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RESUME 

La spermatide rondo, bien que hapldide comme le 
spermatozoide, reste un tr~s 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 6t6 r6pertori6es malgr6 le grand 
nombre de tentatives rdalis6es. L'analyse dans un 
mod~le animal de I'expression g6nique au d6but du 
d6veloppement suivant la microinjection d'une 
spermatide ouvre la voie & une meilleure compr6- 
hension de 1'6chec de ce mode de f6condation 
chez I'homme. Nous avons montr6 que, chez la 
souris, los profils d'expression des embryons pr6- 
implantatoires 6taient diff6rents solon que le g6no- 
me paternel 6tait apport6 par un spermatozo'i'de ou 
une spermatide rondo. Par ailleurs, suivant la 
microinjection d'une spermatide rondo, los g~nes 
exprim6s post-m6Totiquement dans le gamete m~le 
sent r6prim6s ~ des temps diff~rents au cours du 
developpement, mettant en 6vidence une repro- 
grammation du g6nome de la spermatide par le 
cytoplasme ovocytaire. Une possible d6faillance de 
cette reprogrammation pour expliquer 1'6chec du 
d6veloppement dans le cas de spermatides rondos 
provenant de patients infertiles est discut6e. 

M o t s  c i 6 s  : spermatide rondo, ICSI, reprogrammation 
nuclOaire, modifications 6pig6n6tiques 
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I. I N T R O D U C T I O N  

Jusqu'en 1992, la seule possibilit6 de paternit6 pour un 
homme pr6sentant une azoospermie pour trouble de la 
spermatogen~se r6sidait dans le don de sperme ou 1'adop- 
tion. L'avbnement de I'ICSI (IntraCytoplasmic Sperm 
Injection) a permis de franchir une premiere 6tape darts le 
traitement de l'infertilit6 masculine : dans les cas d'oli- 
gospermie, mSme s6v~re, elle permet d'obtenir un taux de 
grossesse comparable ~ celui de la FIV avec indication 
f6minine. De plus, dans environ 60% des cas d'azoosper- 
mie non obstructive caus6e par une anomalie testiculaire, 
quece  salt un blocage de la spermatogenbse, une aplasie 
germinale, l'atrophie d 'un testicule cryptorchide, une 
azoospermie cons6cutive ~ une chimioth6rapie ou un syn- 
drome de Klinfelter, un petit nombre de spermatozoYdes 

,est accessible lorsque l'on fait une recherche approfondie 
avec des micro-biopsies testiculaires multiples. I1 reste 
40% des cas oia aucun spermatozoYde n'est accessible le 
jour du recueil des ovocytes.  Face ~ cette situation, 
Edwards et col. [12] ant 6t6 les premiers h sugg6rer que 
des spermatides pourraient 8tre utilis6es pour f6conder 
des ovocytes humains. Les premieres f6condations suivies 
ou non de naissances apr~s microinjection de spermatides 
ant 6t6 r6alis6es chez le lapin [36]. Ogura et col. [31] et 
Kimura et col. [22] obtiennent la naissance de souris ferti- 
les des deux sexes aprbs 61ectrofusion ou microinjection 
des ovocytes de souris par des spermatides rondes. Bien 
que le taux de r6ussite soit faible, ces exp6riences mon- 
traient que les spermatides 6taient g6n6tiquement aptes ~t 
f6conder. 
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Ces premiers r6sultats offraient donc de nouvelles perspec- 
tives au traitement de l'infertilit6 caus6e par un accident de 
la spermiogen6se. Vanderzwalmen et col. [49] furent les 
premiers ?~ r6aliser la f6condation d'un ovocyte humain par 
une spermatide allong6e obtenue h partir d'une biopsie tes- 
ticuDaire et microinject6e. Tousles embryons obtenus se 
divisaient pour donner des embryons au stade 4 cellules. 
Fishel et col. [D3] ont ensuite d6crit l'implantation de tels 
embryons aprbs transfert dans l'utdrus. Puis la premibre 
naissance d'un enfant en bonne sant6 issu de Da microinjec- 
tion d'une spermatide paternelle a 6t6 obtenue par Tezarik 
et col. [44] confirmant la faisabilit6 de cette nouveDle 
approche, ou ROSI (ROund Spermatid Injection), dans le 
traitement de l'azoospermie non obstructive. Encourag6es 
par ces r6sultats, d'autres 6quipes ont introduit la microin- 
jection de spermatides dans le traitement de l'azoospermie, 
avec des r6sultats d6cevants. Depuis 1995, seulement 10 
naissances par ROSI ont 6t6 r6pertori6es (Tableau D). En 
fait, la qualit6 des embryons obtenus par ROSI est m6dioc- 
re, compar6e ?a celle des embryons obtenus par ICSI : leur 
taux de division est beaucoup plus faible ; leur morpholo- 
gie est affect6e, ils sont majoritairement de classe 3 ; leur 
progression vers le stade blastocyste est plus lente ; ils n'6- 
closent pas spontan6ment et ne s'impDantent que rarement 
(Tableau 2). 

Dans tousles cas d6crits off Da microinjection de spermati- 
des rondes a conduit 7t des f6condations, puis des naissan- 
ces, Des patients pr6sentaient hun  moment de Deur histoire 
des spermatides aDDong6es ou des spermatozoa'des dans leur 
6jacul~t ou dans une biopsie testiculaire r6alisde ?~ des fins 
diagnostiques. Par contre aucune grossesse n'a pu 8tre 
obtenue lorsque les spermatides rondes sont issues d'un 
patient chez qui on n'a jamais mis en 6vidence la pr6sence 
de spermatozofdes ou de spermatides allong6es dans l'6ja- 
culgtt ou dans des biopsies testicuDaires exploratrices [6, 7, 
8, 19, 39, 50]. I1 semble donc que Des spermatides de ces 
patients n'ont pas acquis une 6tape de leur maturation 
essentielle h la f6condation. 

En revanche, l'anaDyse de tousles cas faisant 6tat de la 
microinjection de spermatides alDong6es (n=166) montre 
que les spermatides plus avanc6es dans leur d6veDoppe- 
ment permettent d'obtenir des taux de f6condation impor- 
tants (48%) et des taux de division (90%) et de grossesse 
(28,9%) comparabDes ?~ ceux obtenus en ICSI [42]. Le 
mSme constat a 6t6 fait chez le lapin off l'on volt que la 
f6condance et la capacit6 h permettre le d6veloppement 
embryonnaire sont plus 61ev6es lorsque l'on utilise des 
spermatides rondes ayant un acrosome bien form6 plut6t 
que des spermatides ~ des stades plus prdcoces de leur 
d6veloppement [38]. 

Un 6v6nement capital pour De d6veloppement de l'embryon 
intervient donc au cours de l'61ongation des spermatides. 

Or, en dehors des modifications morphologiques 6videntes, 
c'est au cours de cette phase que les spermatides cessent 
progressivement de transcrire leurs gbnes, alors que Des 
histones sont rempDac6es par les prot6ines de transition 
puis par les protamines, pour permettre la condensation de 
I'ADN. Bien que haploide, la spermatide ronde transcrit 
activement de nombreux gbnes alors que spermatides 
allong6es et spermatozoades sont transcriptionneDlement 
inactifs. Suite ~ la microinjection d'une spermatide ronde, 
l'ovocyte est donc confront6 h une situation inhabituelDe: 
D'apport massif d 'ARNm en provenance du partenaire 
m~le. I1 en d6couDe que le profil  d ' express ion  des 
embryons ICSI ou ROSI doit 8tre diff6rent suivant la 
f6condation et au d6but du d6veloppement. L'apport massif 
d'ARNm 6trangers dans le cytoplasme ovocytaire est la 
situation qui pr6vaut suivant De transfert d'un noyau soma- 
tique dans un ovocyte 6nuc166. I1 a 6t6 effectivement obser- 
v6 dans ce cas, chez la souris, D'expression anormale d'un 
certain nombre de g~nes dans l'embryon cDon6 [18]. 

Normalement, les g6nomes paternel et materneD sont silen- 
cieux lorsqu'iDs sont mis en pr6sence D'un de l'autre au 
moment de la f6condation. Les chromosomes paternels 
sont alors d6condens6s et remodel6s, les histones maternel- 
les prenant la place des protamines et I'ADN est active- 
ment et rapidement d6m6thyl6 [27, 33]. Le g6nome mater- 
nel est, quant h lui, d6m6thyD6 passivement au fil des divi- 
sions de l'embryon pr6coce. La rem6thyDation de novo du 
g6nome n'intervient qu'aprbs D'impDantation [32]. En faR, 
l'information contenue dans Da s6quence de D'ADN est 
compl6t6e par des modifications 6pig6n6tiques; ceDles-ci 
comprennent notamment Da m6thylation de I'ADN, l'em- 
preinte parentale, le remodelage de la chromatine par des 
prot6ines autres que les histones; toutes ces modifications 
sont impDiqu6es dans la r6gulation de l'expression des 
gbnes. ID y a deux p6riodes critiques au cours desqueDles la 
reprogrammation 6pig6n6tique du g6nome intervient : 
l'une pendant la gam6togenbse, l'autre au cours du d6ve- 
loppement pr6impDantatoire [32]. 

Les vagues de d6m6thylation/rem6thyDation qui suivent la 
formation du zygote sont sens6es effacer les profils de 
m6thylation sp6cifiques des gametes m~De et femelle, 
l'exception des gbnes soumis 7t empreinte parentale. Cette 
re-programmation 6pig6n6tique est essentielle pour per- 
mettre un d6veloppement normal, dans la mesure ota elle 
contr61e l'expression des gbnes pr6coces du zygote, la 
division cellulaire et le d6terminisme celDuDaire. Les diff6- 
rences observ6es entre spermatides rondes et spermatozo'/- 
des au nivean de l'organisation de la chromatine et de l'ex- 
pression des g~nes ont Deur projection au niveau 6pigdnd- 
tique. I1 est donc vraisemblabDe que D'ovocyte peine h 
reprogrammer le g6nome de la spermatide ronde, et que 
des perturbations d'ordre 6pig6n6tique soient h l'origine du 
faible taux de d6veDoppement obtenu aprbs la rnicroinjec- 
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Tableau 1 : Bilan des rdsultats obtenus chez l'homme suite it l'injection de spermatides rondes (ROSI). 

Auteurs Cycles MII embryons embryons 
inject6s 2 PN divis6s h 

partir de 2 PN 

grossesses 
viables 

Tesarik et al. [44, 45] 7 39 14 14 

Amer et al. [2] 56 610 110 79 

Antinofi et al. [3] 21 150 82 62 

Vanderzwalmen et al. [50] 32 260 57 49 

Yamanaka et al. [53] 9 53 34 30 

Barak et al. [5] 8 37 10 - 

Bernabeu et al. [8] 8 69 7 7 

Kahraman et al. [19] 20 199 51 31 

A1 Hasani et al. [1] 4 49 9 - 

Sousa et al. [41] 50 394 43 43 

Tesarik et al. [46] 1 6 2 2 

Choavaratana et al. [9] 1 

Gianaroli et al. [14] 1 5 2 2 

Sousa et al. [42] 33 200 31 24 

Saremi et al. [34] 1 - 

TOTAL 252 2071 452/2071 343/452 101252 
% 21,8 75,8 3,9 

MII : ovocytes en m6taphase II ; 2 PN : embryons au stade deux pronoyaux. 

Tableau 2 : Qualitd des embryons issus d'ICSI et de ROSI. 

ICSI ROSI Auteurs 

Taux de f6condation 

Taux d'embryons 
classe 1 ou 2 

Taux d'arrSt du clivage 

Taux de formation 
de blastocystes 

Taux de blastocystes 
classe 1 ou 2 

Taux de grossesse 

73,9 % 50 % Balaban et al. [4] 
69 % 44,9 % Levran et al. [25] 

28,7 % Vicdan et al. [51] 

96 % 64,2 % Levran etal. [25] 
92,9 % 82,3 % Vicdan et al. [51] 
ND 20,8 % Urman et al. [48] 

8,2 % 40,8 % Levran et al. [25] 
28,9 % 64,2 % Vicdan et al. [51] 

100 % 25 % Balaban etal. [4] 
ND 7,6 % Urman etal. [48] 

75,3 % 0 % Balaban et al. [4] 
45,7 % 14,2 % Vicdan et al. [51] 
ND 36,3 % Urman et al. [48] 

50 % 0 % Levran et al. [25] 
44,8 % 0 % Vicdan et al. [51] 
ND 0 % Urrnan et al. [48] 

ND : non d6fini 

2 6 7  . . . . . . . . .  



tion de spermatides rondes chez l'homme. Cette hypothbse 
est soutenue par un certain nombre de r6sultats r6cents. 

Des 6tudes chez la souris ont par exemple montr6 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 pr6sentant un profil de 
m6thylation aberrant, corr616e ?a une diminution de la capa- 
cit6 ?~ 6voluer jusqu'au stade blastocystes [35]. De m~me, 
le trOs faible taux de r6ussite (0,1 h 3%) des exp6riences de 
transfert nucl6aire [52, 40] observ6 dans diff6rentes esp~- 
ces animales (mouton, vache, cochon, lapin, souris) a 6t6, 
pour une part, attribu6 h une re-programmation aberrante 
du profil de m6thylation du g6nome donneur dans les 
embryons clon6s. En particulier, chez le bovin, le profil de 
m&hylation des bastocystes clon6s est comparable ~ celui 
des noyaux des cellules de fibroblastes donneuses, et donc 
trbs diff6rent de celui des blastocystes normaux [l l, 20]. 
Le parallble entre ROSI et transfert nucl6aire ouvre donc 
quelques champs exp6rimentaux pour analyser les m6ca- 
nismes qui gouvernent la re-programmation du g6nome de 
la spermatide ronde pour permettre le d6veloppement d'un 
embryon normal. Par ailleurs, l ' importance des risques 
potentiels li6s h une re-programmation 6pig6n6tique aber- 
rante du g6nome male justifie pleinement que l 'on entre- 
prenne des 6tudes approfondies chez l'animal. 

II. MATERIELS ET METHODES 

Les souris utilis6es sont des souris F1 C57BlxCBA. Des 
souris femelles sont induites h superovuler par une injec- 
tion de PMSG (10U) suivie 48 heures apr~s par une injec- 
tion d'HCG (10U) ; les ovocytes sont recueillis environ 
15h apr~s l ' injection d'hCG, et lib6r6s des cellules du 
cumulus par traitement h la hyaluronidase 0,1% puis incu- 
b6s en milieu M16 sous CO2 de 1 ~t 2h. Les spermatozo/- 
des sont extraits du canal d6f6rent et capacit6s pendant 

lh30, alors que les spermatides rondes sont obtenues par 
cytom6trie en flux coupl6e hun tri cellulaire [23]. Les ovo- 
cytes sont activ6s par 8% d'alcool et microinject6s par les 
spermatozoides ou les spermatides comme d6crit [54]. Les 
ovocytes microinject6s sont recueillis juste apr~s l'injec- 
tion (temps Oh) ainsi qu'~ diff6rents stades de leur d6ve- 
loppement embryonnaire : 2 pronoyaux, 2 et 4 cellules. 
L'analyse de l'expression de Hprt, Ubely, Ubelx, Smcy, 
Prm2 et Hsp70.1 a 6t6 r6alis6e par PCR inverse, directe- 
ment ~ partir des embryons comme d6crit [54]. 

I I I .  R E S U L T A T S  E T  D I S C U S S I O N  

Peu d'exp6riences ont 6t6 r6alis6es chez l'animal depuis 
les premiers r6sultats obtenus chez la souris par Ogura et 
col. [31] et Kimura et col. [22]. La capacit6 des spermati- 
des rondes ~ f6conder et ~ supporter le d6veloppement 
embryonnaire varie selon les esp~ces (Tableau 3). Nous 
avons montr6 que chez la souris, qu'ils aient 6t6 inject6s 
par une spermatide ou par un spermatozo'fde, la survie des 
ovocytes est comparable (94 et 90% respectivement) de 
m~me que le taux de f6condation (44,6 et 46,5% respecti- 
vement). Ce taux de f6condation est voisin de celui obtenu 
apr~s 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 spermatozo'fde (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'6volution jus- 
qu'au stade 4 cellules semble se faire au m~me rythme 
dans les deux types d'embryons. 

Dans un premier temps, afin d'appr6cier quelle incidence 
la pr6sence des ARNm transcfits dans la spermatide ronde 
pouvai t  avoir sur le d6roulement  du d6veloppement  
embryonnaire post-implantatoire, nous avons analys6 dans 
les deux types d'embryons, Spz ou SR, l'expression de 6 
g~nes: 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 diffdrentes espbces animales. 

Esp~ce taux de f6condation taux de division taux de naissance/embryon 
transf6r6 

Souris [22] 36-37% 

Rat [17] - 40% 

Lapin [37] 85% 

Bovin [15] - 35% 

Porc [21] - 25% 

Cynomolgus monkey [30] 48% 21% 

Rhesus monkey [16] 0% 

28% 

0,5% 

14% 

1/9 (avort6 h J 103) 
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l 'hypoxanthine ribosyl transf6rase) est exprim6 tout au 
long du d6veloppement, et sert de t6moin positif ; Ubely 
(qui code l'ubiquitine y) est exprim6 par les spermatides 
rondes  puis t a rd ivement  apr~s l ' imp lan ta t ion  de 
l 'embryon ; son homologue Ubelx est exprim6 par les 
spermatides et par les ovocytes. Hsp70.1 (qui code une 
prot6ine de choc thermique) et Smcy (qui code un 6pitope 
de l'anticorps HY) sont des marqueurs pr6coces (stade 2 
cellules) de l'activation du g6nome zygotique. L'expres- 
sion de Prm2 (qui code la protamine 2) est sp6cifique de la 
spermatide. 

La structure de la chromatine est tr~s diff6rente de la sper- 
matide ronde, qui contient encore des histones, au sperma- 
tozoide dont I'ADN est compact6 par les protamines 1 et 2. 
Les spermatides rondes inject6es transcrivent activement 
ces deux protamines. Normalement, dans les 8 heures sui- 
vant la f6condation, les histones remplacent les protamines 
lors de la formation du pronoyau male [26]. I1 apparaR 
alors essentiel que l'expression des protamines soit r6pri- 
m6e pour que le zygote puisse se d6velopper normalement. 

Nous avons effectivement montr6 (Figure 1) que les trans- 
crits de la protamine 2 sont tr~s abondants au temps 0 et 
qu'ils ne sont plus d6tectables d~s le stade 2 pronoyaux. Ils 
ne sont ?~ aucun stade pr6sents dans les embryons Spz. Au 
contraire, le g~ne Ubely qui n'est normalement pas trans- 
crit au cours du d6veloppement pr&implantatoire [29], est 
exprim6 dans les embryons SR du temps 0 au stade 2 cel- 
lules (Figure 1). I1 suit en cela le profil d'expression de son 
homologue sur le chromosome X, Ubelx, dont les trans- 
crits sont abondamment repr6sent6s dans le cytoplasme 
ovocytaire, avant qu'ils ne disparaissent entre les stades 2 
et 4 cellules. 

Les gbnes Hsp70.1 et Smcy sont exprim6s sp6cifiquement 
par le zygote Spz au stade 2 cellules, puis l 'expression 
d6croit rapidement au stade 4 cellules (Figure 2). Ces 
r6sultats concordent avec ceux de Christians et col. [10] et 
Mitchell et col. [28] respectivement. Par contre, dans les 
embryons SR, le signal correspondant ~ Hsp70.1 est beau- 
coup plus faible au stade 2 cellules, alors que l'expression 
de Smcy est non seulement plus faible au stade 2 cellules, 

S 0 x R 0 x S ~  

f '  2 C  

t ~ t u  

P m  2 

P m  

Figure 1 : Profile d'expression des ARNm de Hprt, Ubely, Ubelx et Prm2 dans des ovocytes it diff&ents temps aprbs injection d'une sper- 
matide ronde (RS) ou d'un spermatozo~de (Spz). Les rdsultats pr(sentds correspondent it PARNm transcrit et amplifi~ de I0 ovocytes au 
temps O, de 5 embryons au stade 2 cellules et de 2,5 embryons au stade 4 cellules [54]. 
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L'ensemble de ces r6sultats met en 6vidence qu'embryons 
SR et Spz ne sont pas 6quivalents si l'on s'adresse ?~ leurs 
transcriptomes, et qu'il n'est donc pas anodin d'utiliser des 
gam&es immatures pour f6conder. Tant les 6tudes men6es 
mettant en 6vidence le lien entre processus n6oplasique et 
d6r6gulation de la m6thylation que les analyses du profil 
de m6thylation des embryons clon6s ont soulign6 l'impor- 
tance du ph6nombne 6pig6n6tique dans le d6roulement 
normal de la vie. L'analyse approfondie de la re-program- 
mation 6pig6n6tique du noyau male apr~s injection d'une 
spermatide est donc une voie importante ~ explorer pour 
comprendre les causes d'6chec de ce mode de reproduction 
chez l'homme. En l'absence de r6sultats chez les primates 
non humains, le module souris, bien qu'imparfait, reste le 
plus appropri6. 

Figure 2 : Profile d'expression des ARNm de Hsp70.1 et Smcy 
dans des ovocytes it diffdrents temps aprbs la microinjection d'une 

spermatide ronde ou d'un spermatozoYde. Le signal obtenu aprbs 
hybridation du produit de PCR inverse correspond it 10 ovocytes 
au temps O, it 5 embryons au stade 2 cellules, et it 2,5 embryons au 

stade 4 cellules [54]. 

mais elle semble se prolonger au stade 4 cellules. Or, on 
sait que la rrgulation de Hsp70.1 au cours du drveloppe- 
ment prr-implantatoire drpend du degr6 de maturation de 
la chromatine [47]. 

Chez la souris, l'activation du g6nome zygotique intervient 
massivement au stade 2 cellules [24]. Ce remodelage de 
l'expression grnique est critique pour le devenir de l'em- 
bryon. Or, si l'activation du grnome du zygote semble bien 
prendre place au stade 2 cellules dans les embryons SR, 
elle appara~t, tout au moins dans le cas des g~nes Smcy et 
Hsp70.1, beaucoup moins efficace. On voit d'autre part 
que le profil d'expression grnique des embryons SR et Spz 
est diffrrent, et que l'expression inapproprire des grnes 
sprcifiques de la spermatide est rrprim6e avec une cin6- 
tique drpendant du gbne consid6r6. On peut donc parler de 
re-programmation du grnome de la spermatide. Concer- 
nant l'expression de la protamine 2, nous avons observ6 le 
marne profil d'extinction lorsque les spermatides 6talent 
injectres dans des ovocytes non activrs, ou en cas d'rchec 
de la frcondation apr~s injection de spermatides. Dans le 
premier cas, il n'y a pas formation de pronoyaux ;dans le 
deuxibme cas, seul le pronoyau femelle est formr. La capa- 
cit6 ~ reprogrammer le grnome male semble donc &re une 
qualit6 propre du cytoplasme ovocytaire, ind6pendamment 
de l'activation de l'ovocyte et de la formation des 2 pro- 
noyaux. Des rrsultats analogues ont 6t6 obtenus chez le 
bovin montrant que le cytoplasme d'un ovocyte non activ6 
peut reprogrammer le noyau d'une cellule somatique [43]. 
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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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