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SUMMARY

Recent improvements in the treatment of
malignant disease have brought into focus a
number of issues relating to future quality of
life, such as infertility following gonadotoxic
therapy. Such therapy is being increasingly
applied in case of benign disease and there-
fore involves an ever growing population.

After puberty, the freezing of sperm is consi-
dered routine clinical practice. However, for
prepubertal patients, who do not yet produce
spermatozoa, only immature tissue is availa-
ble for storage. Cryopreservation of imma-
ture testicular tissue has recently become an
acceptable procedure for long-term storage in
cancer patients for fertility preservation.

Nevertheless, numerous crucial challenges
remain, including efficient cryopreservation
and thawing of testicular cell suspensions
or tissue, selection and enrichment of stem
cell spermatogonia without contamination
by tumor cells, and effective transplantation
techniques, either in the form of isolated cell
injections into the rete testes or ortho- or
heterotopic grafts.
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RESUME

<

L'amélioration de la survie a long terme des patients atteints de
pathologies néoplasiques souléve des questions relatives a la
qualité de vie future de ces patients, en particulier en terme de
fertilité apres traitement gonadotoxique.

Des thérapies gonadotoxiques sont également prescrites pour
des pathologies bénignes, ce qui augmente encore la population
concernée par la perte de la fertilité.

Chez I'adulte, la congélation de spermatozoides est d’application
clinique courante. Avant la puberté, seules des cellules germina-
les immatures pourront étre cryopréservées. La congélation de
tissu testiculaire immature est depuis peu considérée comme une
procédure acceptable pour préserver la fertilité des patients can-
céreux devant subir un traitement gonadotoxique. Néanmoins,
avant d’atteindre la restauration de la fertilité a partir de tissu
congelé, de nombreuses avancées telles que 'optimalisation de
la technique de cryopréservation et de décongélation, la sélection
et la multiplication des cellules spermatogoniales en I’absence de
cellules tumorales contaminantes, I’amélioration des techniques
de transplantation de cellules isolées dans le rete testis ou de
greffe de fragments tissulaire devront étre réalisées.

INTRODUCTION

L’amélioration de la survie a long terme des patients atteints de
pathologies néoplasiques souléve des questions relatives a la qualité de
vie future de ces patients, en particulier en terme de fertilité apres traite-
ment gonadotoxique. La survie a 5 ans des enfants traités pour néoplasie
étant en constante évolution (tableau I), on estime qu’en 2010, un adulte
agé de 20 a 29 ans sur 250 sera le survivant d'une néoplasie infantile.

Des thérapies gonadotoxiques sont également prescrites pour des
pathologies bénignes nécessitant une transplantation de moelle telle
que la drépanocytose, la thalassémie majeure,...de sorte que cette
question s’étend actuellement a une population encore plus large.
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TaBLEAU I
TRENDS IN SURVIVAL FOR CHILDREN UNDER AGE 15 (BORING, 1994)
5 year relative survival rates (%)"
Site
1960-1963 1970-1973 1977-1979 1983-1989

Acute lymphocytic leukaemia 4 34 67 72,4
Acute myeloid leukaemia 3 5 26 31,1
Wilm's tumour 33 70 77 88,4
Brain and nervous system 35 45 56 60,0
Neuroblastoma 25 40 52 56,7
Bone 20 30 52 58,3
Hodgkin’s disease 52 90 83 88,3
Non-Hodgkin’s lymphomas 18 26 50 67,6
Testicular cancer - - - 90-95

* Survival rates are according to the year in which the disease was diagnosed.
Meirow D., Schenker JG. Cancer and male infertility. Human Reproduction. 1995; 10: 2019.

Certaines stratégies de protection contre la
gonadotoxicité utilisant des approches hormona-
les (1-3) ou des molécules interagissant avec les
mécanismes d’apoptose (4,5) ont été développées,
mais leur efficacité n’a pas été démontrée chez
I’'homme. L'amélioration des protocoles chimio-
thérapiques et radiothérapiques en vue de réduire
leur gonadotoxicité est une autre stratégie, mais
il n’existe a ce jour aucun facteur prédictif absolu
de la récupération d"une spermatogenese apres ce
type de traitement (6-9).

IMPACT DES AGENTS CYTOTOXIQUES ET
DE LA RADIOTHERAPIE SUR LA FERTILITE

La gonadotoxicité des agents chimiothérapi-
ques a été mise en évidence des 1948 suite a 27 cas

d’azoospermie observés chez 30 patients traités
par « nitrogen mustard ». L'examen histologi-
que du tissu testiculaire apres traitement par un
agent cytotoxique est variable. L'atteinte peut aller
jusqu’a la disparition complete de I'épithélium ger-
minal et méme des cellules de Leidig (10-12).

L’azoospermie est causée par la destruction
des cellules souches spermatogoniales et la durée
de l'azoospermie est proportionnelle au nombre
de spermatogonies détruites (13,14).

L’altération de la fertilité et les chances de
récupération sont fonction du type et de la dose
des drogues utilisées (15), de 1’éventuelle adjonc-
tion d'une radiothérapie (16), ainsi que de 1’age.

Le tableau II reprend les cytostatiques ayant
les gonadotoxicités les plus significatives clini-

TABLEAU II
CYTOSTATIQUES AYANT LES GONADOTOXICITES LES PLUS SIGNIFICATIVES CLINIQUEMENT

Group

Drug

Alkylating agents

Antimetbolites
Vinca alkaloids

Others

cyclophosphamide

chlorambucil

mustine

melphalan

busulphan

carmustine (Clayton et al., 1988)
lomustine (Clayton et al., 1988)
procarbazine

cytarabine

vinblastine (Vilar, 1974)
vincristine

cisplatin(Wallace et al., 1989).

Howell SJ., Shalet SM. Testicular function following chemotherapy. European Society of Human Reproduction and Embryology,

2001: 364.
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quement. La plupart de ces agents sont admi-
nistrés sous forme de protocoles combinant plu-
sieurs drogues et la toxicité des drogues prises
individuellement est donc difficile a établir (17).

L'utilisation de plusieurs drogues concomi-
tamment augmente encore cette gonadotoxicité.

L'effet dela radiothérapie sur la spermatogenese
est bien documenté et dépend du champ traité, de
la dose totale et de son fractionnement (18). Les cel-
lules immatures sont les plus sensibles et des doses
légeres de 0,1 Gy entrainent des modifications qua-
litatives et quantitatives des spermatogonies.

Des doses supérieures a 0,8 Gy entrainent une
azoospermie.

La récupération de la spermatogenése a par-
tir des spermatogonies de type A ayant survécu
dépend de la dose d’irradiation. Le retour a des
numérations spermatiques comparables a celles
observées avant la radiothérapie s’observe apres
9 a 18 mois pour des doses < a 1 Gy, apres 30 mois
pour des doses entre 2 et 3 Gy et, apres 5 ans a
partir de 4 Gy. Le fractionnement de la dose aug-
mente la gonadotoxicité selon les études animales
et certaines études chez '’homme sont également
en faveur de cette constatation (19,20).

La fonction gonadique est également influencée
par I’age du patient. Ainsi, les traitements cytotoxi-
ques semblent plus déléteres apres la puberté (21)
mais 1'état pré-pubere ne prémunit toutefois pas
contre les effets gonadotoxiques (22-27). En effet,
des études animales ont mis en évidence avant la
puberté une activité des cellules germinales subis-
sant ensuite une dégénérescence spontanée avant
le stade haploide, qui semble primordiale au fonc-
tionnement gonadique chez 'adulte (28).

CRYOPRESERVATION
DE GAMETES MATURES

La cryopréservation spermatique est bien docu-
mentée chez 1’adulte et est actuellement réguliére-
ment proposée pour préserver la fertilité avant tout
traitement potentiellement gonadotoxique.

Les résultats en PMA utilisant le sperme
congelé chez les patients devant bénéficier de ces
traitements sont Comparables a ceux obtenus lors
de cycles de fécondation in vitro réalisés pour
infertilité d’origine masculine (29,30).

Cette technique n’est néanmoins envisageable
que chez des patients péri ou post-puberes ou la
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spermatogenese a été initiée. La cryopréservation
des gametes males avant la puberté présente en
outre des facteurs limitants tels que notre connais-
sance limitée de la qualité du sperme chez le
jeune adolescent, les problemes liés a I'obtention de
I’échantillon, qu’ils soient techniques (masturbation,
vibrations péniennes, électrostimulation sous AG)
(31-33) ou psychologiques (priorité liée a la gravité
de la maladie, tabous, influence parentale) ainsi que
les aspects éthiques liés au consentement.

Le développement pubertaire varie entre 13
et 18 ans et I'age de la spermarche est difficile a
connaitre. Considérant la spermaturie comme
indice de la spermarche, Nielsen et al. (34) esti-
ment en moyenne que la spermatogenese débute
vers 13 ans et demi alors que d’autres auteurs la
situeraient plutdt vers 14 ans. Selon Hirsch et al.,
aucun cas de spermaturie n’est observé avant
I’age de 11 ans et dans 40 % des cas, la spermatu-
rie est absente avant I’age de 15 ans (35).

Certaines caractéristiques physiques telles que
le volume testiculaire, les modifications des carac-
teres sexuels secondaires ou encore une augmen-
tation de la vitesse de croissance, témoignent du
début de la spermatogenese (34,36) (fig. 1).

Figure 1 — Overall cumulative probability of spermaturia
according to age, Tanner stages for pubic hair (1-5) and
genitals (1-5), and testicular volume (ml) (n=129), Selon
Schaefer et al. Archives of Disease in Childhood. 1990; 65:
1205-1207.
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Les modifications du profil hormonal de 1’ado-
lescent observables par 1’élimination de LH, de
FSH et de testostérone par voie urinaire (37)
apportent un complément d’information a l'exa-
men urinaire.
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En l'absence de spermatozoides dans 1'éjacu-
lat, leur récupération par biopsie testiculaire a été
décrite entre 1’age de 10 et 13 ans et peut donc étre
une alternative (38).

Kliesch et al. ont observé une qualité sperma-
tique similaire en terme de numération, mobilité
et morphologie chez des garcons puberes de 14
a 17 ans, des jeunes adultes de 18 a 20 ans et de
plus de 20 ans souffrant des mémes néoplasies
(39). D’autres ont examiné la qualité spermatique
chez des adolescents post-puberes avant I’age de
19 ans souffrant de différents types de cancers
(40) . La cryopréservation a pu étre réalisée chez
86,1 % des patients indépendamment de 1'age et
du diagnostic, et les échantillons obtenus étaient
adéquats pour une utilisation ultérieure en PMA.

CRYOPRESERVATION
DES GAMETES IMMATURES

La cryopréservation du tissu testiculaire chez
I’adulte azoospermique telle qu’elle est appliquée
en clinique actuellement, en particulier a titre
diagnostique et thérapeutique, est bien connue.
Dans ce cas, le but est de congeler des spermati-
des matures et des spermatozoides en vue de leur
utilisation future en FIV avec ICSL

Chez l'enfant, les cellules germinales a ces
stades avancés ne sont pas retrouvées. En effet,
jusqu’a l'age de 4 ans, les seuls types cellulaires
observables sont les spermatogonies Ad (dark)
ou Ap (pale). A partir de 4 ans apparaissent des
spermatogonies de type B. Cette apparition lente
d’abord, s’accélere vers 1’dge de 5 ans pour deve-
nir importante au début de la puberté. A partir
de la puberté apparaissent les spermatocytes
primaires et secondaires (haploides). Ces derniers
témoignent de la deuxieme division méiotique.

La présence de spermatocytes primaires
vers I'age de 4 ans et vers 8-9 ans est normale.
Exceptionnellement, ces cellules peuvent évoluer
jusqu’au stade de spermatides mais dégénerent
avant d’atteindre le stade de spermatozoide (41).

Chez le garcon pré-pubere, le but est de cryo-
préserver les spermatogonies souches dont la
taille est largement supérieure a celle des sperma-
tozoides.

La méthode de choix pour cryopréserver ces
cellules, soit sous la forme de tissu testiculaire
(42-45), soit sous la forme de suspensions cellu-
laires testiculaires (46) est en cours d’évaluation.
La cyopreservation de tissu testiculaire est plus
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délicate que la cryopreservation de cellules en
suspension, étant donné qu’elle nécessite une
pénétration plus grande du cryoprotectant (47).
En outre, différents types cellulaires ayant cha-
cun leurs propres caractéristiques constituent le
tissu ; cette hétérogénéité cellulaire compliquant
des lors I’élaboration de protocoles de congélation
optimaux.

L'utilisation future du tissu congelé en vue
de préserver la fertilité soit par transplantation
autologue de cellules souches en suspension, soit
par maturation in vitro, soit par autogreffe d’'un
fragment de tissu testiculaire, sont des voies pro-
metteuses bien qu’incertaines.

LA TRANSPLANTATION DE
CELLULES SPERMATOGONIALES

La transplantation de cellules spermatogo-
niales a été développée récemment et consiste a
transférer des cellules germinales souches d'un
donneur male par injection directe dans les tubu-
les séminiféres, dans le rete testis ou dans les
canaux efférents du male receveur. Les cellules
transplantées migrent ensuite vers la membrane
basale du tube séminifere, se multiplient et éta-
blissent des colonies de cellules germinales a
'origine des spermatozoides.

La transplantation de cellules spermatogonia-
les a initialement été rapportée par Brinster et al.
en 1994 (48). Une progéniture porteuse de 1'ha-
plotype du donneur a été générée chez la souris
(49).

Une spermatogenese compléte a également été
obtenue apres transplantation de cellules germi-
nales de rat et de hamster a la souris (50,51).

Des études ultérieures ont montré que les cel-
lules spermatogoniales souches d’autres espéces
telles que le chien, le porc, le lapin, la chevre, la
vache, le singe et '’homme colonisent les tubules
séminiferes de souris immunodéprimées et géne-
rent des colonies de cellules souches en 1’absence
de différentiation des cellules germinales (52-55).

Au sein d'une méme espece, une transplanta-
tion de cellules germinales de chevres transgéni-
ques a des chévres immatures immunocompéten-
tes a néanmoins permis la transmission du géne
modifié a la descendance (56).

Par ailleurs, la cryopréservation des cellules
germinales avant transplantation n’interfere ni
avec la recolonisation et l'initiation dune sper-



matogenese (57), ni avec I'obtention d"une progé-
niture (58).

Une technique de tranplantation de cellu-
les germinales dans le rete testis de testicules
humains a été développée in vitro (59).

En 1999, une étude clinique a été initiée a
Manchester (GB) pour évaluer la transplantation
de cellules germinales chez des patients atteints
de tumeurs malignes solides (60). Une cryopré-
servation de suspensions cellulaires provenant de
biopsies testiculaires a été réalisée avant le traite-
ment gonadotoxique et 7 patients auraient béné-
ficié de la transplantation des cellules germina-
les. Malheureusement, aucune information n’est
actuellement disponible concernant la fertilité de
ces patients avant et apres la transplantation (61).

Cette évaluation resterait néanmoins compli-
quée suite a la difficulté a différencier la sperma-
togenese initi€e a partir des cellules transplantées
de celle issue des cellules germinales résiduelles
apres traitement gonadotoxique.

L’avantage de cette approche est qu’elle per-
mettrait de restaurer la fertilité naturelle du patient
a partir de ses cellules germinales propres.

Apres recolonisation, chaque colonie est issue
de la prolifération clonogénique et la différenti-
ation d'une cellule spermatogoniale souche uni-
que.

L'étendue de la spermatogenese dépend du
nombre de cellules souches transplantées et de la
quantité et qualité des niches cellulaires dans le
testicule receveur.

Chez les rongeurs, le rendement de la colonisa-
tion ne dépasse pas 5 a 12% (62,63).

On estime que chez le primate ayant des cycles
spermatogéniques plus longs, ce rendement serait
méme inférieur (64). Des lors, si 1’on considére en
outre le faible nombre de spermatogonies souches
dans un fragment prélevé pour cryopréservation,
cette technique ne pourra vraisemblablement
pas étre applicable en clinique humaine avant de
développer des méthodes permettant d’enrichir
la suspension injectée en cellules souches sper-
matogoniales ou d’augmenter leur capacité de
recolonisation tubulaire.

A ce jour, la culture de spermatogonies sou-
ches en vue d’augmenter leur nombre in vitro
avant transplantation n’a été décrite que chez la
souris et le bovin (65-68).
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L’identification des agents régulateurs de la
multiplication spermatogoniale et des mécanis-
mes impliqués dans leur renouvellement est en
cours d’étude (69-76).

L’application de la technique de transplan-
tation de cellules spermatogoniales de patients
atteints de pathologies néoplasiques pose un
second probléme non négligeable. En effet, il exis-
te un risque théorique de récidive de la pathologie
traitée par réinoculation de cellules néoplasiques
a partir de suspensions cellulaires insuffisamment
purifiées.

Une étude chez le rat a montré qu’a peine
20 cellules leucémiques injectées dans un testi-
cule suffisent a entrainer une récidive du cancer
(77). La greffe xénogénique du tissu testiculaire
humain a la souris décrite par Honaramooz (78)
pourrait des lors étre utilisée comme test diagnos-
tic de contamination comme cela a été fait pour
I'ovaire (79).

Des techniques de tri cellulaire par MACS et
FACS basées sur 'expression de marqueurs spe-
cifiques des cellules spermatogoniales et tumo-
rales semblaient prometteuses chez ’animal afin
de décontaminer les préparations cellulaires (80)
mais récemment, il a été démontré que la détec-
tion des cellules tumorales par tri cellulaire était
insuffisante pour une décontamination complete

(81).

LA GREFFE DE TISSU TESTICULAIRE

La xéno-transplantation de fragments de tissu
testiculaire a été réalisée dans diverses espéces
animales.

Une spermatogenese complete a été observée
apres greffe de tissu testiculaire de souris, hams-
ter, rat, porc, chat, bovin, cheval incluant les pri-
mates (82-90) a I'exception de ’homme (91).

La cryopréservation du tissu avant greffe n’em-
péche pas la récupération d’une spermatogenese
complete dans des isogreffes de souris (82) et dans
des xénogreffes de lapin a la souris (92). Toutefois,
chez le primate, la différentiation compléete n’a
pas été observée apres cryopréservation (93).

Une progéniture a pu étre obtenue a partir de
spermatozoides issus d'une allogreffe de tissu
testiculaire chez la souris (92,94).

Des xénogreffes hétérotopiques de tissu testi-
culaire humain adulte ont montré une survie tres
limitée des greffons (90,94).
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A linverse, les greffes de tissu testiculaire
immature humain ont donné de meilleurs résul-
tats.

En effet, un modele de xénogreffe chez la sou-
ris nude, nous a permis de démontrer la capacité
des spermatogonies et des cellules de Sertoli a
survivre et proliférer au sein de tubules sémi-
niféres ayant une intégrité bien préservée apres
cryopréservation (45).

La capacité de différentiation des cellules ger-
minales au sein des greffons de tissu testiculaire
immature humain reste a démontrer.

L'avantage de cette technique comparative-
ment a la transplantation de cellules isolées est la
préservation concomitante de niches intactes pour
les spermatogonies souches, favorisant les inte-
ractions cellulaires complexes entre les cellules
germinales et les cellules somatiques indispensa-
bles au bon déroulement de la spermatogenese.

LA MATURATION IN VITRO

Les trois phases de la spermatogenése sont la
multiplication des spermatogonies, la méiose et
la spermiogenese. Pendant la spermatogenése,
les spermatogonies diploides se multiplient par
mitoses pour fournir une population de sperma-
tocytes qui vont donner naissance a des spermati-
des haploides grace a la méiose. Les spermatides
vont débuter ensuite, durant la spermiogenese,
une différentiation morphologique aboutissant
aux spermatozoides (96).

La maturation in vitro des cellules germinales
males implique donc la reconstitution intégrale
de ces étapes au laboratoire. De nombreux fac-
teurs de régulation interviennent dans ces pro-
cessus; pour certains d’entre eux, la cellule qui
les produit est connue, pour d’autres, les cellules
dotées de récepteurs a ces facteurs sont identi-
fiées. Cependant, pour la plupart de ces facteurs,
leur action spécifique sur la différentiation des
cellules germinales, au niveau de telle ou telle
étape, est inconnue.

Durant ces dix derniéres années, de nombreu-
ses tentatives ont été rapportées pour créer des
systemes de culture permettant la prolifération
des spermatogonies souches et la différentiation
des spermatocytes méiotiques (65-68,97,98).

Récemment, une partie, puis la totalité de

I'étape méiotique a été reproduite in vitro dans
différentes especes (99-101).
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Des modifications dans la cinétique de diffé-
rentiation ont été observées ainsi que des ano-
malies des spermatides rondes formées in vitro.
Néanmoins, les spermatides rondes développées
in vitro a partir de spermatocytes ont permis 1’ob-
tention de souris normales dans un nombre de cas
restreint, lorsqu’elles étaient injectées dans des
ovocytes matures (102).

La maturation in vitro des spermatides ron-
des a également été rapportée chez l’animal
(103,104).

Des études ont également été réalisées in vitro
sur la spermatogenéese humaine (105-108).

Concernant la spermiogenese, peu de données
existent et presque tout reste a faire pour repro-
duire cette étape in vitro (109).

Cette technique constitue néanmoins une
approche intéressante pour les patients atteints de
pathologies pouvant métastaser par voie hémato-
logique. En effet, 'obtention de spermatozoides
in vitro combinée a une fécondation in vitro avec
microinjection du spermatozoide dans l'ovocyte
éviterait tout risque de réinoculation de cellules
néoplasiques au patient.

Cette approche serait également utile lorsque
les cellules de Sertoli ne sont pas capables d’as-
surer leur fonction de support de la spermatoge-
nese. En effet, certains arguments en faveur de
I'existence de dommages causés au niveau des
cellules de Sertoli par les agents chimiothérapi-
ques ont été rapportés (110).

Bien que la restauration de la fertilité a été
obtenue apres maturation in vitro des cellules
germinales humaines (111), celle-ci ne concernait
que les étapes finales de maturation et non la
maturation a partir des cellules souches. Des lors,
la maturation in vitro des cellules germinales
diploides en spermatozoides haploides ne sera
techniquement pas réalisable dans un proche
avenir.

CONCLUSION

La préservation de la fertilité, par congélation
de spermatozoides chez I'adulte ou de tissu testi-
culaire immature avant la puberté, est importante
pour assurer une qualité de vie future aux patients
rendus infertiles par les traitements gonadotoxi-
ques. Toutefois, dans le cas ot les gametes matu-
res ne sont pas encore présents, les méthodes de
restauration de la fertilité ne pourront étre appli-



quées en clinique humaine que lorsque de nom-
breuses questions techniques, éthiques, ou liées a
la sécurité des procédures, seront résolues.
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