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RÉSUMÉ

Les traitements du cancer ont une toxicité qui peut atteindre tous les organes ou tissus avec
comme conséquence des séquelles retentissant sur la qualité de vie des patients après
guérison. La cellule germinale souche ou spermatogonie souche constitue une cible de choix
de cette toxicité avec un risque de stérilité qui est dépendant des schémas thérapeutiques
utilisés. Chez l’enfant, la congélation du tissu testiculaire est un procédé récent et potentiel
de préservation de la fertilité masculine. Cependant, les modalités d’utilisation du tissu
testiculaire congelé doivent encore être développées chez l’homme bien que largement
étudiées dans différentes espèces animales.
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SUMMARY

The toxicity of cancer therapies can affect all organs and tissues. Some treatments damage
spermatogonial stem cells (SSCs), with a risk of infertility. Storage and reimplantation of
frozen testicular tissue is a recent approach to fertility preservation for young boys. However,
thawed frozen prepubertal testicular tissue must undergo a maturation process to restore
sperm production. This process, currently being studied in animal models, can be achieved by
in vivo transplantation of SSCs into seminiferous tubules or by testicular grafting, possibly
following in vitro maturation.

INTRODUCTION

Les cancers de l’enfant représentent moins de 1 % de l’ensemble des cancers mais
constituent, avant l’âge de 15 ans, la première cause de décès par maladie [1]. Ainsi,
chez les enfants âgés de 0 à 14 ans, environ 1 500 nouveaux cas sont diagnostiqués
chaque année en France [2]. La répartition en fonction du sexe met en évidence une
prévalence masculine avec un rapport garçons/filles estimé à 1/1,2. Les nouveaux cas
observés sont en plus forte proportion dans le groupe d’âge des 0-4 ans avec une
fréquence de 36 % suivi par le groupe des 15-19 ans avec une fréquence de 28 % [1-3].

Les cancers de l’enfant diffèrent de ceux de l’adulte par leurs types histologiques,
leur chimiosensibilité, leur pronostic et leur évolution. Les tumeurs solides ainsi que
les hémopathies malignes sont les cancers les plus fréquemment retrouvés chez
l’enfant [2, 4-5]. La survie des enfants après traitement d’un cancer a subi une
importante amélioration au cours des trente dernières années du fait des progrès
réalisés dans le diagnostic et les thérapeutiques utilisées, transformant ainsi une
maladie fatale en maladie curable pour bon nombre des enfants atteints. En Europe
et en Amérique du Nord, ce taux de guérison était de 25-30 % en 1970 et a atteint
70-80 % en 2001 [6-7].

Les traitements du cancer ont une toxicité reconnue qui peut atteindre tous les
organes ou tissus avec comme conséquences des séquelles pouvant retentir sur la
qualité de vie des patients après guérison. Les gonades constituent une cible de choix
de cette toxicité, le testicule étant plus vulnérable que l’ovaire. Le testicule peut être
atteint à la fois au niveau de sa fonction exocrine, la spermatogenèse (cellules
germinales et cellules de Sertoli) et de manière plus exceptionnelle au niveau de sa
fonction endocrine (cellules de Leydig). En effet, l’épithélium séminifère et plus
spécifiquement la cellule germinale souche sont particulièrement sensibles aux effets
toxiques de la chimiothérapie ou la radiothérapie, la cellule de Leydig étant beau-
coup plus résistante et la toxicité sur la cellule de Sertoli étant plus difficilement
évaluable. Cependant, cette toxicité gonadique sera dépendante des thérapeutiques
mises en œuvre [type (radiothérapie, chimiothérapie), dose, durée]. En ce qui
concerne la radiothérapie, la dose totale d’irradiation reçue, son caractère frac-
tionné ou non ainsi que le champ d’irradiation sont des paramètres à prendre en

Bull. Acad. Natle Méd., 2013, 197, nos 4-5, 877-886, séance du 14 mai 2013

878



considération pour l’évaluation de la toxicité du traitement. En ce qui concerne la
chimiothérapie, les molécules utilisées, la dose cumulée du principe actif reçu et la
combinaison des molécules doivent également être retenues. Ainsi, les agents alky-
lants mais aussi les antimétabolites sont connus pour leur effet toxique à long terme
ou permanent sur les cellules germinales souches. Enfin, l’âge du patient, la suscep-
tibilité individuelle à la toxicité de ces traitements et la qualité de la spermatogenèse
préalable à l’introduction des traitements sont également des paramètres à prendre
en considération [8-9].

Cependant, certains schémas thérapeutiques sont à risque très élevé d’altération
définitive de la cellule germinale souche : (i) le conditionnement précédant l’allo-
greffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) (irradiation corporelle totale et
chimiothérapie aplasiante) ; (ii) l’intensification thérapeutique avec autogreffe de
CSH (incluant le support de cellules souches hématopoïétiques) ; (iii) les traitements
utilisés pour les tumeurs des tissus mous métastatiques et des protocoles de chimio-
thérapie pouvant inclure l’utilisation d’agents alkylants pour traiter certains lym-
phomes ; (iv) la radiothérapie pelvienne ou testiculaire [10]. En Europe, le nombre
de greffes de CSH réalisées chez l’enfant atteint d’un cancer a augmenté de manière
conséquente depuis 1996 [11]. En France, les greffes de CSH pratiquées chez le
garçon représentent près de 59 % de l’ensemble des allo- et autogreffes effectuées
chez l’enfant dont l’âge est compris entre 0 et 16 ans [12].

Le testicule prépubère n’est pas protégé des effets toxiques de la chimiothérapie ou
de la radiothérapie, en dépit d’un faible taux de prolifération cellulaire observé au
niveau des spermatogonies. Ainsi, une azoospermie peut être observée chez près de
18 % des hommes guéris d’un cancer traité durant l’enfance [13]. Des stratégies pour
préserver leur fertilité doivent être proposées et plus particulièrement si un traite-
ment à risque majeur d’altération définitive de la cellule germinale souche est
envisagée.

QUELLES SONT LES STRATÉGIES DE PRÉSERVATION DE LA
FERTILITÉ CHEZ LE GARÇON ?

La préservation de la fertilité est actuellement envisageable pour les hommes
pubères et pour les femmes pubères ou prépubères. Chez la petite fille, l’adolescente
et la jeune femme, la congélation du tissu ovarien peut être proposée afin de
préserver leur fertilité. La congélation d’embryons est proposée dans des indications
très limitées chez des femmes faisant partie d’un couple avec un projet parental déjà
établi. La congélation d’ovocytes tend à se développer dans des indications très
ciblées. La conservation du tissu ovarien permet actuellement d’envisager une greffe
autologue après guérison. À ce jour, des essais de greffe ont été réalisés pour environ
une trentaine de patientes dans le monde. Des naissances ont ainsi été obtenues
après restauration naturelle de la fertilité [14]. Chez les hommes pubères, la congé-
lation des spermatozoïdes est proposée depuis les années 1970 en France en vue
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d’une utilisation ultérieure dans le cadre d’une assistance médicale à la procréation
(AMP) [15, 16].

Chez le garçon prépubère, la préservation de la fertilité repose uniquement sur la
possibilité de conserver les cellules germinales souches. Aucune autre stratégie de
préservation de la gonade n’est actuellement disponible. Par exemple, aucun traite-
ment médical de protection des cellules germinales souches et plus largement de la
gonade n’est actuellement disponible [17-18].

La conservation par congélation des cellules germinales souches peut s’envisager
selon différentes modalités. Un prélèvement chirurgical de tissu testiculaire doit tout
d’abord être effectué. Puis, le tissu testiculaire ainsi prélevé sera utilisé sous la forme
de fragments ou d’une suspension de cellules testiculaires ou d’une fraction enrichie
en cellules germinales souches obtenue après dissociation mécanique ou enzymati-
que du tissu. Les fragments de tissu testiculaire ou la suspension cellulaire pourront
avant ou après congélation être : (i) mis en culture de façon à reproduire in vitro une
spermatogenèse (maturation in vitro) — les spermatozoïdes ainsi générés seront
congelés en vue d’une utilisation ultérieure dans le cadre d’une AMP [19] ; (ii)
greffés ou transplantés chez le patient après guérison afin d’obtenir une spermato-
genèse in vivo (maturation in vivo) chez le patient pour restaurer sa fertilité naturelle
ou pour produire des spermatozoïdes utilisables dans le cadre d’une AMP ; (iii)
greffés ou transplantés chez l’animal (xénogreffe ou xénotransplantation) afin
d’aboutir aussi à une spermatogenèse in vivo [20].

Les maturations in vitro ou in vivo chez l’animal sont envisageables dans la situation
de tumeurs pouvant métastaser et envahir le tissu testiculaire. Tout risque de ré-
introduction de cellules néoplasiques au patient serait ainsi évité. Les maturations in
vitro ou in vivo chez l’animal présentent néanmoins un certain nombre d’inconvé-
nients. Tout d’abord, dans la mesure où la maturation des gamètes se ferait dans un
environnement différent de celui d’origine, on peut craindre des modifications
d’ordre génétique ou épigénétique pouvant être à l’origine de pathologies de la des-
cendance. Une contamination par des agents infectieux d’origine animale est égale-
ment possible en maturation in vivo chez l’animal ou en maturation in vitro, si des cel-
lules ou des molécules d’origine animale sont utilisées. Enfin, on peut s’interroger s’il
est acceptable sur le plan éthique d’utiliser en AMP des spermatozoïdes humains
obtenus chez un animal. Ces différents inconvénients ne sont pas retrouvés dans le
cas d’une maturation in vivo chez le patient. De plus, la transplantation de cellules
germinales souches dans les testicules du patient guéri, est la seule approche
permettant d’envisager une restauration naturelle de la fertilité [20]. Cependant, le
risque de réintroduction de la maladie existe à la fois dans le cas d’une greffe
autologue de tissu testiculaire ou d’une transplantation de cellules testiculaires.

La congélation et la conservation de fragments de tissu testiculaire permet donc
d’envisager les différentes modalités d’utilisation mentionnées ci-dessus. Elle permet
également de préserver l’architecture des tubes séminifères et plus spécifiquement le
microenvironnement propre à la niche de la cellule germinale souche.
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COMMENT CONGELER LE TISSU TESTICULAIRE OU LES CELLULES
GERMINALES SOUCHES ?

La conservation de cellules ou de tissus par congélation a pour but de suspendre
l’état de vie et d’animation des cellules à des températures cryogéniques (-196° C).
Tout procédé de congélation cellulaire ou tissulaire comprend des étapes successives
de mise en œuvre dont la chronologie et le contrôle doivent est précis. En effet, la
viabilité cellulaire et la qualité de la matrice extracellulaire après décongélation
seront influencées par le degré de déshydratation des cellules, la cristallisation et la
toxicité des cryoprotecteurs utilisés. Le procédé de congélation comprendra donc :
(i) l’équilibration de l’échantillon avec le milieu de congélation contenant les
cryoprotecteurs ; (ii) la descente en température ; (iii) la conservation à basse
température ; (iv) la décongélation permettant l’élimination des cryoprotecteurs
utilisés [21-24].

Le tissu testiculaire prépubère est constitué de cellules riches en cytoplasme (cellules
germinales souches, cellules de Sertoli et cellules de Leydig) avec un risque accru de
formation de cristaux de glace dans le cytoplasme de ces cellules lors de la congéla-
tion : les milieux de congélation, les protocoles de congélation et la courbe de
descente en température contrôlée et rapide utilisés pour les spermatozoïdes, cellules
pauvres en cytoplasme mais dont la congélation est maitrisée depuis 1953, ne sont
pas adaptés pour le tissu testiculaire prépubère [25-26]. En revanche, les protocoles
de congélation utilisés pour la congélation des embryons ou du tissu ovarien humain
semblent plus adaptés pour la congélation du tissu testiculaire prépubère [28]. Ainsi,
le développement d’un protocole de congélation de tissu testiculaire prépubère ou
de cellules germinales souches nécessite la maîtrise de nombreux paramètres avec la
nécessité de développer des modèles animaux avant d’envisager une utilisation chez
l’enfant dans le cadre de la préservation de la fertilité.

Différents cryoprotecteurs ont été utilisés pour la congélation de cellules testiculai-
res ou de tissu testiculaire : le diméthylsulfoxyde pour la congélation de spermato-
gonies isolées de testicules pubères ou prépubères de souris [29] ou humaines [30]
avec une efficacité plus importante que le glycérol dans le maintien de la viabilité
post-décongélation des spermatogonies A bovines [31] et que l’éthylène glycol lors
de la congélation de spermatogonies isolées de testicules prépubères de souris [32].
L’ajout de sucrose semble accroître l’effet cryoprotecteur du milieu sur les cellules
germinales [31-32]. Les meilleures viabilités obtenues après décongélation sont
obtenues avec des courbes de descente en température non linéaires et contrôlées
avec « seeding » généralement entre ¢6 et ¢7° C [30, 33-34]. Les spermatogonies
murines [34] ou bovines [31] conservent une viabilité satisfaisante après une descente
en température non contrôlée en plaçant directement les échantillons à ¢80° C
pendant 24 heures avant de les plonger dans l’azote liquide. La vitrification d’une
fraction enrichie en cellules diploïdes testiculaires humaines permet d’obtenir une
bonne viabilité après décongélation [35].
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La congélation du tissu testiculaire permet de conserver par congélation un ou
plusieurs fragments de testicule issus d’un ou deux testicules. Le diméthylsulfoxyde,
l’éthylène glycol, le glycérol ou le propanediol sont des cryopotecteurs qui ont été
utilisés pour la congélation du tissu testiculaire chez le rongeur, le primate non
humain, le porc et l’homme [23]. La courbe de descente en température peut être
lente contrôlée ou non, avec ou sans seeding [20, 23, 36-37]. Les meilleurs résultats
étaient généralement obtenus en utilisant du DMSO à une concentration de 0,7 ou
1,5M en réalisant une descente en température lente de façon contrôlée ou non
contrôlée, avec ou sans seeding [20, 37].

La congélation du tissu testiculaire a été rapportée plus récemment chez l’enfant ou
l’adolescent selon une courbe de descente en température lente avec ou sans seeding.
Bahadur et al. [38] réalisent un prélèvement testiculaire chez deux garçons âgés
respectivement de 8 et 13 ans avant l’introduction d’un traitement par chimiothéra-
pie en utilisant un protocole de congélation de spermatozoïdes, aucune précision
n’est apportée sur la qualité du tissu après décongélation. Keros et al. [39] congèlent
des fragments testiculaires prélevés chez cinq garçons âgés entre 2 et 14 ans avant
traitement à risque élevé de stérilité, chimiothérapie et irradiation pelvienne pour
l’un d’entre eux et allogreffe de cellules souches hématopoïétiques pour les quatre
autres enfants. Les cellules germinales souches sont évaluées sur le plan quantitatif
et qualitatif après décongélation. Cependant, les données rapportées ne permettent
pas de préciser si ces cellules sont présentes et fonctionnelles chez tous les patients.
Kvist et al. [40] rapporte la congélation de tissu testiculaire chez de jeunes garçons
devant subir une cure chirurgicale de cryptorchidie. Enfin, très récemment, la
conservation du tissu testiculaire a été rapportée dans le cadre de la préservation de
la fertilité dans et en dehors du champ du cancer chez le garçon pré-pubère voire le
jeune adolescent (n = 5 [40] ; n = 16 [41] ; n = 62 [43]). La vitrification du tissu
testiculaire humain pré-pubère a été rapportée de manière plus exceptionnelle [43].

En France, la congélation du tissu testiculaire s’inscrit dans la loi relative à la
bioéthique de Juillet 2011 qui reconnaît que « toute personne peut bénéficier du
recueil et de la conservation de ses gamètes ou de son tissu germinal... lorsqu’une
prise en charge médicale est susceptible d’altérer sa fertilité, ou lorsque sa fertilité
risque d’être prématurément altérée ». Cependant, cette procédure de préservation
de la fertilité masculine se met en place lentement en France et en Europe, du fait de
la nécessité de maîtriser la procédure de congélation du tissu testiculaire mais aussi
de pourvoir mettre en place un réseau pluridisciplinaire associant les onco-
hématologues de l’enfant, les chirurgiens infantiles et les médecins et biologistes de
la reproduction pour assurer une prise en charge optimale des jeunes patients.

La congélation du tissu testiculaire est proposée aux garçons (enfants, adolescents et
adultes jeunes) depuis l’année 2007 au sein de notre centre de préservation de la
fertilité [Centre d’Étude et de Conservation des Œufs et du sperme humain
(CECOS) du CHU — Hôpitaux de Rouen]. Près de 80 patients ont pu bénéficier de
cette procédure qui a été réalisée dans 72 % des cas dans le champ du cancer, avant
allo- ou autogreffes de cellules souches hématopoïétiques. Environ 12 % des enfants
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sont actuellement décédés. L’intégrité structurale du tissu testiculaire est conservée
après décongélation. Le prélèvement du tissu testiculaire a été uni ou bilatéral et a
été effectué par voie chirurgicale selon une technique standardisée utilisée également
chez les hommes infertiles présentant une azoospermie non obstructive en vue
d’isolement de spermatozoïdes [22].

Chez le garçon pré-pubère, la congélation du tissu testiculaire s’adresse à des
garçons traités par chimiothérapie ou radiothérapie à fort potentiel stérilisant à
l’âge adulte, tel que cela a été défini précédemment. Cette procédure de congélation
de tissu testiculaire est également envisageable dans les indications d’orchidectomie
bilatérale ou unilatérale sur testicule unique. Des traitements à fort potentiel stéri-
lisant sont utilisés principalement dans des affections malignes. Cependant, l’allo-
greffe de cellules souches hématopoïétiques peut aussi être envisagées dans des
pathologies non malignes [41-42].

La proposition de congélation du tissu testiculaire est discutée de manière collégiale
entre le pédiatre onco-hématologue, le chimiothérapeute, le radiothérapeute, le
biologiste de la reproduction et le chirurgien. La procédure de congélation du tissu
testiculaire et les modalités potentielles d’utilisation sont ensuite expliquées au
malade et à ses parents. Le consentement du patient et de ses parents sera alors
recueilli.

Aucune utilisation de tissu testiculaire humain décongelé, n’a été rapportée à ce jour
car la congélation du tissu testiculaire intéresse principalement de jeunes garçons
sans demande d’utilisation du tissu conservé. Cependant, les différentes modalités
d’utilisation du tissu testiculaire décongelé mentionnées précédemment ont déjà été
validées dans plusieurs espèces animales en ce qui concerne la greffe de tissu
testiculaire et la transplantation de cellules germinales et chez la souris pour la
spermatogenèse in vitro [19-20].

CONCLUSION

La congélation du tissu testiculaire permet d’envisager la préservation de la fertilité
de jeunes garçons exposés à un traitement très toxiques pour la cellule germinale
souche. L’inégalité d’accès à cette procédure sur le territoire français doit nous
encourager à améliorer l’information adressée aux prescripteurs potentiels, aux
patients et aux parents. Le suivi des patients est également une des étapes de cette
procédure afin d’en améliorer les indications et d’orienter le patient dans ses projets
de conception ultérieure. De plus, des travaux de recherche doivent être menés pour
s’assurer de la fonctionnalité du tissu testiculaire humain après décongélation à la
fois en ce qui concerne la maturation in vivo et la maturation in vitro.
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DISCUSSION

Mme Monique ADOLPHE

A-t-on des résultats différents entre la congélation lente et la congélation brutale sur la
qualité du tissu ?

Les études portant sur la comparaison entre les résultats comparatifs « congélation lente
versus congélation ultra-rapide du tissu testiculaire » sont exceptionnelles à l’heure
actuelle sur les modèles animaux et chez l’homme. Aucune étude n’a montré la supério-
rité de l’une procédure de congélation par rapport et surtout en ce qui concerne la
possibilité de générer de manière plus efficace des spermatozoïdes par l’une des deux
procédures.

M. Jacques HUREAU

La complexité des manipulations depuis le prélèvement du tissu testiculaire jusqu’à
l’implantation de l’œuf après FIV n’est-elle pas susceptible de générer des anomalies
génomiques ? Compte-tenu du jeune âge des malades, il ne semble pas qu’il y ait de cas
clinique humain. Qu’en est-il chez l’animal ? La réponse est peut-être donnée par la
cryopréservation du tissu ovarien qui a permis des grossesses satisfaisantes.

Aucune étude n’a encore évalué sur le plan génétique et épigénétique la qualité du
conceptus qui serait obtenu par fécondation in vitro à partir de spermatozoïdes issus de
la maturation in vivo (greffe tissulaire ou cellulaire) ou la maturation in vitro du tissu
testiculaire prépubère décongelé. Les résultats obtenus à partir des enfants conçus après
greffe de tissu ovarien ne permettent de nous éclairer sur cette question dans la mesure où
à notre connaissance aucune étude affinée sur le plan génomique ou épigéomique n’a été
effectuée chez ces enfants. Il s’agit effectivement des objectifs des futures études.
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