondes et spermatozoi-
des au niveau de 1’organisation de la chromatine et de I’ex-
pression des génes ont leur projection au niveau épigéné-
tique. Il est donc vraisemblable que 1’ovocyte peine a
reprogrammer le génome de la spermatide ronde, et que
des perturbations d’ordre épigénétique soient a I’origine du
faible taux de développement obtenu aprés la microinjec-
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Tableau 1 : Bilan des résultats obtenus chez ’homme suite a Uinjection de spermatides rondes (ROSI).

Auteurs Cycles MII embryons embryons grossesses
injectés 2PN divisés a viables
partir de 2 PN
Tesarik et al. [44, 45] 7 39 14 14 2
Amer et al. [2] 56 610 110 79 0
Antinori et al. [3] 21 150 82 62 3
Vanderzwalmen et al. [50] 32 260 57 49 1
Yamanaka et al. [53] 9 53 34 30 0
Barak et al. [5] 8 37 10 - 1
Bernabeu et al. [8] 8 69 7 7 0
Kahraman et al. [19] 20 199 51 31 0
Al Hasani et al. [1] 4 49 9 - 0
Sousa et al. [41] 50 394 43 43 0
Tesarik et al. [46] 1 6 2 2 0
Choavaratana et al. [9] 1 - - - 1
Gianaroli et al. [14] 1 5 2 2 1
Sousa et al. [42] 33 200 31 24 0
Saremi et al. [34] 1 - - - 1
TOTAL 252 2071 452/2071 343/452 10/252
% 21,8 75,8 39

MII : ovocytes en métaphase I ; 2 PN : embryons au stade deux pronoyaux.

Tableau 2 : Qualité des embryons issus d’ICSI et de ROSI.

1CSI ROSI Auteurs
Taux de fécondation 73,9 % 50 % Balaban et al. [4]
69 % 44.9 % Levran et al. [25]
28,7 % Vicdan et al. [51]
Taux d'embryons 96 % 64,2 % Levran etal. [25]
classe 1 ou 2 92.9 % 82,3 % Vicdan et al. [51]
ND 20,8 % Urman et al. [48]
Taux d'arrét du clivage 8,2 % 40,8 % Levran et al. [25]
28,9 % 64,2 % Vicdan et al. [51]
Taux de formation 100 % 25 % Balaban etal. [4]
de blastocystes ND 7,6 % Urman etal. [48]
Taux de blastocystes 75,3 % 0% Balaban et al. [4]
classe 1 ou?2 45,7 % 14,2 % Vicdan et al. [51]
ND 36,3 % Urman et al. [48]
Taux de grossesse 50 % 0% Levran et al. [25]
44,8 % 0% Vicdan et al. [51]
ND 0 % Urman et al. [48]

ND : non défini
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tion de spermatides rondes chez I’homme. Cette hypothése
est soutenue par un certain nombre de résultats récents.

Des études chez la souris ont par exemple montré qu’un
traitement hormonal des femelles en vue d’obtenir une
superovulation ou bien la culture in vitro des embryons
dans certains milieux induisaient une augmentation du
nombre d’embryons 2 cellules présentant un profil de
méthylation aberrant, corréiée a une diminution de la capa-
cité a évoluer jusqu’au stade blastocystes [35]. De méme,
le trés faible taux de réussite (0,1 & 3%) des expériences de
transfert nucléaire [52, 40] observé dans différentes espé-
ces animales (mouton, vache, cochon, lapin, souris) a été,
pour une part, attribué a une re-programmation aberrante
du profil de méthylation du génome donneur dans les
embryons clonés. En particulier, chez le bovin, le profil de
méthylation des bastocystes clonés est comparable a celui
des noyaux des cellules de fibroblastes donneuses, et donc
trés différent de celui des blastocystes normaux [11, 20].
Le parallele entre ROSI et transfert nucléaire ouvre donc
quelques champs expérimentaux pour analyser les méca-
nismes qui gouvernent la re-programmation du génome de
la spermatide ronde pour permettre le développement d’un
embryon normal. Par ailleurs, I’importance des risques
potentiels 1iés & une re-programmation épigénétique aber-
rante du génome maéle justifie pleinement que 1’on entre-
prenne des études approfondies chez I’animal.

II. MATERIELS ET METHODES

Les souris utilisées sont des souris F1 C57BIxCBA. Des
souris femelles sont induites & superovuler par une injec-
tion de PMSG (10U) suivie 48 heures aprés par une injec-
tion d’HCG (10U) ; les ovocytes sont recueillis environ
15h aprés I’injection d’hCG, et libérés des cellules du
cumulus par traitement a la hyaluronidase 0,1% puis incu-
bés en milieu M16 sous CO2 de 1 & 2h. Les spermatozoi-
des sont extraits du canal déférent et capacités pendant

1h30, alors que les spermatides rondes sont obtenues par
cytométrie en flux couplée a un tri cellulaire [23]. Les ovo-
cytes sont activés par 8% d’alcool et microinjectés par les
spermatozoides ou les spermatides comme décrit [54]. Les
ovocytes microinjectés sont recueillis juste apres 1'injec-
tion (temps Oh) ainsi qu’a différents stades de leur déve-
loppement embryonnaire : 2 pronoyaux, 2 et 4 cellules.
L’analyse de I’expression de Hprt, Ubely, Ubelx, Smcy,
Prm?2 et Hsp70.1 a été réalisée par PCR inverse, directe-
ment 2 partir des embryons comme décrit [54].

III. RESULTATS ET DISCUSSION

Peu d’expériences ont été réalisées chez 1’animal depuis
les premiers résultats obtenus chez la souris par Ogura et
col. [31] et Kimura et col. [22]. La capacité des spermati-
des rondes a féconder et a supporter le développement
embryonnaire varie selon les espéces (Tableau 3). Nous
avons moniré que chez la souris, qu’ils aient été injectés
par une spermatide ou par un spermatozoide, la survie des
ovocytes est comparable (94 et 90% respectivement) de
méme que le taux de fécondation (44,6 et 46,5% respecti-
vement). Ce taux de fécondation est voisin de celui obtenu
aprés la microinjection de spermatides rondes testiculaires
provenant d’hommes atteints d’azoospermie non obstructi-
ve [4]. La plupart des embryons issus d’une spermatide
(SR) ou d’un spermatozoide (Spz) se divisent pour donner
des embryons au stade 2 (92,5 et 94% respectivement) et 4
cellules (82,5 et 83,3% respectivement). L’évolution jus-
qu’au stade 4 cellules semble se faire au méme rythme
dans les deux types d’embryons.

Dans un premier temps, afin d’apprécier quelle incidence
la présence des ARNm transcrits dans la spermatide ronde
pouvait avoir sur le déroulement du développement
embryonnaire post-implantatoire, nous avons analysé dans
les deux types d’embryons, Spz ou SR, I’expression de 6
génes: Hprt, Ubely, Ubelx, Smcy, Prm2 et Hsp70.1, de la
microinjection jusqu’au stade 4 cellules. Hprt (qui code

Tableau 3 : Bilan de ROSI dans les différentes espéces animales.

Espece taux de fécondation
Souris [22] 36-37%

Rat [17] -

Lapin [37] 85%

Bovin [15] -

Porc [21] -

Cynomolgus monkey [30] 48%

Rhesus monkey [16] 0%

taux de division

40%

taux de naissance/embryon
transféré

28%
0,5%
14%

35% -
25% -
21%

1/9 (avorté a J 103)
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I’hypoxanthine ribosyl transférase) est exprimé tout au
long du développement, et sert de témoin positif ; Ubely
(qui code I'ubiquitine y) est exprimé par les spermatides
rondes puis tardivement aprés l’implantation de
I’embryon ; son homologue Ubelx est exprimé par les
spermatides et par les ovocytes. Hsp70.1 (qui code une
protéine de choc thermique) et Smcy (qui code un épitope
de I’anticorps HY) sont des marqueurs précoces (stade 2
cellules) de I’activation du génome zygotique. L’ expres-
sion de Prm2 (qui code la protamine 2) est spécifique de la
spermatide.

La structure de la chromatine est trés différente de la sper-
matide ronde, qui contient encore des histones, au sperma-
tozoide dont 1I’ADN est compacté par les protamines 1 et 2.
Les spermatides rondes injectées transcrivent activement
ces deux protamines. Normalement, dans les 8 heures sui-
vant la fécondation, les histones remplacent les protamines
lors de la formation du pronoyau male [26]. Il apparait
alors essentiel que I’expression des protamines soit répri-
mée pour que le zygote puisse se développer normalement.

O xRS

Nous avons effectivement montré (Figure 1) que les trans-
crits de la protamine 2 sont trés abondants au temps 0 et
qu’ils ne sont plus détectables des le stade 2 pronoyaux. Ils
ne sont a aucun stade présents dans les embryons Spz. Au
contraire, le gene Ubely qui n’est normalement pas trans-
crit au cours du développement pré-implantatoire [29], est
exprimé dans les embryons SR du temps O au stade 2 cel-
lules (Figure 1). I suit en cela le profil d’expression de son
homologue sur le chromosome X, Ubelx, dont les trans-
crits sont abondamment représentés dans le cytoplasme
ovocytaire, avant qu’ils ne disparaissent entre les stades 2
et 4 cellules.

Les geénes Hsp70.1 et Smcy sont exprimés spécifiquement
par le zygote Spz au stade 2 cellules, puis 1’expression
décroit rapidement au stade 4 cellules (Figure 2). Ces
résultats concordent avec ceux de Christians et col. [10] et
Mitchell et col. [28] respectivement. Par contre, dans les
embryons SR, le signal correspondant a2 Hsp70.1 est beau-
coup plus faible au stade 2 cellules, alors que 1’expression
de Smcy est non seulement plus faible au stade 2 cellules,

O x Spz

Hp rt

UbelY

UbelX

Prm 2

Prm 2

Oh 2C <0

f 150bp

( 150bp

Figure 1 : Profile d’expression des ARNm de Hprt, Ubely, Ubelx et Prm2 dans des ovocytes & différents temps apres injection d’une sper-
matide ronde (RS) ou d’un spermatozoide (Spz). Les résultats présentés correspondent & UARNm transcrit et amplifié¢ de 10 ovocytes au
temps 0, de 5 embryons au stade 2 cellules et de 2,5 embryons au stade 4 cellules [54].
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O xRS O x Spz

Oh 2C 4C Oh 2C 4C

W — — — —

Hsp70.1 -

Oh 2C 4C

Figure 2 : Profile d’expression des ARNm de Hsp70.1 et Smcy
dans des ovocytes a différents temps apres la microinjection d’une
spermatide ronde ou d’un spermatozoide. Le signal obtenu aprés
hybridation du produit de PCR inverse correspond a 10 ovocytes
au temps 0, & 5 embryons au stade 2 cellules, et a 2,5 embryons au
stade 4 cellules [54].

Oh 2C 4C

Smcy

mais elle semble se prolonger au stade 4 cellules. Or, on
sait que la régulation de Hsp70.1 au cours du développe-
ment pré-implantatoire dépend du degré de maturation de
la chromatine [47].

Chez la souris, I’activation du génome zygotique intervient
massivement au stade 2 cellules [24]. Ce remodelage de
I’expression génique est critique pour le devenir de I’em-
bryon. Or, si I’activation du génome du zygote semble bien
prendre place au stade 2 cellules dans les embryons SR,
elle apparait, tout au moins dans le cas des genes Smcy et
Hsp70.1, beaucoup moins efficace. On voit d’autre part
que le profil d’expression génique des embryons SR et Spz
est différent, et que [’expression inappropriée des génes
spécifiques de la spermatide est réprimée avec une ciné-
tique dépendant du geéne considéré. On peut donc parler de
re-programmation du génome de la spermatide. Concer-
nant 1’expression de la protamine 2, nous avons observé le
méme profil d’extinction lorsque les spermatides étaient
injectées dans des ovocytes non activés, ou en cas d’échec
de la fécondation apres injection de spermatides. Dans le
premier cas, il n’y a pas formation de pronoyaux ; dans le
deuxiéme cas, seul le pronoyau femelle est formé. La capa-
cité a reprogrammer le génome male semble donc étre une
qualité propre du cytoplasme ovocytaire, indépendamment
de I’activation de I’ovocyte et de la formation des 2 pro-
noyaux. Des résultats analogues ont été obtenus chez le
bovin montrant que le cytoplasme d’un ovocyte non activé
peut reprogrammer le noyau d’une cellule somatique [43].

L’ensemble de ces résultats met en évidence qu’embryons
SR et Spz ne sont pas équivalents si I’on s’adresse a leurs
transcriptomes, et qu’il n’est donc pas anodin d’utiliser des
gametes immatures pour féconder. Tant les études menées
mettant en évidence le lien entre processus néoplasique et
dérégulation de la méthylation que les analyses du profil
de méthylation des embryons clonés ont souligné 1"impor-
tance du phénoméne épigénétique dans le déroulement
normal de la vie. L’analyse approfondie de la re-program-
mation épigénétique du noyau méle apres injection d’une
spermatide est donc une voie importante a explorer pour
comprendre les causes d’échec de ce mode de reproduction
chez 'homme. En I’absence de résultats chez les primates
non humains, le modele souris, bien qu’imparfait, reste le
plus approprié.
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ABSTRACT

Round spermatid as a partner for the oocyte: autop-
sy of a failure

Nada BORGHOL, Ahmed ZIYYAT, Thierry BLACHERE,
Annick LEFEVRE

Although the round spermatid is haploid like sper-
matozoa, it remains an unlikely partner for the
human oocyte. Only 10 children have been born
since introduction of the ROSI (ROund Spermatid
Injection) technique into human clinical practice in
1995, despite the large number of attempts. Analy-
sis, in an animal model, of gene expression in the
early embryo following microinjection of either
spermatozoa or round spermatids provides a better
understanding of the reasons for this failure. We
have shown, in mice, that embryos from spermato-
zoa and round spermatids do not exhibit the same
gene expression profile up to the 4-cell stage. Male
post-meiotically expressed genes were also repres-
sed at various times following fertilization with a
round spermatid, demonstrating reprogramming of
the male nucleus. This suggests the hypothesis that
aberrant epigenetic reprogramming of the male
nucleus may contribute to the high incidence of
developmental failure when round spermatids from
infertile patients are used.

Key words: round spermatid, ICSI, nuclear reprogram-
ming, epigenetic modifications
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