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R E S U M E  

La prise en charge th(~rapeutique des cancers de I'enfant 
s'est consid~rablement am~lior~e depuis les trente der- 
nieres ann~es avec un taux de survie & long terme attei- 
gnant les 70%. Cependant, I'am~lioration de I'efficacit~ 
th~rapeutique s'associe a une augmentation des effets 
ind~sirables. Parmi les effets morbides, la toxicit~ sur le 
tissu gonadique est la plus fr~quemment rencontrde et 
peut entrainer une st~rilitd definitive ~ I'~ge adulte. 

La prdservation de la fertilitd de I'enfant doit ~tre envisa- 
gee avant le ddbut des traitements. Ainsi, chez la petite 
fille, la congdlation et conservation du tissu ovarien s'est 
mise en place en France depuis quelques anndes. Chez le 
jeune gar(;on pubbre, il est possible de proposer une 
autoconservation de spermatozo'ides obtenus dans un 
recueil apr~s masturbation. 

Cependant, chez le gar(~on pr~ pub~.re ou en cas d'dchec 
au recueU de sperme, une autre stratdgie de prise en 
charge doit &tre envisag&e, elle implique en premier lieu 
le prdl~vement chirurgical du tissu testiculaire avec deux 
options possible : i) la congdlation du tissu testiculaire 
entier ou ii) la congdlation de cellules germinales imma- 
tures et/ou de cellules germinales matures (spermatozo'i- 
des). 

L'utilisation ultdrieure du tissu testiculaire immature 
cryoconserv~ pourra s'effectuer soit apr~s maturation in 
vitro des cellules germinales (spermatogen~se in vitro), 
soit par transplantation des cellules germinales par gref- 
fe autologue voire x(~nogreffe. Le risque de la greffe auto- 
Iogue est la rdintroduction de I'affection maligne chez le 
patient, alors que la xenogreffe dlimine ce risque. 
Cependant, cette derni~re approche soul~ve d'autres 
interrogations b la fois d'ordre ~thique et biologique. 

Mots cl~s : cancer de/'enfant, cellules germinales, cryocon- 
servation, fertilit6, maturation in vitro, transplantation 

I. I N T R O D U C T I O N  

Les cancers de I'enfant de moins de 15 ans representent 
1% de I'ensemble des cancers. Bien que les cancers de 
I'enfant soient des maladies rares, avec environ 1800 
2000 nouveaux cas par an, ils repr6sentent la premiere 
cause de d6ces par maladie avant I'~ge de 15 ans. La 
r6partition en fonction du sexe met en evidence une pre- 
valence masculine avec un rapport gar(;ons/filles estim~ 
1/1,2. Les nouveaux cas observes sont en plus forte pro- 
portion dans le groupe d'~ge des 0-4 ans avec une fib- 
quence de 36%, suivi par le groupe des 15-19 ans avec 
une fr~quence de 28%. De plus, une augmentation d'envi- 
ron 25% de I'incidence du cancer a ete observee en 
France chez les adultes comme chez les enfants entre 
1975 et 1998 avec une certaine stabilisation depuis 1990 
[43, 54]. 

Les cancers de I'enfant different de ceux de I'adulte par i) 
leurs types : 30% d'hemopathies malignes, avec en t6te de 
liste la leucemie aigu~ lymphoblastique, et 70% de 
tumeurs solides parmi lesquelles les tumeurs du systeme 
nerveux central sont les plus frequentes [5, 6, 54], ii) leur 
chimio-sensibilite, et iii) leur evolution. Les progres r6alis~s 
darts la prise en charge diagnostique et therapeutique de 
ces cancers ont transforme une maladie fatale en maladie 
curable pour la majorite des enfants. Ainsi, les taux de sur- 
vie se sont ameliores consid6rablement et la guerison est 
aujourd'hui devenue un objectif realiste. En Europe du 
Nord et en Amerique du Nord, ce taux de gu6rison 6tait de 
25-30% en 1970 et atteint 70-80% en 2001 [4, 32]. A long 
terme, on peut estimer qu'en 2010, un adulte sur 715 aura 
~te trait~ pour un cancer durant I'enfance [9]. 
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Cependant, un grand nombre de complications ou sequel- 
les peuvent survenir chez ces survivants gueris d'une affec- 
tion maligne de I'enfant. Ces sequelles sont extremement 
variables dans leur type, leur intensite et leur retentisse- 
merit sur la qualite de vie, parmi lesquelles on citera les 
sequelles neurologiques et neuropsychiques, les perturba- 
tions endocriniennes, les alterations de la croissance, les 
lesions cardiaques, les neoplasies secondaires mais aussi 
les alterations de la fonction de reproduction, bien souvent 
oubliees comme sequelles eventuelles de ces traitements 
[9, 39]. 

L'augmentation de I'efficacitr des traitements s'accompa- 
gne d'une augmentation de leur toxicite, avec une cible de 
choix de cette toxicite, les gonades, le testicule etant plus 
vulnerable que rovaire. 

Les lesions gonadiques peuvent int~resser & la fois les cel- 
lules de la lignee germinale et les cellules somatiques et 
varient en fonction des th6rapeutiques mises en oeuvre 
(type, dose, dur~e). Ainsi, une radiotherapie pelvienne ou 
testiculaire directe comprise entre 0,1 et 1,2 Gy peut possi- 
blement alterer I'epithelium seminifere [10, 11]. Une irradia- 
tion comprise entre 1,2 et 4 Gy entrafne une alteration defi- 
nitive de 1'epithelium seminifere [55], et au-del& de 20 Gy 
des lesions permanentes des cellules de Leydig [50]. " 

De plus, moins de 2% des enfants ayant subi une irradia- 
tion corporelle totale, telle realisee avant la greffe de moel- 
le, sont fertiles ~ l'~ge adulte [45]. De m~me, une irradiation 
cer6brale comprise entre 35 et 45 Gy altere I'axe hypotha- 
la-mo-hypophysaire avec defaut de production des gonado- 
trophines hypophysaires [27]. La toxicite gonadique des 
traitements par chimiotherapie va dependre des molecules 
utilisees, de la dose, de la duree mais aussi de la suscepti- 
bilit~ individuelle. Cependant, les agents alkylants (cyclo- 
phosphamide, chlorambucile...) mais aussi les antimetabo- 
lites (cytarabine...) sont connus pour leur effet toxique b, 
long terme ou permanent sur les cellules germinales [9]. 

II est possible d'identifier certaines situations, & risque tres 
eleve d'alteration de la fertilit6 ~ I'&ge adulte : I'irradiation 
corporelle totale avant greffe de moelle, la chimiotherapie 
preparatrice avant greffe de moelle, la radiotherapie pel- 
vienne et/ou testiculaire, les tumeurs des tissus mous 
metastatiques et la maladie de Hodgkin avec utilisation 
comme agents antimitotiques des alkylants [61, 9]. II sub- 
siste cependant de grandes incertitudes pour bon nombre 
de traitements car les protocoles therapeutiques mis en 
oeuvre sont en perpetuelle evolution avec I'introduction fre- 
quente de nouvelles molecules dont les effets toxiques sur 
la fonction de reproduction ne sont pas toujours ou encore 
clairement etablis. 

11 semble difficitement envisageable d'assurer ta gu~rison 
de ces enfants sans mettre en oeuvre des strategies pour 
preserver leur fertilite. Chez la petite fille, la congelation et 
la conservation du tissu ovarien se sont developpees 
depuis quelques annees alors que cette demarche de 
conservation du tissu testiculaire immature est a I'etat de 
premices dans la majorit6 des pays. 

I1. COMMENT PRESERVER LA FERTILITE CHEZ 
LE JEUNE GARCON ET L'ADOLESCENT ? 

La spermatogenese est un processus continu de la puber- 
t6 ~, la naissance. L'initiation de la spermatogenese inter- 
vient entre I'~ge de 10 et 12 ans, et d~s Iors, on peut obs- 
erver dans les tubes serniniferes des spermatocytes pri- 
maires en grand hombre qui vont spontanement d~generer 
ou progresser jusqu'au stade de spermatides. Les sperma- 
tides produites sont qualitativement non satisfaisantes et 
degenerent egalement [33]. Une production de spermato- 
zoTdes qualitativement et quantitativement satisfaisante 
intervient en moyenne entre 13 et 14 ans chez le gargon. 
On peut cependant observer des initiations spontanees de 
la spermatogenese en dehors de la puberte chez le jeune 
gar(~on. Le processus s'arrr en general au stade de sper- 
matocytes secondaires [38]. L'epithelium seminifere d'un 
gargon non pubere contient en general des cellules de 
Sertoli immatures et des spermatogonies (spermatogonies 
s0uches et spermatogonies differenciees) [38]. Ainsi, les 
strategies pour preserver la fertilit6 du gargon seront diffe- 
rentes en fonction de la possibilite ou non de recueillir des 
gametes matures. 

1. Les strategies validees 

Les strategies validees s'adressent aux gargons adoles- 
cents puberes ou en peri puberte chez lesquels il est possi- 
ble d'isoler des spermatozoides dans le sperme ou dans les 
urines [2, 3, 34, 42]. Dans une etude retrospective de 1991 

2000, Bahadur et coil. [2] ont effectur une congelation de 
spermatozofdes 6jacules chez 86,1% des adolescents 
consultant pour autoconservation de sperme avant traite- 
ment anticancereux. La qualite spermatique etait compati- 
ble avec une utilisation ulterieure dans le cadre d'une 
Assistance Medicale a la Procreation. Si I'adolescent 
echoue dans la realisation de son recueil de sperme, une 
recherche de spermatozofdes dans les urines dolt etre envi- 
sag~e. Dans la mesure oQ le fait d'etre accompagn6 par 
run des parents semble augmenter le risque d'echec au 
recueil (29,7% dans le groupe "adolescents accompagnes" 
versus 8,0% dans le groupe "adolescents non accompa- 
gnes"), radolescent pourra aussi revenir seul pour tenter 
d'obtenir un recueil de sperme ejacule [3]. L'echec au 
recueil peut aussi s'expliquer par une defaillance erectile 
qui peut etre compensee ou amelioree par I'introduction 
d'un traitement pharmacologique. 

Cependant, en I'absence d'obtention de spermatozoi'des 
ejacules, ralternative est aussi d'avoir recours & I'ejacula- 
tion provoquee par electrostimulation sous anesthesie 
generale. Cependant, cette pratique reste limitee, elle est 
evoquee dans les publications ou rapportee uniquement 
sous forme de "case reports" [19, 49, 61]. Enfin, on ne peut 
ecarter la r6alisation d'une ponction epididymaire isolee 
et/ou associee & une biopsie testicuiaire avec extraction de 
spermatozo'i'des. Cette derniere approche est largement 
validee chez I'homme adulte depuis I'introduction de I'injec- 
tion de spermatozoides dans le cytoplasme ovocytaire 
(ICSI) et est transposable chez I'adolescent. Cependant, 
ces deux dernieres approches meritent reflexion car elles 
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n~cessitent la realisation d'un acte m~dical suppl~mentaire 
chez des patients qui, du fait de leur cancer, subissent deja 
de multiples et Iourdes explorations. De m~me, il faut tenir 
compte des r~percussions psychologiques de ce geste 
compl~mentaire. 

2. Les strategies experimentales 

Ces strategies exp6rimentales sont envisageables chez le 
jeune gar(;on avant la puberte. Elles visent a prot~ger les 
cellules germinales immatures in vivo a I'aide d'un traite- 
ment medical ou in vitro apres pr~16vement et cong~lation. 

a) Le traitement mddical de protection 

Le traitement m~dical de protection a pour objectif d'inhiber 
I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique en (~mettant I'hy- 
pothese que la mise au repos de cet axe puisse proteger 
ies cellules germinales de I'effet del~tere des traitements 
antimitotiques. Cette hypothese semble plus adapt~e au 
testicule adulte que celui du gar~:on pre pubere, dans la 
mesure oe la regulation de la spermatogen~se par les 
gonadotrophines hypophysaires est r~ellement effective 
apres la puberte. 

Cette action protectrice de I'inhibition de I'axe hypothalamo- 
hypophyso gonadique s'est verifiee chez I'animal et plus 
sp~cifiquement chez le rat. L'inhibition chez le rat des 
secretions de FSH et de testosterone, avant et pendant le 
traitement antimitotique afin de prot~ger les cellules germi- 
nales survivantes, a un effet protecteur variable d'un traite- 
ment a I'autre [31]. Dans cette situation, le traitement pro- 
tecteur agit plutOt en ameliorant les capacit~s du testicule 
maintenir une differentiation satisfaisante des spermatogo- 
nies de type A [30]. De plus, I'inhibition des s~cretions de 
testosterone et de FSH, par injection de testosterone ou 
d'agoniste du GnRH, instaur(~e immediatement apres irra- 
diation ou injection de procarbazine ameliore la r~initiation 
de la spermatogen~se, ce m~me effet est observ~ avec les 
antagonistes du GnRH. Les flnalit~s de ces traitements sont 
de r~duire les concentrations intratesticulaire de testostero- 
ne et plasmatique de FSH qui, si elles sont maintenues 
dans des valeurs physiologiques chez des rats irradies ou 
soumis ~1 un traitement antimitotiques, emp~cheraient la dif- 
ferenciation des spermatogonies A ou amplifieraient le pro- 
cessus d'apoptose dans ces m~mes cellules [31]. 
Cependant, chez I'homme, I'administration de testosterone 
ou d'agonistes du GnRH ne donne pas de resultats 
concluants, ceci pouvant s'expliquer par des m~canismes 
differents de r~gulation de la spermatogen~se entre le rat et 
les primates [31, 61]. 

b) La conservation du tissu testiculaire immature 

Th~oriquement, il est possible d'envisager de pr~lever chi- 
rurgicalement du tissu testiculaire chez le jeune gar(;on 
avant de debuter les traitements anticanc~reux a risque 
eleve de toxicite gonadique. Ce tissu testiculaire pourra ~tre 
congel~ d'emblee ou apres dilaceration mecanique et enzy- 
matique afin d'obtenir une suspension de cellules germina- 
les [9, 19, 61] Cette possibilite de congeler du tissu testicu- 
laire se base sur les resultats obtenus apr6s cong61ation du 
tissu testiculaire ou des cellules germinales en suspension 
chez I'homme adulte et leur utilisation ulterieure en ICSI. 

Ainsi, dans le cadre d'azoospermie obstructive ou non obs- 
tructive, des grossesses et/ou naissances ont 6t6 rappor- 
tees apr~s microinjection de spermatozoides testiculaires 
[44], de spermatides allong6es [16], de spermatides rondes 
[58] et de spermatocytes secondaires [53]. Les protocoles 
de congelation des gam6tes m~les matures qu'ils soient 
testiculaires ou ejacul6s sont bien etablis ; cependant, en ce 
qui concerne les cellules germinales immatures, les proto- 
coles restent a definir tant sur la composition du milieu de 
cong61ation, les temps d'incubation dans le milieu de 
congelation, la courbe de descente en temperature et la 
dur6e du cycle de congelation. En effet, chez le gar(;on non 
pub~re, la cong~lation va interesser des cellules germinales 
diplo'ides (les spermatogonies), riches en cytoplasme, plus 
vulnerables que les spermatozoYdes au processus de 
cong61ation-d6cong~lation. Ces cellules pr~sentent un 
risque accru de formation de cristaux de glace dans le cyto- 
plasme Iors de la decong61ation avec pour cons6quence 
une lyse cellulaire plus importante. 

Trois strat6gies peuvent ~tre envisagees : 

�9 La premiere consiste a pr~lever le tissu testiculaire et le 
congeler en petits fragments. Differents cryoprotecteurs 
on 6t6 utilis6s chez I'homme et chez la souris : le glyc6- 
rol (10%) additionn~ de jaune d'oeuf, le glycerol (10%) 
complet~ de s6rum et du milieu de culture, le propanediol 
(1,5mM) additionne de sucrose (0,1M), [1, 21]. Hovatta 
et coll. [21] recommanderaient le propanediol comme 
cryoprotecteur avec un protocole de cong~lation compa- 
rable a celui utilis6e pour la cryoconservation du tissu 
ovarien [20]. Cette approche maintient les spermatogo- 
nies souches dans leurs "niches". 

�9 La deuxieme strategie consiste a preparer une suspen- 
sion de cellules germinales ~ partir du tissu testiculaire. 
Cette suspension est obtenue apr6s dilaceration m6ca- 
nique puis enzymatique par la collagenase. Cette appro- 
che methodologique a 6t6 rapportee chez rhomme [8], la 
souris [17] et le veau [23]. Les cryoprotecteurs utilis6s 
sont ~galement variables : il peut s'agir de I'~thylene gly- 
col, du propanediol, du glycerol et du dim~thyl sulphoxi- 
de (DMSO) [8, 23, 17]. De m~me, les temps d'incubation 
dans le milieu cryoprotecteur, la courbe de descente en 
temperature ainsi que la methodologie utilis6e pour 6va- 
luer la viabilite des cellules germinales apr~s d6cong61a- 
tion varient d'une etude a I'autre. Le traitement par la col- 
lag~nase pr6alablement a la cong61ation peut alterer la 
viabilit~ des cellules germinales et reduire leur resistan- 
ce au processus de cong~lation-d6congelation. De plus, 
les spermatogonies souches ne sont plus maintenues 
dans leur "niche". Dans ce contexte, la congelation du 
tissu testiculaire entier semblerait donc preferable. 

�9 Une troisieme strat6gie est envisageable : I'utilisation 
des deux strategies precedentes pour chaque pr616ve- 
ment testiculaire darts la mesure oe aucune d'entre elles 
n'est valid~e a rheure actuelle. 

Les protocoles de preparation et de congelation du tissu 
testiculaire immature doivent ~tre determines et evalu~s sur 
les modeles animaux avant leur utilisation sur le tissu testi- 
culaire immature chez le jeune gar(;on. 
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III. QUELLES UTILISATIONS ULTERIEURES SONT 
ENVISEAGEABLES POUR LE TISSU TESTICU- 

LAIRE IMMATURE OU LES CELLULES GERMINA- 
LES IMMATURES CRYOCONSERVEES ? 

Le developpement de strategies de conservation du tissu 
testiculaire et des cellules germinales immatures implique 
des methodologies nouvelles d'utilisation de ce tissu ou de 
ces cellules, qu'il s'agisse de la maturation ou culture in 
vitro des cellules germinales, de la transplantation de ces 
cellules germinales ou de la transplantation du tissu testi- 
culaire. 

1. La maturation ou culture in v i t ro des cellules 
germinales 

a) La spermatogenese in vi tro 

Le principe de cette approche est de pouvoir elaborer in 
vitro des gametes males haploides, les spermatozo'ides, 
partir des spermatogonies et dans le contexte de la conser- 
vation du tissu testiculaire immature, cette spermatogenese 
serait etablie a partir de spermatogonies cryoconservees et 
decongelees. La duree normale de la spermatogenese est 
de 74 jours chez I'homme et constitue a I'heure actuelle un 
obstacle a la realisation effective d'une spermatogenese 
complete in vitro. Differentes etudes recentes rapportent, 
dans des modeles animaux et chez I'homme, la realisation 
in vitro d'une etape specifique de la spermatogenese. Ainsi, 
la realisation partielle ou complete du processus meiotique 
a ete rapportee chez le rat [22, 57], le taureau [41] mais 
aussi chez I'homme [59, 60]. La differenciation in vitro de 
spermatides rondes en spermatides allongees a egalement 
ete obtenue chez I'homme [13] avec une reduction de la 
duree de la spermiogenese. Tesarik et coll. [59] reprodui- 
sent in vitro non seulement le processus meiotique mais 
semblent aussi obtenir des spermatides rondes en 24 heu- 
res, alors que cette etape dure en moyenne 20 a 22 jours in 
vivo. Cependant, ces etudes restent ponctuelles et leur 
rendement, en terme de cellules haplofdes produites, reste 
faible. Ainsi, les spermatozoTdes elabores in vitro ne 
seraient utilisables qu'en ICSI. Cette methodologie est envi- 
sageable pour les etapes tardives de la spermatogenese 
mais il ne semble pas possible dans un futur proche d'envi- 
sager une transformation complete in vitro de spermatogo- 
nies en spermatozoides. 

b) La culture in v i t ro  des spermatogonies avant 
transplantation 

Les spermatogonies, cellules germinales diploides situees 
a la peripherie des tubes seminiferes, se repartissent en 
deux categories principales : les spermatogonies A et B. 
Seules les spermatogonies de type A ont les proprietes de 
cellules souches. Les cellules souches se definissent par 
leur capacite & produire des lignees cellulaires differenciees 
specifiques. II existe deux principales sources de cellules 
souches :les cellules souches adultes (hematopo'ietiques, 
neuronales, spermatogonies A) et les cellules souches 
embryonnaires (ES [embryonic stem cells] et EG [cellules 

souches germinales embryonnaires]). Les cellules souches 
embryonnaires des premieres divisions blastomeriques 
sont totipotentes, capables de generer tousles types cellu- 
laires y compris les cellules extra embryonnaires. Les cellu- 
les souches embryonnaires situees au niveau de la masse 
cellulaire interne du blastocyste sont pluripotentes, capa- 
bles de se differencier dans tous les types cellulaires d'un 
individu. Les spermatogonies de type A sont des cellules 
souches adultes multipotentes, capables de generer un 
nombre restreint de types cellulaires. Les cellules souches, 
quelque soit leur type, ont un faible indice de proliferation 
cellulaire, un fort potentiel a generer des clones cellulaires 
et sont situees dans un environnement protege, appele 
"niche" [29, 56]. 

Le nombre de spermatogonies souches est faible avec 
environ 20 a 30000 spermatogonies A par testicule [14]. 
Leur culture in vitro a pour but d'obtenir une fraction enri- 
chie en spermatogonies souches [26, 28, 47, 48] et dolt 
s'associer a une identification specifique de ces cellules. 
Cette identification peut-~tre realisee a I'aide de criteres 
morphologiques dont le rendement est mediocre, une sepa- 
ration cellulaire par gradient de densite [29], des criteres 
moleculaires a I'aide de marqueurs de surface exprimes 
specifiquement par les spermatogonies souches. A I'heure 
actuelle, une association de plusieurs marqueurs s'avere 
indispensable pour un fractionnement immunologique satis- 
faisant. Le premier marqueur retenu etait c-kit mais son 
expression s'est revelee non specifique des spermatogo- 
nies souches, elle s'observe egalement dans les spermato- 
gonies differenciees [26]. Plus recemment, les 131- et c~6- 
integrines ont ete retenues comme marqueurs de surface 
des spermatogonies souches [51]. La mise en culture d'une 
population purifiee de spermatogonies souches permet 
d'augmenter la Iongevite de ces cultures cellulaires accrois- 
sant ainsi le nombre de spermatogonies souches obtenu en 
fin de culture [15, 35, 62]. 

La culture in vitro des spermatogonies est un prealable 
indispensable avant leur transplantation dans un testicule 
receveur et I'injection d'une fraction enrichie en spermato- 
gononies souches augmente I'efficacite de la colonisation 
des tubes seminiferes [18]. 

2. La transplantation des cellules germinales 

La premiere transplantation de cellules germinales a ete 
effectuee avec succbs en 1994 chez la souris par Brinster 
[7]. Les spermatogonies supposees "souches" ont ete 
extraites d'un testicule d'un animal donneur et transplan- 
tees dans le testicule d'une souris male sterile. L'injection 
des spermatogonies s'est effectuee directement dans les 
tubes seminiferes. Une importante degenerescence des 
cellules transplantees a ete observees, suggerant la neces- 
site d'enrichir la fraction injectee en spermatogonies sou- 
ches et de modifier le protocole d'injection (site d'injection, 
volume injecte). L'injection de la suspension celiulaire dans 
ies cenes efferents mais surtout le rete testis ameliore la 
colonisation des tubes seminiferes [46]. La transplantation 
de cellules germinales de rat dans les testicules de souris 
steriles aboutit a une spermatogenese complete [12]. 
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D'autres modeles de xenotransplantation, utilisant la souris 
comme animal receveur, se sont developp~s avec une 
initiation de la spermatogen~se extr~mement variable selon 
les modeles et le plus souvent avec une spermatogenese 
quantitativement diminu~e [40, 36, 21, 37]. Des greffes allo- 
geniques ont donne ~galement des resultats satisfaisants 
chez le rat, le boeuf, le singe et rhomme in vitro [46] mais 
aussi chez la souris [25]. Dans ce dernier modele, les cel- 
lules souches germinales ont ~te initialement congel~es 
puis transplant~es apr~s decongelation dans les testicules 
de souris m&les st~riles non puberes et adultes. Une initia- 
tion de la spermatogen6se a et~ obtenue a la fois dans le 
groupe de souris adultes et de souris non puberes. Une fer- 
tilit6 spontan~e a ete obtenue uniquement dans le groupe 
de souris non puberes. L'efficacite de la transplantation 
semble inferieure dans le groupe receveur "souris adultes". 

3. La greffe de tissu testiculaire 

En se ref~rant ~ la cryoconservation du tissu ovarien et I'u- 
tilisation des fragments congeles pour la realisation de gref- 
fe orthotopiques ou het~rotopiques, Shinohara et coll. [52] 
cong61ent des fragments de tissu testiculaire immature pro- 
venant de souris et de lapin. Apr~s decong~lation, le frag- 
ment testiculaire contenant en moyenne 23 tubes seminife- 
res est greffe apres ouverture de la tunique vaginale au 
milieu des tubes seminiferes de la souris m~le adulte pre- 
alablement trait~e par busulfan. A la fois dans la greffe allo- 
g~nique et xenog~nique, une spermatogenese a ete res- 
tauree, des embryons ont ete obtenus apres f~condation in 
vitro dans les deux modeles, le nombre de grossesses et de 
naissances etant sup~rieur dans le deuxieme modele [lapin 
(donneur) - souris (receveur)]. 

4. Avantages et risques de ces diff~rentes 
m~thodologies 

La mise en oeuvre de ces differentes methodologies soule- 
vent des interrogations sur les risques auxquels ies patients 
peuvent ~tre exposes et sur le benefice que ceux-ci peu- 
vent en esperer : 

�9 Le recours au pr~l~vement chirurgical pour isoler des 
cellules germinales ou du tissu testiculaire expose le 
patient aux complications immediates et & court terme du 
geste chirurgical (risques operatoires, h~matomes, com- 
plications infectieuses...). 

�9 La maturation in vitro souleve des interrogations sur la 
qualite des gametes matures produits avec possiblement 
des modifications genetiques et/ou ~pigen~tiques de ces 
cellules du fait de la culture prolongee in vitro. Elle ~car- 
te cependant tout risque de r~introduction de I'affection 
cancereuse et les gametes produits seront utilisables en 
ICSI. 

�9 Dans les modules de greffes allog~niques (cellules ger- 
minales ou tissus), deux complications sp~cifiques peu- 
vent 6tre redout6es : les complications chirurgicales liees 
au geste de greffe, et le risque de r~introduire la patho- 
Iogie tumorale surtout pour certaines pathologies comme 
les leucemies aigu~s lymphoblastiques pour lesquelles 

une Iocalisation gonadique n'est pas ecart6e. Dans un 
modele de greffe allogenique de cellules germinales pro- 
venant d'un rat leuc6mique, Jahnukainen et coll. [24] 
introduisent darts la fraction de cellules souches germi- 
nales destinee ~ la transplantation 20 cellules leuce- 
miques provenant de rats leucemiques en phase termi- 
nale. Trois rats greffes sur cinq developpent 21 jours 
apres la transplantation une leucemie aigu~ en phase 
terminale. Cette observation renforce le principe d'identi- 
fication de marqueurs specifiques des cellules souches 
germinales pour obtenir une fraction enrichie mais aussi 
pour r6duire au maximum ie risque de contamination de 
la suspension cellulaire par de cellules malignes. 
L'avantage de la greffe allogenique est le retablissement 
possible d'une spermatogenese associee a une fertilite 
spontanee, specifiquement dans la transplantation des 
cellules germinales souches. 

La greffe xenogenique a pour avantage d'eviter tout 
risque de reintroduction de la pathologie canc~reuse 
chez le patient et de pouvoir envisager I'obtention de 
gametes utilisables en ICSI. De plus, la transplantation 
des ceilules germinales ou la greffe tissulaire peuvent 
~chouer. La repetition du geste est envisageable chez 
I'animal mais est iimitee chez I'homme. Cependant, la 
x~nogreffe soul~ve certaines interrogations que sont : i) 
la contamination des gametes produits par des agents 
infectieux d'origine animale, ii) des modifications gene- 
tiques et/ou ~pig~netiques liees a une regulation de la 
spermatogen~se qui pr~sente certaines differences 
entre les esp~ces, iii) la faisabilite d'une telle approche 
sur le plan ~thique. 

IV. CONCLUSION 

La conservation de spermatozo'ides ~jacul~s ou testi- 
culaires dolt ~tre recommand~e et plus largement 
r~pandue chez les adolescents avant tout traitement 
susceptible de retentir sur la fertilite. Chez le jeune gar- 
9on non pubere, comme cela est propose chez la petite 
fille, la conservation du tissu gonadique dolt ~tre d~ve- 
Iopp~e. 

Cependant, il reste a definir, chez I'homme, les proto- 
coles de congelation et d~congelation du tissu testicu- 
laire et les modalit~s d'utilisation ulterieure. M~me si 
les publications concernant la transplantation des cel- 
lules germinales et la congelation du tissu testiculaire 
immature se multiplient, celles-ci interessent majoritai- 
rement des modules animaux avec des protocoles de 
congelation-decong~lation variant au gr~ des publica- 
tions. 

Tout dolt ~tre mis en oeuvre pour valider un protocole 
de congelation dans un modele animal transferable 
secondairement dans un modele humain, I'innocuit~ 
des procedures devra egalement Otre v~rifi(~e. En effet, 
une inegalit~ de chance de preservation de la fertilit~ 
existe, a I'heure actuelle, entre le gargon et la petite fille 
soumis & des therapeutiques gonadotoxiques. 
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ABSTRACT 

Cryopreservation of testicular tissue in boys: how can 
the boy's fertility be preserved? 

Nathalie RIVES, Bertrand MACE 

Survival rates for almost all types of childhood cancer 
have improved over the last 30 years. Estimates suggest 
that, in 2010, 1 out of 715 adolescents and young adults 
will be a long-term survivor of childhood cancer. With cur- 
rent therapy, 70% of children are cured. The increased 
number of survivors has focused attention on the many 
long-term or late sequelae of treatment. Most of the effects 
cannot be detected at the end of therapy, but only become 
apparent with puberty, growth and the normal aging pro- 
cess. Among the various sequelae, gonadal dysfunction is 
observed and the degree of gonadal damage depends on 
the type and total doses of chemotherapy and/or radiothe- 
rapy. The male gonad is also more sensitive to cancer the- 
rapy than the female gonad. 
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Cryopreservation of ejaculated spermatozoa should be 
proposed for sexually mature boys. However, when ejacu- 
lated semen samples cannot be collected, or in the case of 
prepubertal boys who are not yet able to produce sperma- 
tozoa, another strategy must be used: testicular biopsy 
associated with cryopreservation of (i) testicular tissue, or 
(ii) isolated testicular spermatozoa or (iii) immature germ 
cells. The future use of immature testicular tissue will 
depend on the development of novel technologies in 
humans such as germ cell in vitro maturation, or autolo- 
gous or xenogeneic germ cell transplantation. 

Key words : childhood cancer, cryopreservation, fertility, germ 
cells, in vitro maturation, transplantation 
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