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RI~SUM]~ 

Au cours  de ces de rn i~res  a r m i e s  les tenta-  
t ives d 'ICSI r~alis~es avec  des spe rmato -  
zoides tes t icu la i res  se sont  cons id~rab lement  
accrues .  Cependant ,  l 'une des difficult~s tech- 
n iques  t ien t  au  fait  que  la mobili t~ des sper- 
m a t o z o i d e s  est  e x t r ~ m e m e n t  r~du i t e .  Un 
a c c r o i s s e m e n t  de la mobi l i td  ava i t  ~t~ 
observ~ apr~s une  incuba t ion  des pr~l~ve- 
ments  tes t icu la i res  p e n d a n t  que lques  heures .  
Dans rop t i que  d ' a u g m e n t e r  les chances  de 
succ~s, une  cu l tu re  in vi t ro  des spermato-  
zoides, pr~alable ~ I'ICSI, a ~t~ envisag~e. 
Nous r appo r tons  ici la r evue  de la l i t t~ ra tu re  
sur  ce sujet. 

Dans les azoospermies  obst ruct ives ,  la cul- 
t u r e  in vi t ro  pr~sente  peu  d ' int~r~t puisque,  
except~  u n e  ~ven tue l l e  " m a t u r a t i o n "  des  
spe rma tozo ides  p e n d a n t  ce t te  p~riode,  u n  
p o u r c e n t a g e  apprec iab le  de spe rmatozo ides  
mobi les  est  souve n t  observ~ r a p i d e m e n t  
apr~s le t r a i t e m e n t  de la biopsie. 

Dans les azoospermies  non  obs t ruc t ives  la 
c u l t u r e  in v i t ro  p a r a i t  jus t i f i~e ,  p u i s q u e  
lo r sque  l 'on r e t r o u v e  des s p e r m a t o z o i d e s  
dans  la biopsie, ils sont  g~n~ra lement  immo- 
biles. Cependan t ,  la p lupa r t  des  a u t e u r s  s'ac- 
c o r d e n t  ~ r e c o n n a l t r e  que  les r~su l t a t s  
r e s t en t  al~atoires  : au  t e rme  de la cul ture ,  soit 
il existe un  gain de mobilitY, soit au  con t r a i r e  
la p lupa r t  des spermatozo ides  sont  morts .  

Que lque  soit  le t ype  d ' azoospe rmie ,  les 
mei l leurs  r~sul ta ts  sont  ob tenus  apr~s 3-4 
j ou r s  de cu l tu re .  La s u p p l e m e n t a t i o n  des  

mi l ieux de cu l tu re  avec de la FSH recombi-  
n a n t e  s 'av~re aussi  efficace. 

La cu l tu re  in vi t ro  peu t  ~tre associ~e ~ la con- 
g~lation des spe rmatozo ides  et la s~quence 
c u l t u r e  in v i t ro / congd la t ion  d o n n e r a i t  de 
mei l leurs  r~sul ta ts  que  la s~quence  cong~la- 
t ion /cu l ture  in vitro. 

Les quelques  t r avaux  sur  l 'u t i l isat ion en  ICSI 
des spermatozo ides  m a i n t e n u s  en cu l tu re  in 
vi t ro  p e n d a n t  I ~ 2 jou r s  r a p p o r t e n t  des r~sul- 
ta ts  sa t isfa isants  en  t e r m e  de t aux  de f~con- 
da t ion  et de grossesse.  

La cu l tu re  in vi t ro  de spermatozo ides  test icu- 
laires  peu t  cons t i t ue r  une  voie de r e c h e r c h e  
in t~ressan te  p o u r  am~l iorer  les r~sul ta ts  en  
ICSI, dans  les cas o/1 la quant i t~  de spermato-  
zoides re t rouv~e  et/ou l eu r  mobili t~ sont  tr~s 
faibles. De plus, elie nous  pa ra i t  ~tre un  bon  
module d '~tude des m~canismes  d 'acquis i t ion  
de la mobilit~ des spermatozoides .  

Mots clds : spermatozo~des testiculaires, culture in 
vitro, azoospermie, congdlation, ddcongdlation. 
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I. I N T R O D U C T I O N  

L'av6nement de l'injection intracytoplasmique 
de spermatozo~des (ICSI) a permis ~ des 
hommes r6put6s jusqu'alors st6riles de pro- 
cr6er [31]. Plus r6cemment, en uti l isant en 
ICSI des spermatozo)'des testiculaires, des 
enfants sont n6s au sein de couples dont 
l 'homme pr6sentai t  une azoospermie. Le 
pronostic de ces hommes en terme de fertilit6 a 
donc radicalement chang6. L'exploration des 
azoospermies permet classiquement de les 
classer en 2 grands groupes : les azoospermies 
obstructives et les azoospermies non obstruc- 
tives. Dans ces deux grandes classes d'a- 
zoospermie, m~me si les 6tiologies sont tr6s dif- 
f6rentes, des naissances ont 6t6 rapport6es [7, 
37, 38]. Cependant, dans 25 ~ 30 % des 
azoospermies, la biopsie testiculaire ne retrou- 
ve pas de spermatozoides, sans qu'aucun fac- 
teur clinique ni biologique ne puisse le pr6dire 
[23]. Ce chiffre s'616ve jusqu'~ 40 % dans les 
azoospermies non obstructives [32]. 

Aussi la cryoconservation de ces pr616vements 
s'est d6velopp6e. La r6alisation pr6alable de ]a 
biopsie testiculaire permet d'6viter une stimu- 
lation et une ponction ovarienne inutile si 
aucun spermatozoide n'6tait retrouv6. 

Les spermatozoides testiculaires frais donnent 
en g6n6ral des taux de f6condation plus faibles 
que les spermatozoides 6jacul6s frais : 47,6 % 
ver sus  58,7 % [11]. Les manipulations pr6al- 
ables pourraient aussi intervenir puisque avec 
des spermatozoides congel6s/d6congel6s, les 
r6sultats en ICSI seraient plus faibles qu'avec 
des spermatozoides testiculaires frais [6], ce 
qui n'est cependant pas v6rifi6 par d'autres 
auteurs [12, 14] qui retrouvent des r6sultats 
comparables dans les 2 situations. De m~me, 
concernant la nature de l'azoospermie, les 
r6sultats sont contradictoires [12, 33, 39]. 

Toutes ces donn6es sont en r6alit6 difficilement 
comparables entre elles. La nature de l'a- 
zoospermie n'est pas toujours pr6cis6e et la 
comparaison des r6sultats obtenus avec des 
spermatozo~des frais et des spermatozoides 
congel6s/d6congel6s n'est pas toujours ais6e. 
Bien que l 'utilisation de spermatozo~des immo- 
biles puisse permettre l'obtention de grossess- 
es [22, 27, 34, 36], les spermatozoides testicu- 

laires donnant alors de meilleurs r6sultats que 
les spermatozoides 6jacul6s et immobiles [16, 
22, 36], il est un point sur lequel les auteurs 
s'accordent : l 'utilisation de spermatozoides 
mobiles donne toujours les meilleurs r6sultats 
en ICSI [17, 22, 27, 24, 26, 35]. 

Classiquement la mobilit6 des spermatozoYdes 
apparait  au cours de la travers6e de l'6pi- 
didyme [22]. Dans les pr416vements testicu- 
laires, des spermatozoides mobiles peuvent 
cependant 6tre retrouv6s apr6s dilac6ration 
des tissus et incubation quelques heures 
37~ dans des milieux de cultures classiques. 
Ces observations ont 6t6 publi6es init ialement 
par Nagy et  al. [25] : quelques minutes apr6s la 
biopsie testiculaire, t o u s l e s  spermatozoides 
6taient immobiles puis apr6s une demi-heure 
2 heures d'incubation, plusieurs spermato- 
zoides se sont r6v616s mobiles (non progres- 
sifs). Craft et  al. [5] ont remarqu6 qu'en lais- 
sant les pr616vements testiculaires ~ 37~ pen- 
dant 24 ~ 72 heures, il existe une augmenta- 
tion significative du nombre de spermatozoides 
mobiles progressifs, et particuli6rement entre 
48 et 72 heures. D'ailleurs ces auteurs peinent 

croire qu'une telle proportion de spermato- 
zoides puissent "come to life". Ils n'apportent 
pas d'explication ~ ces r6sultats mais envis- 
agent la possibilit6 de facteurs bloquant la 
mobilit6 dans le testicule et qui auraient  une 
action diminu6e apr6s leur dilution dans les 
milieux d'incubation. Les spermatozoides tes- 
ticulaires, reconnus comme immobiles, pour- 
raient alors acqu6rir une mobilit6 apr6s une 
culture in vitro plus ou moins prolong6e. 
Toutes ces observations peuvent servir de base 
pour faire 6voluer les techniques d'ICSI. 

Nous rapportons ici les donn6es de la litt6ra- 
ture concernant l'effet de la "culture in vitro" 
sur la qualit6 des spermatozo~des testiculaires 
et les cons6quences 6ventuelles sur les r6sul- 
tats en ICSI. 

Notons que le terme de "culture in vitro" util- 
is6 par les auteurs anglo-saxons est un abus de 
langage. I1 correspond en r6alit6 ~ une tech- 
nique in vitro de maintien en survie des sper- 
matozo~des. 

Nous n'aborderons pas les cas d'immobilit6 
majeure des spermatozo~des 6jacul6s li6s ~ des 
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pathologies  f lagel laires  tel les que l 'absence de 

bras  de dyn~ine,  le synd rome  des flagelles 

cour ts ,  pou r  l e sque l l e s  b i en  ~ v i d e m m e n t  

aucune  acquis i t ion de mobil i t6 n 'es t  ~ a t t end re  
d a n s  ces a n o m a l i e s  s t r u c t u r a l e s .  I1 r e s t e  

c e p e n d a n t  possible que, dans  les cas que nous  

allons ~voquer, des azoospermies  soient  asso- 

c i tes  ~ de tel les pathologies ,  mais  elles sont  

p r o b a b l e m e n t  tr~s rares .  

De m~me  nous  n ' aborderons  pas  le cas des 
spermatozo~des ~pididymaires .  E n  effet, dans  

les ponct ions  ~pid idymaires  r6alis~es dans  les 

azoospermies  obstruct ives ,  la mobilit~ est  d~j~ 

appreciable  et la cu l ture  in vi tro n 'entra~ne 

aucune  amel io ra t ion  [8, 29]. 

H. TECHNIQUES ET ANALYSES 
GENERALEMENT UTILISEES 

1. Crit~res d 'appr~c iat ion  de la mobilitY. 

L'~valuat ion de la mobili t~ fait  le p lus  souvent  
r~f6rence ~ la classif icat ion de I 'OMS [43], en  
d i s t i n g u a n t  2 g rands  groupes  : les spermato-  
zo~des ayan t  une  mobili t~ progress ive  (classifi- 
cat ion "a" et  "b" de I'OMS) et ceux ayan t  une  
mobilit~ r~dui te  ("c"). Cet te  derni~re cat~gorie 
fait  l 'objet de diff6rentes  appel la t ions  selon les 
a u t e u r s  : m o u v e m e n t s  faibles, secousses,  t r em-  
b lements ,  pour  ins i s te r  su r  la recherche  tr~s 
m i n u t i e u s e  d 'un  m o u v e m e n t .  L 'un d 'en t re  eux 
est  encore plus  clair en  exp l iquan t  que chaque  
spermatozoide  est  observ~ p lus ieurs  secondes,  

Tableau 1 : Composit ion des diff~rents milieux et condit ions de culture des spermatozofdes  tes- 
ticulaires. 

Milieu de base supplement Temp. Atmosphere 
prot~ique 

Edirisinghe et al, 1996 [8] T6 tamponn~ ~ 10% s6rum humain 37~ air + 5% CO2 
l'HEPES 
HTF tamponn~ au 
bicarbonate 10% s~rum humain 37~ 

IVF 9 37~ 

B2 3% SSS 37~ 

EBSS + p~nicilline HSA 37~ 
+ pyruvate 

EBSS tamponn~ au 20% s~rum humain 32~ 
bicarbonate 37~ 

EBSS +/- FSH 
recombinante 0,5% HSA 30~ 

IVF ? ambiante 

HTF 10% SSS 37~ 

HTF 6% Plasmanate 37~ 

HTF tamponn~ 
I'HEPES 3% SSS 37~ 

Zhu et al, 1996; 1997 [44, 45] 

Liu et al, 1997 [19] 

Urman et al, 1998 [40] 

Van den Bergh et al, 1998 [41] 
Emiliani et al, 1999; 2000 [9, 10] 

Balaban et al, 1999 [3] 

Jaroudi et al, 1999 [15] 

Hu et al, 1999 [13] 

Angelopoulos et al, 1999 [2] 

Liu et al, 1999; 2000 [20, 21] 

air + 5% CO2 

air + 5% CO2 

air + 5% CO2 

9 

90% N2 + 5% 
CO2 + 5% 02 

? 

ambiante 

air + 5% CO2 

air + 5% CO2 

air + 5% CO2 

Temp. : temperature d'incubation ; EBSS : Earle's Balanced Salt Solution (Sigma, Aldrich) ; 
FSH recombinante (Puregon, Organon) ; HTF : Human ~ba l  Fluid (Irvine Scientific) ; 
HSA : Human Serum Albumin (Irvine Scientific) ; IVF medium (Medi-Cult, Denmark) ; 
Plasmanate (National Hospital Specialties, Hackensack, NJ, USA) 
SSS : Substitute Synthetic Serum (Irvine Scientific) ; T6 : ; milieu de type EBSS 
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pour permettre, 6ventuellement, de mettre en 
6vidence de faibles mouvements qui n 'auraient  
pas 6t6 observ6s dans un premier temps [2]. 

2. Conditions exp6rimentales (Tableau 1). 

Les fragments testiculaires dilac6r6s sont en 
g6n6ral d6pos6s, apr6s centrifugation et 61imi- 
nation des plus gros d6bris cellulaires, dans un 
milieu de culture en goutte sous huile 
min6rale, puis incub6s ~ 37~ sous atmosph6re 
contr616e ~ 5 % de CO2 et 95 % d'air. Des tem- 
p6ratures d'incubation inf6rieures ont 6t6 util- 
is6es : temp6rature ambiante, 30~ 32~ 
mais avec des avantages qui restent limit6s. A 
32~ la mobilit6 se maintient  plus longtemps 
qu'~ 37~ mais la proportion maximale de 
spermatozoides mobiles obtenue entre le 36 et 
le 46 jour de culture, est comparable pour les 
deux temp6ratures [41]. Le plus souvent, la 
culture in vitro n'exc6de pas 4 jours et aucun 
changement de milieu n'est effectu6 pendant 
cette p6riode. 

Les incubations sont g6n6ralement r6alis6es 
dans des milieux chimiquement d6finis (Type 
Earle tamponn6 au bicarbonate ou ~ l'Hepes). 
Ces milieux peuvent 6tre enrichis : ajout d'ex- 
traits biologiques, d'hormones... Un apport 
prot6ique est r6alis6 soit par du s6rum ou de 
l'albumine (HSA) ~ des concentrations vari- 
ables de 0,5 % ~ 20 %, soit par le Plasmanate 
ou un suppl6ment appel6 , ,  Subst i tute  
Synthetic Serum ~> qui contient en r6alit6 84 % 
d'albumine humaine. 

Aucun de ces milieux n'a fait la preuve de sa 
sup6riorit6 par rapport aux autres. Seule la 
FSH recombinante ~ la dose de 25 mUI/ml per- 
met une augmentation significative du nombre 
de spermatozoYdes mobiles apr~s 24 heures de 
culture [3]. Le m6canisme d'action de la FSH 
est probablement indirect, puisque les sperma- 
tozoides ne poss6dent pas de r6cepteurs ~ cette 
hormone. La FSH pourrait agir via les cellules 
de Sertoli, pr6sentes dans les milieux de cul- 
ture qui exerceraient leur action par contact 
direct ou par l 'interm6diaire de leurs produits 
de s6cr6tion selon que la pr6paration des tissus 
testiculaires provoque ou non une dispersion 
des cel]ules de Sertoli et des spermatozoYdes. 

Des suppl6mentations avec la pentoxifylline et 
la 2-d6oxyad6nosine ont aussi 6t6 r6alis6es [2]. 

Ces mol6cules permettent d'obtenir en 30 min- 
utes d'incubation une mobilit6 comparable 
celle obtenue apr6s 48 h de culture in vitro 
dans des milieux d6pourvus de ces substances. 
Toutefois les risques toxiques potentiels de ces 
mol6cules pour l'ovocyte ou l'embryon ne peu- 
vent pas 6tre exclus, m~me si apr6s la culture, 
un lavage est toujours r6alis6. 

En fait, les m6canismes mol6culaires mis en 
jeu dans l'acquisition de la mobilit6 des sper- 
matozoides restent mal connus. I1 semblerait 
cependant que les deux principaux seconds 
messagers les plus probablement impliqu6s 
dans ce processus soient I'AMPc et le pH [1]. 

III. RESULTATS 

1. Culture in vitro de spermatozoides tes- 
t icula ires  frais obtenus  dans des 
azoospermies non 6tiquet6es et dans des 
azoospermies obstructives (Tableau 2). 

La distinction entre les azoospermies obstruc- 
tives et les azoospermies non obstructives n'est 
pas toujours 6tablie. Aussi, dans notre 6tude 
nous avons regroup6 les r6sultats se rappor- 
tant  aux azoospermies non 6tiquet6es et aux 
azoospermies obstructives, et analys6 de fa~on 
s6par6 les r6sultats relatifs aux azoospermies 
non obstructives. 

Bien que l'expression des r6sultats diff'ere 
selon les 6quipes, l'ensemble des donn6es mon- 
tre qu'il existe g6n6ralement une am61ioration 
de la mobilit6 au cours du temps. Au moment 
du pr616vement testiculaire (J0), la mobilit6 
progressive est soit tr6s faible soit absente et 
elle augmente progressivement pour atteindre 
un maximum ~ J3 ou J5 [8, 19, 45]. La mobil- 
it6 totale, souvent appr6ciable au moment de 
la ponction testiculaire, suit approximative- 
ment la m~me 6volution au cours de la culture 
[2, 9, 10, 13, 19, 28, 29]. Son maintien d6pend 
des conditions exp6rimentales, en particulier 
de la temp6rature, puisqu'~ 32~ 20 % de 
spermatozoides mobiles sont encore pr6sents 
apr6s 10 jours de culture [41], alors qu'~ 37~ 
la plupart des spermatozoides sont d6j~ morts 
apr6s 7-8 jours de culture [19]. 

Au cours de la culture, il existerait aussi une 
modification de la morphologie de certains 
spermatozoides avec notamment une perte de 
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Tableau 2 : Culture in vitro de spermatozofdes tes t iculaires  obtenus ~ p a r t i r  d'$chanti l lons 
pr~lev~s clans des azoospermies obstructives ou non ~tiquet~es. 

Zhu et al, 1996" (n=3) [44] 

Zhu et al, 1997 (n=20) [45] 18/20 

Urman et al, 1998 (n=10) [40] 10/10 

Hu et al, 1999' (n=20) [13]  14/20 

Edirisinghe et al, 1996 (n=l) 
[8] 

Liu et al, 1997 (n=17) [19] 2 + 62 19 + 50 

Nijs et al, 1997" (n=35) [28] 51 91 

Nijs et al, 1998" (n=5) [29] 51 71 42 

Van den Bergh et al, 1998" 
(n=7) [41] 

Angelopoulos et al, 1999 
(n=7) (a) [2] 5 9 11 

Angelopoulos et al, 1999 
(n=3) [2] 0 3 4 

Emiliani et al, 1999 
(n=6) [9] 21 

Emiliani et al, 2000 
(n=6) [101 17 28 48 

Proportion de patients avec des spermatozoides mobiles 

J0 J1 J2 J3 J4 J5 J6 J9 J10 

3/3 

19/20 19/20 

10/10 

18/20 

Pourcentage moyen de spermatozo~des mobiles 

0 10 15 25 35 38 28 2 

3 3 + 3 7  5 3 + 1 9  4 8 + 3 1  3 1 + 2 3  

22 

53 20 

10 4 

2 1 

54 

47 32 31 33 30 18 

J0 ~ Jn :nombre de jours de culture 
Les caract6res en gras indiquent la mobilit6 progressive 
* : azoospermies non 6tiquet6es 
(a) : seuls sont pris en compte les 6chantillons pr6sentant des spermatozoides mobiles lors de la ponction 

restes cytoplasmiques [44], conduisant  ~ un  
acc ro i s semen t  des spe rmatozo ides  mor-  
phologiquement  normaux  (3 % v e r s u s  2 1 % )  
[19]. 

2. C u l t u r e  i n  v i t r o  d e  s p e r m a t o z o i d e s  tes -  
t i c u l a i r e s  f r a i s  o b t e n u s  d a n s  d e s  
a z o o s p e r m i e s  n o n  o b s t r u e t i v e s  (Tableau 3, 
Figure1).  

Les 4chantil lons peuvent  ~tre divis6s en deux 
groupes selon la pr6sence ou non de spermato- 
zoides mobiles le jour  de la ponction. 

Lorsqu 'une  faible mobilit6 existe, toujours non 
progress ive ,  celle-ci se m a i n t i e n t  ou est  
am61ior6e au cours de la culture.  Le pourcent-  

age moyen de spermatozoides mobiles aug- 
men te  et dans  cer ta ins  cas on observe le 
d6veloppement  d 'une mobilit6 progressive. Le 
m a x i m u m  se si tue apr~s 2-4 jours  de cul ture  
[2, 45]. La pr6sence de FSH recombinante  dans 
le mil ieu de cul ture  aura i t  un  effet b6n6fique 
sur  le d4veloppement  de la mobilit6 [3]. 

Si aucun  spermatozoide mobile n 'est  observ4 le 
jour  de la ponction test iculaire,  pour cer ta ines  
6quipes, la cul ture  n 'apporte  aucune  am61iora- 
t ion [2, 19]. I1 existe m~me un  effet d616t6re de 
l ' incubation puisque des spermatozoa'des ini- 
t i a lement  immobiles mais  vivants,  ne mon- 
t r en t  plus aucun  signe de vitalit6 apr6s 24 ~ 96 
heures  de cul ture  comme en a t tes ten t  les col- 
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Proportion de patients avec des spermatozo'ides mobiles 

JO J1 J2 J3 J4 

Zhu et al, 1997 (n=7) [45] 0/7 5/7 5/7 

Urman  et al, 1998 (n=66) [40] 66/66 65/66 

Pourcentage moyen de spermatozo~des mobiles 

0 0 0 0 Liu et al, 1997 (n=9) [19] 

Angelopoulos et al, 1999 
(n=3) (a) [2] 

Angelopoulos et al, 1999 
(n=l) [2] 

Angelopoulos et al, 1999 
(n=l) [2] 

Balaban et al, 1999 (n=70) [3] 

Balaban et al, 1999 (n=73) 
+ FSH [3] 

2 8 8 0 0 

0 22 20 0 0 

0 0 0 0 0 

0 + 3 3  

8 + 7 1  

25 

20 

t5 

o 10 

N 5 

0 

0 0 

J5 

JO a Jn  :nombre  de jours de culture 
Les caract~res en gras indiquent la mobilit~ progressive 
(a) : seuls sont pris en compte les ~chantillons pr~sentant des spermatozo~des mobiles lors de la ponction 

T a b l e a u  3 : C u l t u r e  in  v i t r o  d e  s p e r m a t o z o f d e s  t e s t i c u l a i r e s  o b t e n u s  d p a r t i r  d ' d c h a n t i l l o n s  
p r $ l e v d s  d a n s  d e s  a z o o s p e r m i e s  n o n  o b s t r u c t i v e s .  

1 2 3 4 5 6 

dur~e de la cuHure (jours) 

Figure  1 : Evo lu t ion  de la mobil i t~ progress ive  (%) des spermatozo~des tes t icu la ires  au  cours  de la cu l ture  
in vitro: E tude  dans  11 cas  d 'azoospermie  non obs truct ive  [19]. On note une  a u g m e n t a t i o n  apprec iab le  de 
la mobil i t~ progress ive  dans  6 cas sur  11. On ne d i s t ingue  que 8 courbes,  les 3 au tres  sont  con fondues  avec 
r a x e  des abscisses.  

14 



orants vitaux [18, 19]. Par contre d'autres 
auteurs observent des spermatozoides mobiles 
apr6s 1 ~ 3 jours de culture [2, 44]. 

En am61iorant leur mobilit6, la culture in vitro 
des spermatozoides testiculaires permet de 
r6aliser I'ICSI dans de meilleures conditions. 
En effet, le temps de recherche de spermato- 
zoides mobiles dans ces pr616vements est 
diminu6 (5 minutes v e r s u s  15 minutes par ovo- 
cyte) [13] et la proportion d'ovocytes inject6s 
avec des spermatozo~des mobiles est augmen- 
t6e [3]. Dans les azoospermies non obstruc- 
tives, la pr6sence ou non de spermatozoides le 
jour de la ponction testiculaire est difficilement 
pr6visible et l'effet de la culture in vitro en 
terme de mobilit6 s'av6re al6atoire. Dans ces 
conditions, il est conseill6 de r6aliser la ponc- 
tion testiculaire le jour de la ponction ovocy- 
taire ou 6ventuellement, d'effectuer une con- 
g61ation des spermatozoides. 

3. C u l t u r e  in  v i t ro  des  6 c h a n t i l l o n s  tes t ie -  
u l a i r e s  c o u p l 6 e  it u n e  c r y o c o n s e r v a t i o n  
(Tableaux 4 et 5). 

Dans les azoospermies non obstructives, il est 
difficile de r6cup6rer suffisamment de sperma- 
tozoides pour 6valuer correctement les effets 
de la cryoconservation. Aussi, les 6tudes sont 
le plus souvent r6alis6es ~ partir  d'6chantillons 
provenant de sujets ayant une azoospermie 
obstructive. 

Diff6rents protocoles ont 6t6 envisag6s pour 
d6terminer les conditions les plus adapt6es 
pour cryoconserver les spermatozoides testicu- 
laires. La cong61ation donne de meilleurs 
r6sultats en terme de mobilit6 et de vitalit6 des 
spermatozoides, lorsque les tissus sont con- 
serv6s apr6s dilac6ration, c'est ~ dire sous 
forme d'une suspension h6t6rog6ne de cellules 
testiculaires, plut6t qu'en pi6ce de biopsie 
intacte [4]. 

Deux protocoles ont 6t6 test6s : 
cong61ation/d6cong61ation puis culture ou cul- 
ture puis cong61ation/d6cong61ation. 

Apr6s d6cong61ation, les r6sultats apparais- 
sent contradictoires, la culture s'av6re d616t6re 
[10] ou au contraire b6n6fique puisque la 
mobilit6 progressive est augment6e [8, 19] 
(Tableau 4), mais la mobilit6 totale reste 

cependant plus faible que celle observ6e apr6s 
culture des spermatozoides non congel6s 
(Tableau 2). 

Les spermatozoides testiculaires maintenus en 
culture pendant  3 jours pr6sentent  une 
meilleure r6sistance ~ la cong61ation/d6con- 
g61ation que les spermatozoides non cultiv6s : 
13 % v e r s u s  2 % de mobilit6 [9] ou 17 % v e r s u s  

4 % [10] (Tableau 5). Cette am61ioration est 
plus importante si la culture a 6t6 r6alis6e 
32~ plut6t qu'~ 37~ Par contre, une nouvelle 
culture de 24 heures apr6s la d6cong61ation 
n'entraine aucune am61ioration suppl6men- 
taire [41]. 

Liu e t  a l .  [20, 21], ont d6velopp6 une m6thode 
de cryoconservation des spermatozoides 
mobiles, dans des zones pellucides vides de 
souris. Cette m6thode est particuli6rement 
adapt6e pour de faibles quantit6s de spermato- 
zoides. Dans ces conditions, la r6sistance ~ la 
cong61ation des spermatozoides pr6alablement 
cultiv6s pendant 3 jours est identique /t celle 
des spermatozoides congel6s le jour de la ponc- 
tion testiculaire, en terme de mobilit6 (56 % 
v e r s u s .  58 % respectivement) et de vitalit6 
(77 % v e r s u s .  74 % respectivement) [21]. Cette 
m6thode reste exp6rimentale en raison de l'u- 
tilisation de mat6riel animal dont la s6curit6 
sanitaire ne peut pas 6tre garantie, mais elle 
pourrait ~tre adapt6e ~ des zones pellucides 
humaines, puisque des cong61ations de sper- 
matozoides, r6alis6s selon cette technique, ont 
permis d'obtenir des naissances [42]. 

4. T a u x  de  f 6 e o n d a t i o n  et  t a u x  de  
g r o s s e s s e  apr6s  ICSI r 6 a l i s 6 e s  a v e c  des  
s p e r m a t o z o i d e s  e u l t i v 6 s  in  v i t ro  (Tableau 
6). 

La culture des spermatozoides est r6cente et 
peu d'6quipes ont r6alis6 des ICSI avec de tels 
spermatozoYdes. La dur6e de culture est courte 
(1 ~ 2 jours) et correspond en g6n6ral au d61ai 
entre l'injection d'hCG et la ponction ovocy- 
taire. La r6alisation de la ponction testiculaire 
pr6alablement ~ la ponction ovocytaire offre 
cependant des avantages : une augmentation 
6ventuelle de mobilit6 des spermatozoides per- 
met tan t  ainsi de r6aliser I'ICSI dans de 
meilleures conditions et surtout la suppression 
6ventuelle d'une ponction ovocytaire inutile en 
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Tableau  4 : Mobil i t$  des  spe rma tozo fdes  t e s t i cu la i res  congel$s/d~congel$s et  mis  en cu l ture  in 
vitro.  

Edirisinghe et al, 1996 (n=l) [8] 

Liu et al, 1997 (n=15) [19] 

Emiliani et al, 2000 (n=4) [10] 

Pourcentage moyen de spermatozoides mobiles 

J0 J1 J2 J3 

0 4 9 8 

2 + 3 1  2 1 + 9  

7 1 

J4 J5 J7 J10 

5 3 0 0 

J0 ~ Jn : nombre de jours de culture 
Les mobilit6s not6es sont celles observ6es apr6s d6cong61ation (J0) puis apr6s x jours de culture in vitro (Jx) dans des 
azoospermies obstructives 
Les caract6res en gras indiquent la mobilit6 progressive 

Tableau 5 : Mobil i t$  des  spe rma tozo fdes  t e s t i cu la i res  mis  en cu l ture  in v i tro  p u i s  congel~s/ 
d$congel$s.  

Pourcentage moyen de spermatozoides mobiles 

J0 J1 J2 J3 

Van den Bergh et al, 1998"* 
(n=7) [41] 1 

Emiliani et al, 1999" (n=6) [9] 2 

Liu et al, 2000*** (n=9) [21] 58 

Emiliani et al, 2000* (n=8) [10] 4 

10 

13 

56 

17 

J0 ~ Jn : nombre de jours de culture 
Les mobilit6s sont celles observ6es le jour de la d6cong61ation 
* : azoospermies obstructives 
** : 5 azoospermies obstructives et 2 azoospermies non obstructives 
*** : 6 azoospermies obstructives et 3 azoospermies non obstructives. 

Cong61ation de spermatozoides mobiles dans des zones pellucides vides de souris. 

Tableau 6 : Taux de f~condat ion  et  t aux  de grossesse  apr~s ICSI  r~alis$e en u t i l i s a n t  des  sper-  
ma tozo fdes  t e s t i cu la i res  cul t ivds  in vitro.  

Nijs et al, 1997" (n=35) [28] 1 

Urman et al, 1998"* (n=87) [40] 1,5 

Balaban et al, 1999 sans FSH (n=70) [3] 1 

Balaban et al, 1999 + FSH (n=73) [3] 1 

Hu et al, 1999 (n=ll)  [13] 1 

Hu et al, 1999 (n=9) [13] 1 

Jaroudi et al, 1999 (n=39) [15] 2 

Dur6e  de  TAUX DE 
cu l ture  f6condation 
(jours) Azoo. Azoo. Azoo. 

obst.  n o n  obst.  obst  

74* 31" 

53** 41"* 

42,1 

68,8 

60 55 

55 

59,6 

TAUX DE GROSSESSF_J 
TRANSFERT 

~AZO0. n o n  

obst .  

30 

47,8 

33 

32,4 

Azoo. obst. : azoospermies obstructives Azoo. non obst. : azoospermies non obstructives 
* : Azoospermies non 6tiquet6es 
** : Des spermatozoides 6pididymaires ont 6t6 utilis6s dans 11 cas 
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cas d'absence de spermatozoYdes. Ainsi, l'injec- 
tion d'hCG a pu 6tre 6vit6e dans 5 % [15] ou 
35 % des cas [40]. 

La plupart des 6tudes portent sur des pr616ve- 
ments testiculaires mis en culture imm6diate- 
ment apr6s leur obtention. La culture in vitro 
des spermatozoides testiculaires am61iore les 
taux de f6condation et les taux de grossesse qui 
sont alors comparables ~t ceux retrouv6s avec 
des spermatozoides 6jacul6s [13, 40] et plus 
61ev6s que ceux obtenus avec des spermato- 
zoides testiculaires non cultiv6s : 60 % [15] v e r -  

s u s .  47 % [11]. Cependant, seuls Urman e t  a l .  

[40] comparent, dans la m6me 6tude, les taux 
de grossesse en ICSI obtenus avec des sperma- 
tozoides 6jacul6s non cultiv6s et des spermato- 
zoides testiculaires et/ou 6pididymaires cul- 
tiv6s. Dans ces deux conditions ils n'observent 
pas de diff6rence significative (44,9 % v e r s u s .  

41,2 %) 

D'autre part, ~ notre connaissance, une seule 
6quipe a utilis6 une cong61ation de spermato- 
zoides coupl6e ~ une courte incubation (6 
heures) e t a  compar6 l'efficacit6 des spermato- 
zoides incub6s puis congel6s, ~ celle des sper- 
matozoides congel6s puis incub6s. Dans les 
deux situations les r6sultats sont tr6s satis- 
faisants mais le taux de f6condation semblerait 
plus 61ev6 lorsque l'incubation est secondaire 
la cong61ation/d6cong61ation : 63,5 % v e r s u s .  

71,6 % [30]. 

IV. CONCLUSION 

Le but de la culture in vitro des spermato- 
zoides testiculaires est d'essayer de pallier au 
manque de mobilit6 de ces spermatozo~des en 
les met tant  dans des conditions leur permet- 
tant  de l'acqu6rir. Les r6sultats de I'ICSI avec 
des spermatozoides test iculaires devraient  
ainsi s'en trouver am61ior6s. 

La revue de la litt6rature montre que l'efficac- 
it6 de la culture in vitro des spermatozo~des 
testiculaires d6pend de la nature de l'azoosper- 
mie. 

Dans les azoospermies obstructives, la culture 
des spermatozoides testiculaires frais permet 
d'augmenter le pourcentage moyen de sperma- 
tozoides mobiles. Mais le plus souvent, d6s le 
jour du pr616vement, la mobilit6 est d6j~ cor- 

recte, la culture perd alors de son int6r6t, sauf 
si une maturation devait exister. 

Dans les azoospermies non obstructives, 
lorsque des spermatozoides sont retrouv6s 
dans la ponction testiculaire, ce qui n'est pas 
toujours le cas (jusqu'~ 40 % de ponctions n6ga- 
tives. [32]), leur mobilit6 est toujours faible �9 la 
culture in vitro parait  donc justifi6e. De plus, 
le pr61~vement testiculaire r6alis6 pr6alable- 
ment ~ la ponction ovocytaire permet d'6viter 
l'injection d'hCG lorsqu'aucun spermatozoide 
n'est retrouv6. Les r6sultats restent cependant 
al6atoires puisqu'il  n 'est  pas possible de 
pr6voir si la culture s'accompagnera d'un gain 
de mobilit6 ou au contraire d'une perte de 
vitalit6, les deux si tuat ions ayant  6t6 
observ6es. 

La nature des milieux de culture semble 6tre 
un facteur important. G6n6ralement, il s'agit 
de milieux chimiquement d6finis, classique- 
ment utilis6s dans les cultures cellulaires. 
Toutefois, certaines am61iorations peuvent 6tre 
envisag6es et parmi les facteurs susceptibles 
d'avoir un effet b6n6fique sur la mobilit6, nous 
retiendrons la FSH recombinante. 

Les meilleurs r6sultats en terme d'acquisition 
de mobilit6 sont observ6s apr6s trois ~ quatre 
jours de culture, mais avec de tels d61ais, il est 
difficile de synchroniser la ponction testicu- 
laire et la ponction ovocytaire. La cryoconser- 
vation pallie en partie ~ cet inconv6nient, 6vite 
une ponction ovocytaire inutile, et peut 6tre 
associ6e ~ une culture in vitro. Cette derni6re 
semble plus efficace si elle est r6alis6e avant 
plut6t qu'apr6s l'6tape de cong61ation/d6con- 
g61ation. 

Finalement ,  bien que les r6sultats  soient 
encore fragmentaires ,  il semble que la 
meilleure solution serait de r6aliser la culture 
imm6diatement apr6s la biopsie testiculaire, 
de congeler les spermatozoides, puis de les 
d6congeler le jour de la tentative d'ICSI. 

La culture in vitro des spermatozoides testicu- 
laires peut constituer une voie de recherche 
d6velopper pour am61iorer les r6sultats de 
I'ICSI et constitue un bon mod61e d'6tude des 
m6canismes, encore tr6s peu connus, d'acquisi- 
tion de la mobilit6 des spermatozoides. 
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ABSTRACT 

Test icular  spe rmatozoa  for  ICSI: benef i t s  of  
in vi t ro  cul ture .  A review. 

B. SCHUBERT, G. GRIZARD, D. BOUCHER 

The n u m b e r  of ICSI cycles p e r f o r m e d  wi th  
t es t i cu la r  spe rmatozoa  has  i nc rea sed  dramat -  
ically over  r e c e n t  years .  However,  one  of the  
t echn ica l  l imi ta t ions  of this  a p p r o a c h  con- 
ce rns  the  ex t r eme ly  r e d u c e d  mot i l i ty  of tes- 
t i c u l a r  s p e r m a t o z o a .  However ,  i n c r e a s e d  
spe rm moti l i ty  was observed  a f te r  i ncuba t ing  
t e s t i c u l a r  s amples  for  s eve ra l  hours .  
Therefore ,  in o r d e r  to improve  ICSI success  
rates ,  several  au tho r s  have  tes ted  the  effect  of  
previous  in vi t ro cul ture .  We p re sen t  a r ev iew 
of the  l i t e r a tu r e  on this  subject.  

In vi t ro  cu l tu re  does not  a p p e a r  to be ve ry  
useful  in cases of obs t ruc t ive  azoospermia ,  as, 
apa r t  f rom possible spe rm "matura t ion"  dur-  
ing this  cu l tu re  phase,  a h igh  p ropor t ion  of 
mot i l e  s p e r m a t o z o a  is u s u a l l y  a l r e a d y  
observed  pr io r  to in vi t ro  cul ture .  

The benef i ts  of  in vi t ro  cu l tu re  a p p e a r  to be 
g r e a t e r  in t he  case  of  n o n - o b s t r u c t i v e  
azoospermia ,  as w h e n  spe rmatozoa  a re  pre- 
sent  on the  biopsy, t hey  a re  usual ly  immobile.  
However,  d i sco rdan t  resul t s  have  been  pub- 
lished: a f t e r  in vi t ro  cu l ture ,  spe rma tozoa  
have  been  r e p o r t e d  to be e i t he r  moti le  or  
most ly  dead.  

Regardless  of the  type  of azoospermia ,  the  
best  resul t s  a re  ob ta ined  af te r  3-4 days  of in 
vi t ro cul ture .  Addi t ion  of r e c o m b i n a n t  FSH to 
the  cu l tu re  m e d i u m  also appears  to be effec- 
tive. 

C ryoprese rva t ion  of t e s t i cu la r  biopsies m a y  
also be associa ted  wi th  in vi t ro cu l tu re  and  
the  in vi t ro  cu l tu re / f reez ing  sequence  appea r s  
to give be t t e r  resul t s  t h a n  the  f reezing/ in  
vi t ro  cu l tu re  sequence.  

Very few s tudies  have  r e p o r t e d  the  resul t s  of  
ICSI us ing  f rozen in vi t ro c u l t u r e d  spermato-  
zoa, as most  publ i shed  s tudies  c o n c e r n  f resh  
spermatozoa ,  used  a f te r  1-2 days  of in v i t ro  
c u l t u r e  w i th  sa t i s f ac to ry  fe r t i l i za t ion  a n d  
p r e g n a n c y  rates.  

In  vi t ro  cu l tu re  of t e s t i cu la r  spe rmatozoa  m a y  
the re fo re  cons t i tu te  an  in t e re s t ing  r e s e a r c h  
app roach  to improve  the  resul ts  of  ICSI w h e n  
the  n u m b e r  of spe rmatozoa  and/or  mot i l i ty  
a re  ve ry  low. In  addi t ion,  in vi t ro cu l tu re  of 
t e s t i cu la r  spe rmatozoa  appea r s  to be a good 
tool to s tudy  the  mechan i sms  of acquis i t ion  of 
motility, which  a re  still poor ly  unders tood .  

Key words: testicular spermatozoa, in vitro culture, 
azoospermia, freezing~thawing 
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