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Introduction

En 1992, Palermo et al. (1) ont publié la premiére naissance obtenue en ICSI (Intra-
Cytoplasmic Sperm Injection), technique qui consiste & micro-injecter un
spermatozoide vivant directement dans le cytoplasme de I'ovocyte. Depuis, I'ICSI est
le traitement de choix des patients présentant des altérations spermatiques séveres.
L’année suivante, le prélévement chirurgical de spermatozoides a révolutionné la
prise en charge des patients souffrant d’azoospermie (absence totale de
spermatozoide observé dans I'éjaculat) (2). Avant 'avenement de ces techniques, la
seule possibilité pour un homme présentant une azoospermie ou une oligospermie
extréme, d’avoir un enfant, était le recours au don de spermatozoides.

En cas d’absence de spermatozoide a I'examen direct du sperme, deux situations
sont envisageables :

- Soit le patient est réellement azoospermique (absence de spermatozoide
apres centrifugation du sperme) et il faut envisager, si le diagnostic se
confirme, un prélevement chirurgical de spermatozoides (2) ;

- Soit des spermatozoides sont observés aprés centrifugation du sperme et on
parle alors de cryptoazoospermie. Dans cette situation, des tentatives
d’autoconservations puis des tentatives d'ICSI sur sperme éjaculé pourront
alors étre réalisées (3,4).

D’autres patients présenteront d’'emblée a I'examen direct du sperme quelques rares
spermatozoides (oligozoospermie extréme). La prise en charge thérapeutique sera
alors similaire et tout aussi délicate que celle des patients présentant une
cryptoazoospermie (3,4).

Toutes ces situations constituent un véritable challenge pour les médecins et

biologistes de la reproduction. En effet, la prise en charge des patients pour lesquels



une quantité extrémement faible de spermatozoides est observée dans I'éjaculat,

reste difficile et fastidieuse.

Ainsi, certaines équipes ont proposé le recours a la biopsie testiculaire chez ces

patients dont la numération spermatique est extrémement faible (5-8).

Le but de cette étude est d’évaluer si l'origine spermatique, €jaculat ou testiculaire,
influence [lissue clinico-biologique d’une tentative d'ICSI dans les situations
d’altérations spermatiques extrémes. Pour cela, nous avons comparé un groupe de
patients présentant une oligozoospermie extréme et/ou une cryptozoospermie ayant
bénéficié de tentatives d’ICSI avec sperme éjaculé a un groupe de patients
présentant une azoospermie non obstructive, pour lesquels les tentatives ont été
réalisées avec spermatozoides testiculaires extraits chirurgicalement. Nous nous
sommes également intéressés au profil andrologique des patients dans ces deux

groupes.



Matériel et Méthode

Patients

Dans cette étude rétrospective, ont été inclus tous les patients présentant une
oligozoospermie extréme/cryptozoospermie non obstructive (ou sécrétoire) et ayant
bénéficié d’'une ou de plusieurs tentatives d’ICSI entre janvier 2007 et juin 2013 au

CHRU de Lille.

Le diagnostic d’oligozoospermie extréme/cryptozoospermie a été évoqué devant au
moins trois spermogrammes montrant moins de 10 000 spermatozoides dans
I'éjaculat aprés examen du culot de centrifugation (numération spermatique normale
> a 39 millions / éjaculat, normes OMS 2010). Tous les spermogrammes ont été
réalisés au laboratoire de spermiologie du CHRU de Lille dans des conditions

optimales d’analyse.

Les caractéristiques phénotypiques de cette population ainsi que les résultats des
tentatives d’'ICSI ont été comparés a un groupe de patients présentant une
azoospermie d’origine sécrétoire. L'azoospermie a été confirmée sur au moins 3
spermogrammes, réalisés a au moins 3 mois d’intervalle. Ces patients ont tous
bénéficié d’'une extraction chirurgicale de spermatozoides testiculaires (TESE,
Testicular Sperm Extraction). Les spermatozoides étaient cryopréservés au décours

de la TESE et utilisés ultérieurement pour réaliser 'lCSI (TESE-ICSI désynchrone).

Bilan Andrologique

Les patients ont été suivis dans le service d’Andrologie du CHRU de Lille. Pour

chaque patient, ont été répertoriés I'age au moment de la tentative (en cas



d’oligozoospermie extréme) ou 'dge au moment de la TESE (en cas d’azoospermie

non obstructive) et I'existence d’antécédents ou de facteurs pouvant altérer la

spermatogenése (tabagisme, obésité, antécédent de cryptorchidie, traumatisme

testiculaire, traitement gonadotoxique, torsion testiculaire, chirurgie de hernie

inguinale et infections génitales) (9,10) .

Puis, chaque patient a bénéficié (9,10):

D’un examen clinique permettant de préciser les volumes testiculaires,
d’éliminer la présence de nodule ou de varicoceéle, de caractériser les voies
excrétrices spermatiques (canaux déférents et épididymes), de vérifier leurs
présences ainsi que I'absence de dilatation et d’évaluer le degré
d’androgénisation.

D’une échographie scrotale, réalisée a I'aide d’'une sonde de haute fréquence
(minimum 10 MHz) pour une mesure précise du volume testiculaire.
L’hypotrophie testiculaire étant définie par un volume inférieur a 16 ml (11,12).
En cas de suspicion d’atteinte des voies excrétrices profondes (absence de
canaux déférents, dilatation épididymaire), une échographie par voie
endorectale était pratiquée pour étudier plus précisément le carrefour
prostato-vésiculo-déférentiel.

D’un bilan hormonal avec dosage de la FSH plasmatigue par
chimiluminescence [2 a 10 UI/L] et de l'inhibine B par la technique ELISA [86
a 268 pg/mL] afin d’évaluer la fonction sertolienne et de la testostérone totale
par technique de Radio-Immuno-Assay [2,3 a 6,7 ng/mL] afin d’explorer la

fonction leydigienne.



- D’une analyse génétique avec la réalisation d’'un caryotype constitutionnel en
résolution standard et la recherche de microdélétions des régions AZFa, AZFb
et AZFc situées sur le bras long du chromosome Y (par PCR multiplex).

- D’une spermoculture afin d’éliminer une infection spermatique.

- Des sérologies virales réglementaires (VIH, VHC, VHB, syphilis) obligatoires
avant toute prise en charge en assistance médicale a la procréation en

France.

L’origine sécrétoire ou obstructive des altérations spermatiques est définie par
I'algorithme suivant (13):

Azoospermie ou oligospermie extréme
confirmée sur plusieurs spermogrammes

l

Canaux déférents ?

/\

Absents Présents

l l

Azoospermie ou Volume testiculaire

oligospermie obstructive par (Vtest)
absence uni ou bilatérale des
canaux déférents

l

Echographie urogénitale Vtest > 16mL Viest < 16mL Vtest < 16mL
Etude du géne CFTR Et FSH normale €t/ou FSH>10UIL £t Fsy passe
Mutation du : Azoospermie ou Azoospermie ou Azoospermie ou
gene CFTR Malfor,m_at|ons oligosperpr)nie extréme oOligospermie extréme oligospermie
urogenitales obstructive « pure » non obstructive extréme non
« périphérique » obstructive

« centrale »



Au terme de ce bilan, ont été exclus de cette étude les patients présentant une
oligozoospermie ou une azoospermie d’origine obstructive (les agénésies des
canaux deéférents ou des vésicules séminales, les obstructions des voies séminales,
les anomalies de la biochimie séminale ou les antécédents de vasectomie...) ou

mixte (a la fois sécrétoire et obstructive).

Nous avons donc inclus 75 patients (n= 161 cycles) dans le groupe

« oligozoospermie extréme/cryptozoospermie » et 74 patients (n= 150 cycles) dans

le groupe « azoospermie non obstructive ».

Autoconservation pour les oligozoospermies

Pour les patients présentant une oligozoospermie extréme/cryptozoospermie, la
numeération spermatique peut fluctuer au cours du temps. Pour pallier a une absence
de spermatozoide injectable dans I'éjaculat le jour de la ponction ovocytaire, des
autoconservations de sperme sont réalisées et renouvelées plusieurs fois si besoin
afin de disposer d’un stock suffisant de spermatozoides cryopréservés (4).

En effet, le recueil s’effectue au laboratoire le matin de la ponction ovocytaire apres 3
a 4 jours d’abstinence. Apreés liquéfaction, un examen direct est réalisé en observant
une goutte de 20 uL de sperme entre lame et lamelle, au microscope inversé,
permettant une premiére estimation de la numération et de la mobilité spermatique.
Puis I'ensemble de I'éjaculat est lavé volume a volume dans un milieu de culture
(FERTICULT, fertipro). Le culot de centrifugation est ensuite remis en suspension.

La suspension spermatique ainsi obtenue est répartie en 5 microgouttes calibrées

de 5 ulL, recouvertes d’huile, dans une boite de culture stérile. Celle-ci est incubée au



moins 10 minutes a 37°C sous 5% de CO2. La lecture se fait goutte par goutte, au
microscope inversé, équipé d’une platine chauffante, au grossissement 400.

Le nombre de spermatozoides mobiles ou vivants est estimé, ainsi que les
principales anomalies morphologiques.

A lissue de cette procédure, le volume restant est congelé en paillettes haute

sécurité et conservé dans I'azote liquide a — 196 °C.

Méthode d’extraction chirurgicale en cas d’azoospermie.

Dans notre centre, le prélevement de pulpe testiculaire s’effectue sous anesthésie
générale. Aprés exposition du testicule, le chirurgien effectue une incision scrotale
centimétrique permettant une ouverture du plan cutané, puis de la vaginale et enfin
de l'albuginée. Aprés extériorisation de la pulpe testiculaire, un fragment est prélevé
aux ciseaux et envoyé directement au laboratoire de médecine de la reproduction
afin d’y étre analysé. Une petite fraction est systématiquement conservée pour
analyse histologique (13). Aprés hémostase, l'albuginée et la vaginale sont
refermées par un surjet au Vicryl 2.0 et le plan cutané par des points de Blair Donaty.
Un pansement compressif est laissé en place pendant 6 a 8 heures.

Le prélévement testiculaire est dans la grande majorité des cas bilatéral. Un abord
unilatéral peut étre réalisé en cas d’anomalie parenchymateuse controlatérale
(micronodules) constatée lors de I'échographie pré-opératoire. Dans ce cas, on évite

d’intervenir sur ce testicule afin de ne pas altérer la surveillance ultérieure.

Au laboratoire de biologie de la reproduction, le tissu testiculaire est pesé puis
dilacéré de fagcon mécanique a l'aide de scalpels. Le produit de dilacération est

ensuite aspiré et introduit dans un tube conique stérile de 2 ml (tube Eppendorf®).



Puis, grace a des mouvements de frottements rotatifs exercés par une aiguille, les
cellules germinales sont séparées des cellules somatiques. A partir de la suspension
obtenue, 5 gouttes calibrées de 5 uL sont déposées dans une boite de culture stérile,
mise sous huile et incubée a 37°C sous 5% de CO2. Aprés 20 minutes d’incubation,
chacune des gouttes est observée au microscope inversé en contraste de phase,
équipée d’'une platine chauffante. En présence de spermatozoides, le reste de la
préparation est congelé aprés I'avoir mélangé volume a volume a un cryoprotecteur.
Des paillettes haute sécurité sont ensuite confectionnées, et cryopréservées a moins

196°C dans des cuves contenant de I'azote liquide (13).

Dilacération du fragment de
pulpe testiculaire dans une
goutte de milieu de culture a
l'aide de deux scalpels

Aspiration du produit de Extraction des cellules germinales Les cellules se retrouvent dans
dilacération a l'aide d'une présentes  dans les  tubes le miien de culture tandis que
pipette de lml et transfert séminiferes par agitation manuelle la pulpe nacrée constituée du
dans un tube eppendorf. (mouvement rotatif) & I'aide d'une reste des tubes séminiferes
- - aiguille & intrammsculaire (IM). reste atachée a [ aiguille.

Figure 1 : Traitement de la pulpe testiculaire au laboratoire de biologie de la

reproduction (D’apres Agathe VICI)
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Conjointes, stimulation ovarienne et ponction ovocytaire

Les couples sont tous pris en charge par le service d’Assistance Médicale a la
Procréation au CHRU de Lille. Les conjointes bénéficient d’un bilan hormonal
complet (oestradiol, FSH, LH, AMH, testostérone totale, A4-androsténedione, 17-
hydroxyprogestérone, prolactine, TSHus) et d’'une échographie pelvienne entre le
2°M et le 5°™ jour du cycle menstruel afin d’évaluer leur réserve ovarienne, ainsi
gu’une hystérosalpingographie.

A I'issue de ce bilan, nous avons distingué les patientes présentant une baisse de la
réserve ovarienne (AMH inférieure a 12 pmol/l et/ou moins de 5 follicules / ovaire a

I'échographie), un syndrome des ovaires micropolykystiques (défini selon les criteres

de Rotterdam) (14), une endométriose ou une pathologie tubaire.

Les patientes ont bénéficié d’'un protocole d’hyperstimulation ovarienne contrélée
associant un agoniste ou un antagoniste de la GnRH (Gonadotropin-releasing
hormone) et des gonadotrophines (FSH recombinante ou urinaire ou HMG). La dose
quotidienne de gonadotrophines est choisie en tenant compte de I'age, de I'lMC, de
'AMH et du compte de follicules antraux. Au cours de la stimulation, les patientes
bénéficient d’'un monitorage consistant en des dosages hormonaux (taux d’oestradiol
et de LH) couplés a une échographie pelvienne par voie vaginale. Lorsque la
réponse est jugée satisfaisante (plus de 3 follicules > 17 mm), une injection sous
cutanée de 250 pg d’'HCG recombinante (OVITRELLE®, Merck-Serono Lyon,
France) est réalisée pour assurer la maturation folliculaire et ovocytaire terminale.

La ponction ovocytaire échoguidée a lieu 36 heures aprés l'injection d’'HCG, sous

diazanalgésie, au bloc opératoire, par voie transvaginale. Les ovocytes ainsi

11



recueillis sont immédiatement placés dans une étuve a 37°C et transportés au

laboratoire de biologie de la reproduction afin d’y étre analysés.

Des le soir de la ponction, les patientes recoivent un soutien de phase lutéale par

progestérone en intravaginale a raison de 200 mg, 3 fois par jour, jusqua la

réalisation du test de grossesse.

Procédure d’ICSI (Intra Cytoplasmique Sperm Injection)

Pour les patients présentant une oligozoospermie extréme, un recueil de sperme a
lieu au laboratoire le matin de la ponction ovocytaire. Si cela est possible, le sperme
frais est toujours utilisé en priorite. En cas d’absence de spermatozoide sur
'ensemble de I'éjaculat, un second recueil est effectué quelques heures aprés le
premier. Si aucun spermatozoide n’est observé sur les 2 recueils, alors l'utilisation
d’'une ou de plusieurs pailles autoconservées est envisagée pour la réalisation de
'ICSIl. Le nombre de pailles autoconservées utilisées est fonction du nombre
d’ovocytes matures en métaphase Il obtenus lors de la ponction ovocytaire et du
nombre de spermatozoides mobiles ou vivants injectables observés apres
décongélation. Pour les patients présentant une azoospermie, nous procédons
d’emblée a la décongélation d’'une ou de plusieurs pailles. Les spermatozoides sont
sélectionnés en fonction de leur mobilité et de leur morphologie. Lorsque les
spermatozoides observés sont immobiles, un test hypo-osmotique permet d’évaluer
la vitalité spermatique. Seuls les spermatozoides vivants seront utilisés pour
l'injection des ovocytes. Le spermatozoide choisi est aspiré par une pipette dite
« d’injection » et est déposé directement dans le cytoplasme d’un ovocyte mature (en

métaphase 1), a 'aide d’'un micromanipulateur.
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Si cela est possible, tous les ovocytes matures sont microinjectés (nécessitant
parfois de décongeler plusieurs pailles).

Le lendemain de l'injection ovocytaire, les signes de fécondation sont observés : la
fécondation sera dite normale en présence de 2 pronucléi au sein du cytoplasme
ovocytaire. L’'ovocyte a ce stade est un zygote.

La cinétique et la qualité embryonnaire sont ensuite observées au 2°™ jour (J2) et/ou
au 3°me jour (J3) suivant la ponction ovocytaire. Dans certaines situations, I'embryon
pourra continuer d’évoluer en culture in vitro jusqu’au 5°™ voire jusqu’au 6™ jour
suivant la ponction ovocytaire.

Les embryons « top quality » sont définis par la présence de 4 a 5 blastomeres a J2

ou de 7 a 8 blastomeres a J3, blastomeres typiques, réguliers et avec un taux de

fragmentation inférieur a 10% (15).

Le transfert intra utérin du ou des embryons se fait a J2 ou J3 par le médecin
gynécologue a laide d'un cathéter Ellios®. La patiente est installée en position
gynécologique avec mise en place d’'un spéculum. Le cathéter contenant le ou les
embryon(s) choisi(s), est introduit dans la cavité utérine puis ceux-ci sont déposeés a
1,5 - 2 centimétres du fond de la cavité. Le cathéter est ensuite immédiatement
examiné au microscope aprés le geste afin de s’assurer que les embryons ont bien

été déposés dans la cavité utérine.

En fonction de leur qualité, les embryons surnumeéraires sont cryopréserves.

13



Dans tous les cas, 14 jours aprés la ponction ovocytaire, les patientes réalisent un
dosage d’'HCG plasmatique quantitatif. En cas de positivité, le traitement par
progestérone en intravaginal sera poursuivi jusqu’a 8 semaines d’aménorrhée.

On parle de grossesse clinique, lorsque I'on visualise un sac intra ou extra-utérin en
échographie. Les grossesses évolutives sont définies par I'évolution favorable de la

grossesse au dela de 12 semaines d’aménorrhée.
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Analyse Statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel SPSS version 22.0.
Compte tenu de la distribution discontinue des variables quantitatives, le test non
paramétrigue de Mann Whitney a été utilisé pour comparer les moyennes et les
médianes.

Concernant les variables qualitatives, un test du Chi 2 ou un test Fisher Exact a été
réalisé selon les effectifs.

Les différences étaient considérées comme statistiqguement significatives lorsque la

valeur du p était inférieure a 0,05.
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Résultats

Description de la population.

Sur la période d’analyse, 75 patients ont présenté une oligozoospermie extréme
et/ou une cryptozoospermie non obstructive. Dans ce groupe, 161 cycles d’'ICSI ont
éte réalisés. Le groupe azoospermie non obstructive est constitué de 74 patients qui

ont bénéficié au total de 150 cycles d’ICSI.

Répartition des patients en fonction de leur numération
spermatique

1231000 spermatozoides /
éjaculat

E10002a5000 spermatozoides /
éjaculat

50002 10 000 spermatozoides /
éjaculat

Les caractéristiques phénotypiques des patients sont présentées dans le tableau 1.
On remarque une différence significative concernant I'antécédent de cryptorchidie.
En effet, 60,8% des patients azoospermiques présentent un antécédent de
cryptorchidie uni ou bilatérale contre 22,6 % des oligozoospermies

extrémes/cryptozoospermies (p<0,001). Par ailleurs, le taux de varicocele clinique

16



est significativement plus élevé dans le groupe oligozoospermie
extréme/cryptozoospermie, cependant tous les patients ont été traités par
embolisation de la veine spermatique avant le début de la prise en charge en AMP,

ce qui n’influe donc pas sur nos résultats.

Les anomalies génétiques dans chaque groupe étaient les suivantes :

- Dans le groupe oligozoospermie extréme/cryptozoospermie :

o microdélétion du bras long du chromosome Y de type AZFc (n=4)

o translocation robertsonienne 14/21 (n=1)

o caryotype 47,XYY (n=3)

o anomalie génétique Kal-1 de transmission récessive liée a I'’X (n=1)

o mutation hétérozygote du gene GPR 54, de transmission autosomique

dominante (n=1)

- Dans le groupe azoospermie non obstructive :

o Syndrome de Klinefelter, caryotype 47, XXY (n=5)

Pour les 2 patients qui présentaient une anomalie génétique (KAL-1 et GPR 54)
responsable d’'un hypogonadisme hypogonadotrope, une atteinte périphérique était
associée puisqu’il persistait une oligozoospermie extréme malgré un traitement de
stimulation de la spermatogenése pendant plus d’1 an. Le patient présentant une
anomalie génétique KAL-1 avait comme antécedent une cryptorchidie unilatérale ce

qui peut expliquer, en partie, I'atteinte périphérique associée.

Au niveau hormonologique, les patients présentant une azoospermie non obstructive

ont un taux de FSH plasmatique significativement plus éleve (15,3 UI/L vs 18,9 UI/L,

17



p=0,001) et une inhibine B plus souvent indosable (10,7% vs 31,1%, p=0,0004) que
les oligozoospermies extrémes. Le seuil de détection de l'inhibine B étant de 15
pg/ml dans notre laboratoire. On constate également une testostéronémie totale
significativement plus basse chez les azoospermiques (4,3 ng/ml vs 3,9 ng/ml,

p=0,017), mais qui reste néanmoins normale dans les deux groupes.
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TABLEAU 1 Comparaison des phénotypes andrologiques

Oligozoospermie Azoospermie p
extréme/cryptozoospermie

Nombre de patients 75 74 -
Age* 33 [28-41] 32 [27-41] 0,32
IMC* 24.9 [21,3-32,2] 26.5[22,3-30,3] 0,25
Tabac 38,6% (n=29) 40,5% (n=30) 0,82
Cryptorchidie 22,6% (n=17) 60,8% (n=45) <0,001
% de cryptorchidie bilatérale 58,8% (n=10) 57,8% (n=26) 0,89
% de cryptorchidie 41,2% (n=7) 42,2% (n=19) 0,89
unilatérale
Cure Hernie Inguinale 5% (n=4) 13% (n=10) 0,087
Traitement Gonadotoxique 9% (n=7) 4% (n=3) 0,32
Varicocéle Clinique 19,4% (n=14) 2,7% (n=2) 0,001
Anomalie Génétique 13,3% (n=10) 6,7% (n=5) 0,18
FSH (UI/L)* 15.3 [5,9-27,0] 18.9 [9,0-46,5] 0,001
Inhibine B (pg/ml)* 42[19,0-111,4] 39,5[16,0-81,5] 0,17
Inhibine B indosable (%) 10,7% (n=8) 31,1% (n=23) 0,0004
Testostérone Totale 4,3[2,8-7,2] 3,9[2,4-5,7] 0,017
(ng/ml)*
Volume testiculaire total (ml) 16,3 [9,0-25,5] 14,8 [6,8-22,8] 0,06
(droit+gauche)*
Nodules testiculaires 12% (n=9) 16% (n=12) 0,46
Microcalcifications 20% (n=15) 19% (n=14) 0,86
Nombre de recueils/patient* 3[1-6] - -
Nombre de pailles 4 [2-9] 5[2-10] -
autoconservées/patient (ICSI
compatibles)* ‘ ‘

*les résultats sont exprimés en médiane [10 90~ percentile]

Inhibine B : ne concerne que les patients avec un taux d’inhibine B supérieur a la limite de

détection (soit > 15 pg/ml)
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Concernant les conjointes, celles-ci sont comparables sur I'age, I'MC et la réserve

ovarienne.

Les caractéristiques cliniques féminines sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2: Caractéristiques des conjointes

Oligozoospermie

extréme/ Azoospermie p
cryptozoospermie

Nombre de 75 74 -
patientes
Age* 30 [25-37] 30,5 [24-36] 0,84
IMC* 22 [18,8-29,5] 23 [19-30] 0,12
AMH (pmol/l)* 26,3 [11,2-49,6] 28,4 [10,6-55,8] 0,59
Baisse de la 14,7% (n=11) 12,1% (n=9) 0,65
réserve ovarienne
SOPK+OPK 18,7% (n=14) 28,4% (n=21) 0,16
échographique
Endométriose 5% (n=4) 0% 0,12
* les résultats sont exprimés en  médiane  [10°™ -  90°™  percentile]
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Description des résultats des cycles d’ICSI

Le tableau 3 résume les résultats des cycles d'ICSI avec [utilisation de

spermatozoides €jaculés versus spermatozoides testiculaires.

Pour 'ensemble des patients présentant une oligozoospermie
extréme/cryptozoospermie, 142 tentatives ont pu étre réalisées avec sperme frais
alors que dans 11,8% des cas (19 tentatives) il a été nécessaire de recourir au

sperme autoconserveé précédemment.
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Tableau 3 : Résultats des cycles d’ICSI par ponction

Oligozoospermie Azoospermie p
extréme/

cryptozoospermie
Nb de couples 75 74 -
Nb de ponctions 161 150 -
Nb d’ovocytes ponctionnés* 10 [4-16,4] 10 [4-17,5] 0,38
Nb d’ovocytes méta Il injectés* 6 [1-13,4] 7 [2-13] 0,42
Taux de fécondation 48,9 % 43,3 % 0,43
(nombre de zygotes / nombre d’ovocytes injectés)
Nb de zygotes* 3 [0-7] 3[1-6] 0,86
Nb d’embryons obtenus* 3 [0-6] 2 [0-5,5] 0,37
Nb de Top embryon / Nb total 22,4% (n=112) 20,4% (n=85) 0,73
d’embryon
Nombre de TEF + TEC 166 146 -
Nb total d’embryons transférés 2 [0-4] 2 [0-3] 0,56
par tentative (TEC+TEF)*
Taux d’'implantation 17,4 % 159 % 0,77
(nombre de sacs échograhiques / nombre
d’embryons transférés)
Taux de Fausses Couches 12,8% 12,5% 0,95
Spontanées Précoces
% de cycle avec congélation 28,6% 21,3% 0,14
embryonnaire
Si congélation embryonnaire : Nb 2 [1-3] 2[1-3,8] 0,69
embryons congelés*
Nb embryons congelés / (Nb 49,3% 40,1% 0,19
embryons total-Nb embryons
transférés en frais)

eme eme

* les résultats sont exprimés en médiane [10 90" percentile]

TEF : transfert d’embryons frais ; TEC : transfert d’'embryons congelés ;
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Description des résultats cliniques

Les résultats sont présentés dans les diagrammes 1, 2 et 3. [l n'y a pas de différence
concernant les taux de grossesse clinique, évolutive, taux d’accouchement et taux de
fausse couche spontanée que ce soit par ponction ou par transfert entre les deux
groupes.

Cependant, lorsque I'on s’intéresse aux taux de grossesse par couple (diagramme
3), il est intéressant de constater un taux de grossesse évolutive et un taux
d’accouchement de 52% dans le groupe oligozoospermie extréme/cryptozoospermie
contre 39,2% dans l'autre groupe. Cette différence n’est certes pas significative
(p=0,06) mais il existe une tendance en faveur des tentatives réalisées a partir du
sperme éjaculé.

Au total, nous avons obtenu 47 grossesses cliniques dans le groupe oligozoospermie
extréme/cryptozoospermie avec 39 grossesses évolutives et 39 accouchements.
Dans le groupe azoospermie, 40 grossesses cliniques sont survenues avec 29
grossesses évolutives et 29 accouchements. Dans 15,4% des cas il s’agissait de
grossesses multiples dans le groupe oligozoospermie extréme/cryptozoospermie (5
grossesses gémellaires et une grossesse triple) contre 24,1% (7 grossesses

gémellaires) dans le groupe azoospermie (p=0,12).
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Eoligozoospermie extréme/cryptozoospermie E azoospermie non obstructive

p=0,69

p=0,40

29,20%

26,70%

24,20%

19,30%

taux cumulés de grossesse clinique taux cumulés de grossesse évolutive et taux
d'accouchement

Diagramme 1 : Résultats des taux cumulés de grossesse clinigue, évolutive et
des taux d’accouchement par ponction ovocytaire
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Eoligozoospermie extréme/cryptozoospermie Eazoospermie non obstructive

p=0,89

p=0,54
28,30%

27,40%

23,50%

19,90%

Taux cumulés de grossesse clinique taux cumulés de grossesse évolutive et taux
d'accouchement

Diagramme 2 : Résultats des taux cumulés de grossesse clinigue, évolutive et
des taux d’accouchement par transfert
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Eoligozoospermie extréme/cryptozoospermie K azoospermie non obstructive

p=0,19

62,70%

54,10% p=0,06

52%

39,20%

taux de grossesse clinique par couple taux de grossesse évolutive et taux d'accouchement
par couple

Diagramme 3 : Résultats des taux cumulés de grossesse clinigue, évolutive et
taux d’accouchement par couple
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Tentatives d’ICSI| sur pailles autoconservées : profil andrologique et issue

clinico-biologique.

Dans le groupe oligozoospermie extréme/cryptozoospermie, Nnous avons eu recours
aux pailles autoconservées dans 11,8% des cas (19 tentatives). Sur ces 19
tentatives, 6 grossesses cliniques sont survenues (5 grossesses évolutives avec
accouchement et 1 fausse couche spontanée). Le taux de grossesse clinique, dans
ce groupe, est donc de 31,6% par ponction et de 30% par transfert. Les taux de
grossesse évolutive et d’accouchement sont de 26,3% par ponction et de 25% par
transfert. Concernant le taux de fausse couche spontanée, celui ci est de 16,7%.

Les caractéristiques phénotypiques de ces patients, pour lesquels nous avons eu

recours aux pailles autoconservées, sont représentées dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Profil andrologique des patients ayant nécessité le

recours aux pailles autoconservées.

Nombre de patients 17
Nombre de tentatives 19

Age* 34 [29,8 - 40]
IMC* 26,3 [22,8 - 30,5]

Tabac (%)

29,4% (n=5)

Cryptorchidie (%)

35,3% (n=6)

Varicocele clinique (%)

17,6% (n=3)

Anomalies génétiques (%)

11,8% (n=2)

FSH (UI/IL)*

22,5 [2,94 - 29,8]

Inhibine B (pg/ml)*

29,4 [19,8 - 95,2]

Inhibine B indosable (%)

30% (n=3)

Testostérone Totale (ng/ml)*

3,9[2,5-5,7]

Volume testiculaire total
(droit+gauche)*

(mi)

13,8 [7,5 - 20,8]

eme eme

* |les résultats sont exprimés en médiane [10 90" percentile]

Inhibine B : ne concerne que les patients avec un taux d’inhibine B supérieur a la limite de détection
(soit > 15 pg/ml)
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Discussion

Dans cette étude, nous avons voulu évaluer si l'origine spermatique influence les
résultats des tentatives d’ICSI dites « difficiles ». Pour cela, nous avons comparé des
azoospermies non obstructives qui ont bénéficié de tentatives d'ICSI avec
spermatozoides extraits chirurgicalement a des oligozoospermies
extrémes/cryptozoospermies pour lesquels les tentatives se sont déroulées avec
sperme éjaculé (le plus souvent en frais). Pour les azoospermiques, la biopsie
testiculaire était désynchrone a la tentative d'ICSI. En effet, il est maintenant admis
que les résultats des tentatives d’ICSI sont identiques, que I'on soit en synchrone ou
désynchrone (16-18). De plus, cela évite a la patiente une stimulation ovarienne et

une ponction ovocytaire inutiles en cas de TESE négative.

Nous avons été confrontés a une difficulté pour définir le « seuil» de
'oligozoospermie extréme. En effet, il n'existe pas, a notre connaissance, de
définition consensuelle. Dans la littérature, ces « seuils » sont trés variés, pouvant
aller de 100 000 spermatozoides/éjaculat (19) a 1 million/éjaculat (20) voire 5
millions/éjaculat (21). Le seuil de 10 000 spermatozoides/éjaculat a été retenu
comme associé a un risque d’ICSI techniquement difficile. Effectivement, dans notre
expérience, au dela de ce seuil, nous sommes dans des conditions correctes pour ne
pas impacter les taux de fécondation. En dessous de 10 000 spermatozoides par
€jaculat, le travail de sélection des spermatozoides puis de micro-injection est plus
fastidieux et donc plus long du fait du tres faible nombre de spermatozoides

disponibles. Ceci peut altérer les résultats des taux de fécondation.
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Plusieurs auteurs se sont posés la question de la pertinence de la réalisation d’'une
TESE chez les patients présentant des altérations spermatiques extrémes afin
d’améliorer les résultats en ICSI. Les données de la littérature sur le sujet sont tres
controversées. Dans notre étude, les résultats des ICSI sont identiques dans les
deux groupes. On ne trouve pas de différence significative en termes de taux de
fécondation entre le groupe oligozoospermie extréme/cryptozoospermie et le groupe
azoospermie non obstructive (48,9% vs 43,3%, p>0,05). Ben Ami et al. (5) ont
reporté des taux de fécondation similaires aprés ICSI avec spermatozoides éjaculés
(n=68 cycles) et spermatozoides testiculaires (n=48 cycles), chez des patients
(n=17) présentant une cryptozoospermie (respectivement 38% et 46,7%, p>0,05). La
cryptozoospermie est définie par 'absence de spermatozoide a 'examen direct mais
présence apres centrifugation et examen approfondi de microgouttes au microscope
(selon la WHO, 2010 (22)). Dans leur étude, les patients avaient initialement une ou
deux tentatives avec sperme éjaculé et en cas d’échec, ils avaient recours a la
biopsie testiculaire (5). De méme, Amirjannati et al. (20) n’ont pas retrouvé de
différence en termes de taux de fécondation entre I'utilisation de spermatozoides
€jaculés (n=208 cycles) et spermatozoides testiculaires (n=19 cycles) chez des
hommes « cryptozoospermiques » (n=192). Leurs taux de fécondation (68% et 60%)
sont supérieurs aux nétres, ceci peut s’expliquer par le fait qu’ils aient inclus des
patients avec une numération spermatique inférieure a 1 million/ml, ce qui représente
en réalité des altérations spermatiques séveres mais non extrémes (20). Bendikson
et al. (V) ont comparé également les taux de fécondation chez 16 hommes
cryptozoospermiques (présence de spermatozoides apres centrifugation du sperme).
Ces patients bénéficiaient initialement de deux cycles avec sperme éjaculé (n=27

cycles) et en cas déchec, deux cycles avec spermatozoides testiculaires

30



(n=21cycles). lls ne retrouvent également pas de différence significative. Toutes les
études précédemment citées ont été réalisées en comparant des patients présentant
une cryptoazoospermie ou une oligospermie mais pas d’azoospermie non

obstructive.

Les études de Demir et al. (23) et d’'Oron et al. (24) ont, comme notre étude,
comparé les résultats des oligospermies aux azoospermies non obstructives.
Contrairement & nous, ils retrouvent des taux de fécondation inférieurs dans le
groupe avec spermatozoides testiculaires par rapport au groupe sperme éjaculé
(respectivement 34,6% vs 55,3%, p<0,05 et 49% vs 57%, p<0,001) (23,24) ce qui
n’est pas le cas dans notre série. Néanmoins, Oron et al. (24) comparent les taux de
fécondation uniguement sur les cycles ayant aboutis a une grossesse évolutive, ce
qui représente un biais considérable en comparaison avec les données de Demir et
al. (23) et celles de notre série. De méme, Hourvitz et al. (21) ont comparé des
azoospermies non obstructives a des oligospermies sévéres et ont retrouvé des taux
de fécondation meilleurs dans le groupe sperme éjaculé. Ces différences peuvent
s’expliquer par le seuil choisi pour les oligospermies dans ces études
(respectivement 100 000/mL, inférieur & 3 millions/mL et inférieur a 5 millions/mL).
Ces données ne sont pas confirmées par Hauser et al. (8) qui retrouvent des taux de
fécondation meilleurs en TESE par rapport au groupe sperme €jaculé. Leur étude
comprenait 13 patients, 5 patients ont eu une TESE d’emblée car azoospermiques et
8 patients cryptozoospermiques (défini selon les criteres de la WHO, 2010 (22)) ont
d’abord bénéficié d’une tentative sur sperme éjaculé et en cas d’échec ils avaient
recours a la TESE. Leur effectif reste néanmoins faible. D’autres auteurs ont

comparé des azoospermies non obstructives a des oligospermies séveres (mais pas
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exclusivement extrémes) et n'ont pas retrouvé, comme nous, de différence en
termes de taux de fécondation (19,25).

Enfin, Strassburger et al. (26) ont voulu étudier linfluence d'une quantité
extrémement faible de spermatozoides sur les résultats d'ICSI. Pour cela, ils ont
réparti les patients en 4 groupes selon la numération spermatique :
cryptozoospermie, inférieure a 1000/ml, 1000 & 100 000/ml et 100 000 a 1 million/ml.
Le taux de fécondation est significativement inférieur dans le groupe
cryptozoospermie par rapport aux autres groupes (respectivement 46% vs 52%,
54%, 61%, p<0,0001). Il est également plus bas dans le groupe inférieur a 1000/ml
par rapport au groupe 100 000 a 1 million/ml (p<0,001).

Si I'on regarde le taux de fécondation dans notre centre pour les patients ayant
bénéficié d’'une ICSI dans des conditions techniquement plus « faciles » (plus de 1
million/mL), celui-ci est de 61,4% (les conjointes n’ayant aucune pathologie de la
reproduction associée).

Ces données sont en accord avec Strassburger et al.: plus la numération

spermatique est faible, plus les taux de fécondation sont altérés (26).

Nous avons évalué la qualité embryonnaire dans chaque groupe et notamment le
pourcentage d’embryons « Top Quality ». En effet, il est Iégitime de se demander si
I'origine des spermatozoides peut altérer la qualité des embryons. Nous n’avons pas
retrouvé de différence significative entre les deux groupes avec 22,4% d’embryons
« Top » chez les patients présentant une oligozoospermie extréme/cryptozoospermie
et 20,4% en cas d’azoospermie (p>0,05). Ces résultats coincident avec ceux de

Hourvitz et al. et Demir et al. (21,23).

32



Amirjannati et al. (20) retrouvent plus d’embryons « Top » (grade A) dans le groupe
sperme €jaculé que dans le groupe spermatozoides testiculaires (p<0,05) (20). En
revanche, Hauser et al. (8) et Weissman et al. (6) ont mis en évidence une meilleure
qualité embryonnaire apres utilisation de spermatozoides testiculaires chez des
patients cryptozoospermiques.

Un autre paramétre permettant d’évaluer la qualité embryonnaire est le pourcentage
d’embryons congelés. En effet, dans notre centre, on ne congéle que des embryons
de grade A. Le pourcentage d’embryons congelés sur la cohorte d’embryons restant
(apres transfert des embryons « frais ») est identique dans les deux groupes (49,3%

vs 40,1%, p=0,19), cette donnée n’a jamais été utilisée dans les études précédentes.

Concernant les taux d’'implantation, ceux ci sont sensiblement identiques dans les
deux groupes (17,4% vs 15,9%, p>0,05). Cette donnée n’est pas confirmée par Ben
Ami et al. (5) qui retrouvent un taux d’implantation bien inférieur dans le groupe
sperme éjaculé (5,7% vs 20,7%, p<0,05), de méme pour Weissman et al. (6) qui ont
étudié les taux d’implantation chez quatre couples dont le mari présentait une
oligospermie sévere et qui ont eu recours aux spermatozoides testiculaires suite a
des échecs répétés d’implantation avec sperme éjaculé. Hauser et al. (8) montrent
un taux d’'implantation plus important dans le groupe TESE synchrone (frais) par
rapport aux groupes TESE désynchrone et spermatozoides éjaculés (respectivement
18,5% vs 5,7% et 5,1%). Cependant, il s’agit d’'une étude sur 13 couples et nos taux
d’implantation sont meilleurs et se rapprochent plus de leurs résultats en TESE

synchrone.
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Pour les taux de grossesse clinique, évolutive et taux d’accouchement, on ne
retrouve pas de différence significative entre les deux groupes que ce soit par
ponction ou par transfert. Plusieurs études confirment cette absence de différence en
termes de taux de grossesse lorsque 'on utilise des spermatozoides éjaculés versus
testiculaires (8,23,25,27,28). En revanche, les taux de grossesse évolutive et
d’accouchement par couple sont de 52% dans le groupe oligozoospermie
extréme/cryptozoospermie contre 39,2% dans le groupe azoospermie. Cette
différence n’est certes pas significative (p=0,06) mais il semble se dégager une
tendance en faveur de l'utilisation du sperme éjaculé chez les patients présentant
une oligozoospermie extréme/cryptozoospermie. Méme si, a notre connaissance,
cette étude est l'une des seules a avoir inclus autant de patients avec une
oligozoospermie extréme dont le seuil est inférieur a 10 000 spermatozoides par
€jaculat en comparaison a des azoospermies non obstructives, notre effectif reste

insuffisant pour conclure. Une étude de plus grande ampleur est nécessaire pour

confirmer cette tendance.

Concernant les tentatives d’ICSI réalisées avec les pailles autoconservées, les
résultats des taux de grossesse semblent identiques a 'ensemble du groupe. Il y a
donc un intérét certain aux autoconservations de sperme chez les patients
présentant des altérations spermatiques extrémes puisque I'utilisation de ces pailles
n'a, a priori, pas de répercussion néfaste sur lissue des tentatives. Le recours
systématique aux autoconservations est d’autant plus important dans ce groupe de
patients puisque compte-tenu des fluctuations physiologiques des parametres
spermatiques, le risque d’azoospermie le jour de la ponction ovocytaire est

théoriguement plus important. De plus, les autoconservations spermatiques

34



présentent également un intérét pour la préservation de la fertilité masculine
ultérieure, d’autant plus que les paramétres spermatiques s’altérent progressivement
avec le temps. Il existe tres peu de données dans la littérature sur I'utilisation de
pailles autoconservées chez des patients présentant des altérations spermatiques
extrémes et notre groupe était de trop faible effectif pour effectuer des analyses
statistiques comparatives. Enfin, I'analyse du phénotype andrologique de ces
patients est intéressante puisqu’il semble y avoir une atteinte sécrétoire périphérique
trées marquée dans ce sous-groupe (cf tableau 4). Ainsi, les autoconservations
semblent d’autant plus importantes que l'atteinte sécrétoire est profonde lors du bilan

étiologique (clinique, échographique et hormonal).

Les résultats des tentatives d’ICSI sont donc similaires dans les deux groupes. De ce
fait, nous pouvons nous interroger sur l'intérét réel de proposer une TESE en cas
d’oligozoospermie extréme/cryptozoospermie, comme l'ont proposé certains auteurs
(5-7,20).

En effet, la biopsie testiculaire n’est pas sans risque et est donc éthiquement
discutable. Schlegel et al. (29) ont suivi 64 patients ayant bénéficié d’'une TESE.
Trois mois plus tard, 82% des patients opérés présentaient des anomalies
échographigues avec remaniements inflammatoires et hématomes méme si la
majorité d’entre eux restait asymptomatique. Aprés 6 mois apparaissaient des
cicatrices et des calcifications parenchymateuses en échographie. Pour 2 patients, il
y a eu des altérations de la circulation sanguine avec dévascularisation du testicule.
D’autres auteurs ont reporté la survenue d’anomalies échographiques aprés TESE
comme des lésions hypoéchogénes évocatrices d’hématomes ou des lésions

echogenes de fibrose (30,31). Des perturbations endocriniennes comme une
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diminution de la testostérone aprés TESE ou élévation de la FSH et de la LH ont
€galement été rapportées traduisant une atteinte directe des fonctions sertoliennes
et leydigiennes (32-34). Sans compter le risque infectieux apres tout geste
chirurgical, la géne occasionnée par les douleurs post opératoires (35) et les risques
liés a 'anesthésie générale. Si la technique de microdissection testiculaire permet de
diminuer la survenue de complications par rapport aux biopsies testiculaires
multiples, elle ne les évite pas a 100% (30,32,36). Dans notre série, il ne s’agit que

de TESE avec biopsie unique par testicule.

Par ailleurs, c'est au niveau de I'épididyme que le spermatozoide achéve sa
maturation. Ainsi, la chromatine va subir un processus de condensation
(remplacement des histones par les protamines) qui débute au cours de la
spermiogéneése et se termine lors du transit épididymaire (37). Cette condensation
est indispensable a la protection du génome paternel contre les agressions
extérieures. De plus, les spermatozoides acquiérent leur pouvoir fécondant au cours
de leur passage dans I'épididyme, ce qui leur permet, outre I'obtention des capacités
fusogénes, de participer au développement embryonnaire précoce (37,38).

Enfin, ’TADN spermatique va subir au cours de la spermatogénése, mais également
au cours du transit épididymaire, des modifications épigénétiques qui se traduisent
sur le plan moléculaire par des modifications du profil de méthylation de certains
genes (39). Ces phénoménes de méthylation ont un réle important dans le
développement embryonnaire précoce (40). Tous ces processus physiologiques de
maturation post-testiculaire des spermatozoides conduisent a se poser la question
légitime du risque de malformations ou de pathologies génétiques en cas d’ICSI avec

spermatozoides testiculaires.
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Concernant la santé des enfants congus par ICSI et notamment par ICSI avec
utilisation de spermatozoides testiculaires, il est actuellement encore trés difficile de
pouvoir statuer sur ce sujet. En effet, de nombreuses études sur le devenir des
enfants issus d’AMP ont déja été menées (41-45) mais peu d’études ont comparé
les résultats des naissances apres ICSI avec spermatozoides testiculaires versus
spermatozoides €éjaculés et versus conception naturelle (groupe contréle). Des méta-
analyses (46,47) ont mis en évidence une augmentation de la prématurité, de
I'hypotrophie, de la mortalité néonatale et de certaines malformations congénitales
(urogénitales et musculo-squelettiques) chez les enfants congus par les techniques
d’AMP par rapport a la population générale méme si, a ce jour, on ne sait pas encore
si ces constatations sont liées aux techniques d’AMP ou a l'infertilité elle méme (48).
Fedder et al. (49) ont analysé les résultats de 466 enfants nés au Danemark entre
1995 et 2009 apres ICSI avec spermatozoides extraits chirurgicalement pour
azoospermie. lls ont comparé les résultats a ceux des enfants nés aprés ICSI avec
spermatozoides éjaculés (8 967 enfants), apres FIV classique (17 592 enfants) et
aprés conception naturelle (63 854 enfants). lls ont mis en évidence des plus petits
poids de naissance aprés ICSI| avec spermatozoides extraits chirurgicalement par
rapport aux enfants issus de grossesses spontanées. Le risque de malformations
cardiaques semble augmenter avec la sévérité de l'atteinte spermatique. lls ont
egalement mis en évidence une augmentation significative des ostéosarcomes chez
les jumeaux nés aprés ICSI avec spermatozoides non éjaculés versus
spermatozoides éjaculés et conception naturelle. En revanche, les enfants nés aprés
ICSI avec spermatozoides chirurgicaux ne présentent, a priori, pas plus de risque de

malformations congénitales que dans les autres groupes. Le principal biais de leur
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étude est quils nont pas analysé les résultats en distinguant l'origine des
spermatozoides (épididymaire ou testiculaire). Woldringh et al. (50) ont réalisé une
revue de la littérature sur les enfants congus aprés ICSI avec spermatozoides
extraits chirurgicalement. Huit études ont été incluses. lls n‘ont pas mis en évidence
de différence significative entre les différents groupes concernant les anomalies du
caryotype et les malformations congénitales. Cependant, les populations étaient
hétérogenes, les effectifs faibles et la encore ils n‘ont pas distingué lorigine

chirurgicale des spermatozoides (épididymaire ou testiculaire).

Par ailleurs, concernant plus précisément les processus de maturation épigénétique
potentiellement incomplets avec les spermatozoides testiculaires, il est Iégitime de
se poser la question de I'augmentation du risque de survenue de maladies liées a
des anomalies de I'empreinte parentale (comme par exemple, le syndrome de
Bieckwith Wiedmann, le syndrome d’Angelman, le syndrome de Silver Russell et le
syndrome de Prader Willi). Ainsi, les deux méta-analyses précédemment citées
(46,47) avaient montré également une augmentation modérée de la fréquence de
ces pathologies chez des enfants congus par les techniques d’AMP. Plus
précisément, d’autres études ont confirmé cette augmentation surtout chez les
enfants congus par FIV classique ou par ICSI (sans précision sur l'influence de
I'origine du sperme) (51-55). Néanmoins, Lidegaard et al. (56) n’ont mis en évidence
aucune maladie liée a des anomalies de 'empreinte parentale sur une vaste étude
de cohorte analysant I'état de santé de 6052 enfants nés grace a l'assistance
meédicale a la procréation (FIV ou ICSI) par rapport a des enfants congus

naturellement.
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D’autre part, en dehors de l'origine testiculaire des spermatozoides, d’autres facteurs
propres aux procédures d’AMP seraient susceptibles de modifier le profil
épigénétique de I'embryon et donc d’augmenter le risque de maladies liées a des
anomalies de I'empreinte parentale (stimulation ovarienne, culture embryonnaire in
vitro...). Cependant, ce lien n’est pas trés clair puisque l'infertilité elle-méme pourrait
étre un facteur d’altération de linformation épigénétique des gamétes (57). Des
anomalies plus fréquentes de la méthylation des génes soumis a empreinte ont ainsi
été décrites chez des patients présentant une oligospermie. Ceci suggére une
association entre anomalie d’expression de ces génes et infertilité (58-60).
Concernant plus précisément les spermatozoides testiculaires, Marques et al. (57)
se sont intéressés a la méthylation des genes soumis a empreinte parentale chez
des patients présentant une azoospermie d’étiologies variées (azoospermie
obstructive, azoospermie non obstructive, ou anéjaculation) ayant tous bénéficié
d’'une TESE. lIs ont mis en évidence des anomalies de méthylation d’'un géne (H19)
uniguement dans les spermatozoides testiculaires des patients présentant une
azoospermie non obstructive.

Dans notre étude, il n’a pas été retrouvé de malformations majeures ni de maladies
liées a des anomalies de I'empreinte parentale dans les deux groupes mais notre
effectif est trop faible (46 enfants dans le groupe oligozoospermie
extréme/cryptozoospermie et 36 enfants dans le groupe azoospermie) pour mettre
en évidence des différences sur des malformations ou maladies génétiques déja tres

rares.
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Cette étude a mis en évidence des différences de phénotypes entre les deux
populations. Nous avons trouve, dans le bilan initial, plus de varicoceles cliniques
dans le groupe de patients présentant une oligozoospermie
extréme/cryptozoospermie (19,4% vs 2,7%, p= 0,001). Cependant, tous les patients
ont été pris en charge avant les tentatives, par embolisation de la veine spermatique
gauche, selon les recommandations de I'Association Frangaise d’Urologie (61) et
selon '’American Society for Reproductive Medicine (62), ce qui ne constitue donc
pas un biais et n’influence donc pas nos résultats.

Il est intéressant de constater qu’il y a plus d’antécédents de cryptorchidie dans le
groupe de patients avec azoospermie non obstructive (60,8% vs 22,6%, p< 0,001).
La cryptorchidie est une cause fréquente d’infertilité, elle est retrouvée dans 15 a
20% des azoospermies (63,64). Elle s’intégrerait, le plus souvent, dans le cadre du
syndrome des « dysgénésies testiculaires » qui est responsable d’altérations des
fonctions sertoliennes, leydigiennes et d’altérations de la différenciation des cellules
germinales (65). La cryptorchidie serait ainsi le symptébme d’une maladie testiculaire
sous jacente. La prévalence augmentée de la cryptorchidie en cas d’azoospermie
non obstructive pourrait s’expliquer par la conjonction de plusieurs mécanismes
d’infertilité tels que [I'hyperthermie gonadique pendant I'enfance, les Iésions
iatrogénes (orchidopexie) et les anomalies histo-fonctionnelles probablement
secondaires a la dysgénésie testiculaire (64).

Les altérations hormonales sont plus marquées en cas d’azoospermie non
obstructive. En effet, on retrouve des taux de FSH significativement plus élevés (18,9
UI/L vs 15,3 UI/L, p= 0,001) et des taux d’'inhibine B plus souvent indosables (31,1%
vs 10,7%, p= 0,0004). Ces constatations valident I'atteinte plus profonde de la

spermatogénése chez les patients présentant une azoospermie non obstructive. En
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cas d’antécédent de cryptorchidie, les taux de FSH sont élevés et les taux d’inhibine
B abaissés par rapport a la population générale, ce qui témoigne d’'une atteinte des
fonctions sertoliennes (64). Ainsi, la prévalence plus élevée de l'antécédent de
cryptorchidie dans le groupe des azoospermies non obstructives peut en partie

expliquer ces constatations hormonologiques.
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CONCLUSION

La prise en charge des patients présentant une oligozoospermie extréme ou une
cryptozoospermie reste complexe et techniqguement difficile. Cette étude n’a pas mis
en évidence de différence concernant les résultats des cycles d’ICSI entre les
patients présentant une oligozoospermie extréme et/ou une cryptoazoospermie
ayant bénéficié de tentatives avec spermatozoides éjaculés et les patients souffrant
d’azoospermie non obstructive pour lesquels les tentatives se sont déroulées avec
spermatozoides testiculaires.

Compte-tenu des risques liés a I'extraction chirurgicale de spermatozoides et des
doutes persistants quant a l'utilisation de spermatozoides n’ayant pas achevé leur
maturation, notamment sur le plan épigénétique, il semble légitime de s’efforcer
d’utiliser les spermatozoides issus de I'éjaculat dés que celui-ci est techniqguement

exploitable.

Les parametres spermatiques fluctuant au cours du temps, un patient présentant une
oligospermie extréme et, a fortiori, une cryptozoospermie, peut évoluer vers
'azoospermie. Ainsi, les autoconservations de sperme permettent, a la fois, de
pallier a 'absence éventuelle de spermatozoides le jour de la ponction ovocytaire,
mais également de préserver la fertilité masculine en vue d’un projet parental

ultérieur.
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Annexes

Tableau résumant les principales études comparant les résultats des tentatives
d’ICSI réalisées a partir de sperme éjaculé (en cas de numération spermatique

faible) versus spermatozoides testiculaires extraits chirugicalement.
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Etudes Population Effectif Description étude Taux de Qualité Taux Taux Taux
Cycles fécondation embryonnaire | d’implantation | grossesses grossesses
d’ICSI (éjac vs (éjac vs (éjac vs testic) | cliniques évolutives
testic) testic) (éjac vs testic) (éjac vs testic)
Ben ami et Cryptozoospermie : - Etude rétrospective Par transfert : Par transfert :
al. Eertil Absence de spz a 17 patients | - Tentatives initialement sur 38% vs 46,7% 5,7% vs 20,7%
Sferil I'examen direct mais sperme éjaculé (68 cycles). NR 15,1% vs 42,5% | 9,4% vs 27,5%
2013’(5) présence apres 116 cycles - Recours a TESE si échec sur (p>0,05) p=0,003
centrifugation sperme éjaculé (48 cycles). p=0,004 p=0,0028
Nombre
moyen
Amirjannati Crvptozoospermie - Etude rétrospective dgg:txgns de
etal. dé)f/ilr::ie ar Sne 192 patients | - Groupe 1 : utilisation sperme 68% vs 60% 9 '
Andrologia numéraFt)ion éjaculé (208 cycles). 4.5 (+1-3,76) NR NR NR
2012 (20) < a1 million/ml 227 cycles ;:Gczgg)pe 2 : micro-TESE (19 (p>0,05) VS 2,47 (+-
y 1,67)
P<0,05
. - Etude rétrospective P_as, de
Bendikson Cryptozoospermie : . - 27 cycles avec sperme éjaculé | 51,7% vs différence
Absence de spz a 16 patients . : ' entre les 2 7% vs 20,3% 20,8% vs 47,4% | 20,8% vs 42,1%
etal. J t di . - 21 cycles spz testiculaires 59,9%
Urol, 2008 | ' &xamen |re5:t mais - les couples avaient au moins 1 groupes
' présence apres 48 cycles . P (critéres de p<0,05 p<0,05 (p>0,05)
(7 . . cycle avec sperme éjaculé puis | (p>0,05) .
centrifugation : > comparaison
1 avec micro-TESE si échec e
non définis)
. . : - Etude type « case report »
\é\{gls sman Séle;zeoosperme 4 patients - Recours a la TESA avec
. o : succés (grossesse clinique) NR NR NR NR NR
RBMO, Numeration variant 28 cycles aprés échec d’ICSI sur sperme
2008 (6) | de 0,2 & 2 millions/ml y APres ¢ P
éjaculé chez 4 couples
Nombre
moyen
Demir et 53 cycles - Etude rétrospective d’embryons de Par transfert :
. . . . . < 55,3% vs .
al. Clin. Oligozoospermie (oligozoo) - Comparaison résultats entre 34 6% grade 1:
Exp. Obst | sévére (numération < ANO qui ont eu micro-TESE et 70 NR NR 39,2% vs 22,2%
Gyn, 2012 | 100 000/ml) vs ANO | 38 cycles oligospermie sévére avec <005 1,1 (+/-1,3) vs
(23) (ANO) sperme éjaculé P=, 0,7(+/-1,0) (p>0,05)
(p>0,05)
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Etudes Population Effectif Description étude Taux de Qualité Taux Taux Taux
Cycles fécondation embryonnaire | d’implantation grossesses grossesses
d’ICSI (éjac vs testic) (éjac vs (éjac vs testic) cliniques évolutives
testic) (éjac vs testic) | (éjac vs testic)
Avec spz mobile :
13 Patients 38,2% (éjac) vs

34 cycles sur

50% (TESE
synchrone) vs

% d’embryons
«top

5,1% (éjac)

sperme - Etude rétrospective 46,7% (TESE quality » :
Cryptozoospermie éjaculé - 8 cryptozoo : ICSI sur désynchrone) 18,5% (TESE
Hauser et | (définie par absence sperme éjaculé puis p<0,05 53,2% (éjac) syﬁchrone) 14,3% vs 42,9% | 14,3% vs 42,9%
al. J de spz a 'examen 9 cycles sur TESE si échec vs 58,3% vs 19,1% vs 12,8%
Androl, direct mais présence | TESE -5 ANO : TESE d’emblée | Avec spz (TESE 5,7% (TESE
2011 (8) apres centrifugation) | synchrone - exclusion des conjointes | immobiles : 13,6% | synchrone) vs désynchrone) p>0,05 p>0,05
vs ANO ayant une baisse de (éjac) vs 37,5% 66,7% (TESE
50 cycles sur | réserve ovarienne (TESE synchrone) | désynchrone) 0<0,05
TESE vs 28,7% (TESE '
désynchrone desynchrone) p > 0,05
p<0,05
Hourvitz et - Etude rétrospective Nombre moyen de Taux Par transfert : Par transfert :
al. Oligoasthénospermie | 77 patients - Comparaison des zygotes : d’implantation/
J Assist (OATS) (Numération résultats entre ANO qui 5,69 (+/-3,5) vs embryon : 21,6% vs 25% 16,2% vs 19,4%
Reprod < 5 millions/ml) 40 cycles ont eu TESA et/ou TESE | 4,14 (+/-2,86) NR
Genet vs ANO dans chaque | et oligospermie sévére 7% vs 10% p>0,05 p>0,05
1998 (21) groupe avec sperme éjaculé p=0,005

p>0,05
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Etudes Population Effectif Description étude Taux de Qualité Taux Taux Taux
Cycles fécondation embryonnaire | d’implantation grossesses grossesses
d’ICSI (éjac vs testic) (éjac vs (éjac vs testic) cliniques évolutives
testic) (éjac vs testic) | (éjac vs testic)
Bukulmez | Tentative sur sperme | 890 patients | - Etude rétrospective 66,5% (sperme Nombre 13,1% (sperme 27,2% (sperme
etal. EurJ | éjaculé (890 cycles) | - comparaison des éjac) moyen éjaculé) éjaculé)
Obstet Vs AO résultats des tentatives d’embryon de
Gynecol Vs ANO 780 cycles entre sperme éjaculé vs 59,9% (AO) grade 1: 13,1% (AO) 27,9% (AO)
Reprod Vs OATS sévere (< sur sperme AO qui ont eu TESA vs NR
Biol. 2001 | 1million/ml) éjaculé ANO quionteu TESE et | 66,4% (ANO) 2,5+/-1.7 12,9% (ANO) 34% (ANO)
(25) OATS qui ont eu une (sperme éjac)
43 cycles TESA 50,8% (OATS 2,2+/-1,6 8,6% (OATS 21,4% (OATS
chez AO sévere) (AO) sévere) sévere)
22+/-15
53 cycles p>0,05 (ANO) p>0,05
chez ANO 3,1+/-1,6 p>0,05
(OATS sévere)
14 cycles
chez OATS p>0,05
sévere
Par transfert : Par transfert :
Ghazzawi | OATS avec 77 patients - Etude prospective 79% (OATS)
etal. numération inférieure | (77 cycles) - comparaison des 25% (OATS) 21% (OATS)
Human a 1 million/mL résultats des tentatives 75% (AO)
Reprod, Vs AO et 28 cycles entre OATS sur sperme NR NR 28% (AO) 22% (AO)
1998 (19) | Vs ANO chez OATS éjaculé vs AO quiont eu 69% (ANO)
<100 000 une MESA ou PESA et vs 21% (ANO) 10% (ANO)
spz/mL ANO qui ont eu une TESE | p>0,05
p>0,05
30 cycles p>0,05
chez ANO
19 cycles
chez AO

Spz : spermatozoides ; AO : azoospermie obstructive ; ANO : azoospermie non obstructive, TESE : testicular sperm extraction, TESA : testicular sperm aspiration, MESA : microsurgical

epididymal sperm aspiration ; PESA : percutaneous epididymal sperm aspiration ; OATS : oligoasthénotératospermie ; éjac vs testic : spermatozoides éjaculés vs testiculaires
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Résumé :

Titre de la thése : Résultats des cycles d’'ICSI en cas d’oligozoospermie extréme ou d’azoospermie
non obstructive.

Contexte : L'oligozoospermie extréme et 'azoospermie non obstructive (ANO) constituent les atteintes
les plus séveres de la spermatogénése. Dans ces deux situations une prise en charge en ICSI peut
étre proposée. La prise en charge de ces patients est techniquement difficile et fastidieuse. Le but de
cette étude est de comparer l'issue des tentatives d’ICS| selon l'origine du sperme (éjaculat ou
testiculaire) dans les atteintes séveres de la spermatogénese.

Méthode : Etude rétrospective unicentrique comparative de 75 patients (161 cycles) présentant une
oligozoospermie extréme/cryptozoospermie et de 74 patients (150 cycles) souffrant d’ANO entre 2007
et 2013. Comparaison du phénotype andrologique puis analyse des résultats biologiques et cliniques
des tentatives d’ICSI.

Résultats : L'antécédent de cryptorchidie est significativement plus fréquent dans le groupe ANO
(60,8% vs 22,6%, p< 0,001). Les taux de FSH sont plus élevés (18,9 UI/L vs 15,3 UI/L, p= 0,001) et les
taux d’inhibine B plus souvent indosables (31,1% vs 10,7%, p=0,0004) dans le groupe ANO.
Concernant les taux de fécondation, on ne retrouve pas de différence significative entre les deux
groupes (48,9% vs 43,3%, p= 0,43). De méme, il n'y a pas de différence sur le pourcentage
d’embryons « Top quality » (22,4% vs 20,4%, p= 0,73) ni pour les taux d’implantation (17,4% vs 15,9%,
p= 0,77). Il n’a pas été retrouvé de différence significative en termes de taux de grossesse clinique par
ponction et par transfert dans les deux groupes (respectivement 29,2% et 28,3% dans le groupe
oligozoospermie extréme/cryptozoospermie vs 26,7% et 27,4% dans le groupe ANO). Lorsque l'on
s’intéresse aux taux de grossesse évolutive et d’accouchement par couple, on constate une tendance
en faveur des tentatives réalisées a partir du sperme éjaculé (52% vs 39,1%, p=0,06).

Conclusion : Il n'existe pas de différence concernant les résultats des tentatives d’ICSI entre les
oligozoospermies extrémes/cryptozoospermies pour qui les tentatives ont été réalisées sur
spermatozoides éjaculés et les ANO qui ont bénéficié de tentatives d'ICSI avec spermatozoides
testiculaires. De ce fait, il est préférable, dés que cela est possible, de privilégier I'utilisation de
spermatozoides éjaculés afin d’éviter, entre autres, une extraction chirurgicale de spermatozoides
testiculaires potentiellement invasive.
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