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Partie | :
Bases de connaissance

1. Historique du spermatozoide

16



Un peu d’histoire...

La biopsie testiculaire est utilisée depuis plus de 70 ans, a titre a la fois diagnostique et
thérapeutique. C’est en 1940 que CHARNY introduit la biopsie testiculaire pour le diagnostic
des stérilités masculines (1).

Pendant plusieurs années, 1’analyse qualitative est seule pratiquée et permet d’établir
les principes de la classification histologique des troubles de la spermatogenése (2). Les
premieres études quantitatives sur biopsie testiculaire humaine sont dues a ROOSEN-RUNGE
en 1956 (3). 1l s’agit alors d’analyses des constituants testiculaires sans corrélations anatomo-
cliniques. Puis CLERMONT décrit en 1963 1’organisation précise de 1I’épithélium séminal

chez I’homme, avec la notion de cycle dynamique de 1’épithélium du tube séminipare (4).

Dans le développement progressif de 1’andrologie, la biopsie testiculaire a connu des
intéréts trés fluctuants. C’était alors la seule exploration possible pour les hommes
azoospermiques avant I’introduction des dosages hormonaux pour 1’aide diagnostique.

Dans les années 70, son intérét a fortement diminué puis a connu un regain dans les années
80. Les microchirurgiens voulaient alors connaitre la valeur de la spermatogenese avant

d’entreprendre des interventions de reperméabilisation épididymaire ou déférentielle (5;6).

Plus récemment, le développement des techniques de fécondation in vitro, a ouvert de

nouvelles possibilités thérapeutiques et son utilisation est devenue incontournable.
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2. Quelques définitions
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Afin de mieux cerner la problématique, des précisions nosologiques et quelques rappels
physiologiques sont & effectuer.

a. Fertilité masculine

La fertilité est une potentialité, c¢’est-a-dire une capacité a concevoir. Son contraire est la

stérilité, aboutissant & une fin de vie reproductive.

La fécondité, terme proche et souvent confondu, est un état, c’est-a-dire le fait d’avoir un

enfant. Son contraire est 1’infécondité qui est I’absence de naissance vivante.

Récemment les études épidémiologiques ont fait état d’un déclin de la fécondité avec
I’augmentation parallele des traitements de I’infécondité et I’essor de 1’ Assistance Médicale a
la Procréation (AMP). Pour rappel, Louise est en 1978 le premier enfant né aprés une FIV en

Angleterre, tandis qu’il s’agit d’Amandine en 1982 en France.
b. L’axe gonadotrope

La spermatogenese est la résultante d’une cascade hormonale a point de départ
hypothalamique, I’hypothalamus sécrétant de maniére pulsatile la GnRH, elle-méme stimulant
la production de LH et FSH par I’hypophyse.

La FSH agit sur la cellule de Sertoli qui intervient dans la maturation de la lignée germinale.
Elle est souvent augmentée en cas d’azoospermie sécrétoire.

La LH agit sur la cellule de Leydig pour stimuler la production de testostérone.

L’inhibine B est une glycoprotéine sécrétée par les cellules de Sertoli et agit sur I’hypophyse
pour inhiber la libération de FSH, par rétrocontrdle négatif.

Le dosage de testostérone est un reflet de la fonction endocrine du testicule.
c. Le spermogramme

Pratiqué au laboratoire par masturbation aprés 3 a 5 jours maximum d’abstinence, et

toilette génitale soigneuse, il est le premier examen a réaliser dans le bilan d’une infertilité
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masculine. Différents parametres spermatiques y sont analysés selon des normes définies par

I’OMS : aspect, viscosité, pH, volume de 1’¢jaculat, mesure de la numération spermatique,

mobilité et vitalité¢ des spermatozoides, présence de cellules rondes et d’agglutinats, MAR-test

(mixed agglutination reaction test) (Tableau 1). Le spermocytogramme vient en complément

pour I’analyse morphologique des spermatozoides.

Tableau 1 : Terminologie de la spermiologie

Terminologie

Signification

Normozoospermie

Tous les paramétres spermatiques sont normaux :

—volume de I’¢jaculat : 1,5-6 ml

-pH:7,2-8

— numération : > 20 M/ml

— nombre total de spermatozoides : > 40 millions
par éjaculat

— mobilité progressive (a + b) : > 50 %

— morphologie normale :

- > 30 % de formes typiques (classification de
David)

- > 14 % (classification de Kruger)

Oligozoospermie

Diminution de la numération spermatique :
— modérée : entre 10 et 20 M/ml

— importante : entre 5 et 10 M/ml

—sévere : entre 1 et 5 M/ml

—extréme : <1 M/ml

Asthénozoospermie

Diminution de la mobilité des spermatozoides

Akinétospermie

Absence de spermatozoides mobiles

Tératozoospermie

Augmentation des formes atypiques

Oligo-asthénotérato-zoospermie

Altération des trois variables spermatiques :
numeération, mobilité et morphologie

Azoospermie

Absence de spermatozoides

Aspermie

Absence d’¢éjaculat (anéjaculation)

Leucospermie

Présence de polynucléaires dans le sperme

Nécrozoospermie

Altération de la vitalité des spermatozoides

M : million.

L’azoospermie est définie par 1’absence totale de spermatozoides a la lecture du

spermogramme. Les différents types et étiologies des azoospermies seront décrits

ultérieurement.
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3. Anatomie de la sphere uro-génitale
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a. Organes (7;8)
e Le testicule

Glande sexuelle masculine, paire, assurant la production des spermatozoides (sécrétion
exocrine) et d'une partie des hormones sexuelles (sécrétion endocrine), le testicule est situé
dans les bourses a la partie antérieure du périnée, sous la verge, appendu au cordon
spermatique, le testicule gauche en général situe un peu plus bas que le droit, ils sont mobiles

sous l'effet des fibres du crémaster et de la pesanteur.

Ses dimensions sont : 4 a 5 cm de longueur, 3 cm de hauteur, et 2,5 cm d'épaisseur pour un

poids d'environ 20 grammes, épididyme compris.

Le bord supérieur est coiffé par 1'épididyme, a la maniére d’un « cimier de casque », cCoOmposé
d’une téte (« globus major »), d’un corps et d’une queue (« globus minor »), et qui mesure

environ 5 cm de longueur, 12 mm de largeur et 5 mm d’épaisseur.

Les vaisseaux abordent le testicule par son bord supérieur. Le bord inférieur ainsi que la

queue de I'épididyme donnent insertion au gubernaculum testis.

Le testicule posséde différentes enveloppes au nombre de 7, de la superficie a la profondeur :

Le scrotum

Le dartos

Une couche celluleuse sous-cutanée

Une couche fibreuse superficielle ou fascia spermatique externe
Le crémaster

La fibreuse profonde commune ou fascia spermatique interne

La vaginale
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Sa surface est lisse, brillante, blanc bleuatre, cette coloration est celle de I'enveloppe,
I'albuginée, le tissu testiculaire, ou pulpe, étant brun jaunétre. L'albuginée confére par ailleurs

au testicule une consistance ferme liée a la tension du contenu.

Dans chaque lobule testiculaire, se trouvent 1 a 4 tubes séminiferes, soit 1 000 environ dans
chaque testicule. Les tubes séminiferes des différents lobules se rejoignent pour constituer
d'abord les tubes droits puis le rete testis, ou réseau de Haller, d'ou émergent les cones

efférents qui, pénétrant dans la téte de I'épididyme, vont former le canal épididymaire.

Ce dernier forme le corps de 1’épididyme en se pelotonnant sur lui-méme. La téte et le corps
sont recouverts par la vaginale et séparés du testicule par un sillon. Au niveau du corps, ce
sillon est plus marqué, réalisant la fossette interépididymotesticulaire. La queue de
I'épididyme est unie a la face inférieure du testicule par du tissu fibreux. Son extrémité
postérieure se poursuit avec le canal déférent. Déroulé, il mesure 6 & 7 m de longueur, preuve

de son aspect trés contourné, tandis que son diamétre est d'environ 450 a 500 um.

e Les voies spermatiques

Elles conduisent le sperme du testicule a l'uretre prostatique. Elles comprennent

successivement :

les éléments qui sont intratesticulaires puis intraépididymaires. Il s'agit des tubes
droits, du rete testis, des canalicules efférents du testicule et du canal épididymaire, déja
envisagés précédemment ;

le conduit déférent (canal déférent) ;

les vésicules séminales ;

le canal éjaculateur.
Le conduit déférent :

Il mesure 35 a 47 cm selon Testut. On lui décrit une portion extrapelvienne, une portion
iliaque, une portion pelvienne. Il a une consistance ferme classiqguement en « corde a fouet »

du fait de I’épaisseur de sa paroi (3 mm) alors que sa lumicre est de faible diameétre (0,5 mm).
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Les vésicules séminales :

Ce sont deux réservoirs musculo-membraneux dans lesquels le sperme s‘accumule entre les
éjaculations. Elles sont placées en dérivation sur les voies spermatiques. Elles sont situées a la
face postérieure de la vessie, en avant du rectum et sont unies a la base prostatique par leur
extrémité inférieure. Leur longueur moyenne est de 5 a 10 cm, et le volume de chaque

vésicule est de 5 & 10 cm®, variable avec l'activité génitale et I'age.
Les canaux €jaculateurs :

IIs naissent de la réunion du conduit déférent avec le col de la vésicule séminale
correspondante. Leur trajet est oblique vers le bas et l'avant pour se terminer dans l'uretre
prostatique de part et dautre du colliculus seminalis (veru montanum), et d'un petit
diverticule, l'utricule prostatique, résidu embryologique des canaux de Muiller. Ils mesurent de
15 a 20 mm de long et leur calibre est de 1,5 mm a l'origine pour décroitre progressivement

jusqu'a 0,5 mm a la terminaison.

Figure 2 : Déférentographie
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Figure 3 : Anatomie génitale masculine : 1. Vessie 2. Pubis 3. Pénis 4. Corps caverneux 5.
Gland 6. Prépuce 7. Méat 8. Cdlon sigmoide 9. Rectum 10. Vésicule séminale 11. Canal
éjaculateur 12. Prostate 13. Glande de Cowper 14. Anus 15. Canal déférent 16. Epididyme

17. Testicule 18. Scrotum (bourse)

b. Vascularisation

e Artérielle

La vascularisation artérielle des bourses est assurée par trois arteres.

L'artere spermatique (ou testiculaire). Elle nait le plus souvent de la face antérolatérale de
l'aorte, juste au-dessous de l'artere rénale. Parfois, elle peut naitre de I'artére rénale ou de I'une

de ses branches.

A droite, l'artére spermatique descend en avant du psoas et de la veine cave. Elle précroise
I'uretére droit, le nerf génitofémoral et la portion pelvienne de Il'artére iliaque externe, pour

rejoindre le cordon spermatique a l'orifice inguinal profond.

A gauche, l'artére spermatique descend derriére l'artére mésentérique inférieure puis suit le

méme chemin.
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Dans 10 % des cas, l'artere spermatique se divise haut dans le cordon en une artere
spermatique inférieure et une interne nécessitant une dissection prudente lors d'une

orchidopéxie ou d'une cure d'ectopie testiculaire.

Ailleurs, elle donne une branche épididymaire qui va s'anastomoser a l'artere déférentielle, et

une branche testiculaire.

L'artere déférentielle (artére crémastérique) est une branche de la vésiculodéferentielle. Elle

suit le canal déférent dans tout son parcours.

L'artere funiculaire, branche de I'épigastrique, vascularise les enveloppes du testicule et peut

s'anastomoser aux deux précédentes.
e Veineuse

Le drainage veineux est soumis a de nombreuses variations. Dans la plupart des cas, on peut

distinguer un réseau superficiel et un réseau profond a plusieurs composantes.
Réseau profond :
» Composante antérieure

Les veines émergent du testicule, s'anastomosent a d'autres veines issues d'un plexus situé sur

la face antérieure de I'épididyme pour former le plexus pampiniforme.

Ce plexus a le méme trajet que l'artére spermatique, en avant du canal spermatique, dans le

cordon spermatique.

Les vaisseaux du plexus pampiniforme sont réduits a deux ou trois lorsqu'ils passent dans
I'orifice inguinal profond, puis a un dans leur portion pelvienne lorsqu'ils longent I'artére

spermatique.

A droite, la veine spermatique s'abouche dans la face antérieure de la veine cave inférieure. A
gauche, la veine spermatique s'abouche au bord inférieur de la veine rénale en regard de la

veine surrénalienne inférieure.
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» Composante mediane
Elle est constituée par deux voies :

la veine funiculaire se jette dans la veine épigastrique inférieure et draine la partie
postérieure de I'épididyme ;

la veine déférentielle comme l'artére du méme nom accompagne le canal déferent.
» Composante postérieure
Elle est constituée par les veines crémastériennes.
Réseau superficiel :

Les veines drainant le scrotum se jettent dans la veine honteuse interne (pudendal interne),

branche de la veine saphéne interne (grande veine saphene).

c. Innervation

IIs proviennent de deux sources : du plexus spermatique ou testiculaire et du plexus

déférentiel.

Le plexus spermatique ou testiculaire représente une efférence du plexus épigastrique ou
solaire, impair, situé en avant du tiers supérieur de l'aorte abdominale en regard de L1. Il est
constitué de fibres venant du plexus rénal, qui rejoignent l'artére testiculaire preés de son
origine, pour constituer deux ou trois rameaux susceptibles de donner un tronc nerveux
unique. Il recoit également des filets issus des nerfs intermésentériques. Le tronc nerveux
spermatique unique ou double ainsi formé chemine au sein du paquet vasculaire testiculaire
jusqu'a la gonade, se terminant par quelques branches au niveau du tiers antérieur de son bord

postérosupérieur.

Le plexus déférentiel représente une branche efférente du plexus hypogastrique inférieur ou
pelvien, lame sagittale paire, située dans le pelvis, de part et d'autre des viscéres. Les nerfs des

canaux déférents naissent de la face interne de ce plexus, représentés par deux filets satellites
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du canal deférent et un troisieme qui suit lI'artere du canal déférent. Ces trois nerfs gagnent la
face médiale de la queue de I'épididyme ou ils se terminent sans anastomose avec le plexus

testiculaire trés voisin, occupant la face antérieure du testicule et de I'épididyme.

Les nerfs testiculaires se distribuent a I'albuginée, aux canaux séminiferes et aux éléments
vasculaires, jouant un réle important dans la trophicité et les sécrétions interne et externe de la
gonade. Précisons par ailleurs que la sensibilité trés particuliere du testicule correspond en
clinique a D10 (ou T10).
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4. Histologie du testicule
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La fonction exocrine (production des spermatozoides) est assurée par les tubes
séminiféres qui se creusent au sixieme mois embryonnaire, mais les spermatogonies, cellules

souches de la lignée germinale, restent quiescentes jusqu'a la puberté. (9)

A I'age adulte, les testicules contiennent 200 & 300 lobules (représentant 85 a 90 % du
volume testiculaire), constitués eux-mémes de un a quatre tubules seminiféres, comme nous
I’avons cité précédemment, d'environ 50 cm de long. Le tubule est alors le siege de la

spermatogenese, avec six stades successifs de différenciation cellulaire germinale.

Les spermatogonies, cellules diploides 46 XY, se multiplient par mitose, assurant
ainsi la réserve de cellules souches et la production de cellules pouvant entrer dans le cycle
méiotique. La premiére division méiotique réductionnelle transforme les spermatocytes
primaires, cellules a 4n acide desoxyribonucléiqgue (ADN) contenant 46 chromosomes
haploides, appariés deux a deux sous forme de bivalents, en spermatocytes secondaires,
cellules haploides a 23 chromosomes composés de deux chromatides soeurs (2n ADN). C'est
au cours de la prophase de la premiére division méiotique qu'ont lieu les crossing over ,
permettant des échanges au hasard entre le patrimoine génétique paternel et maternel. La
deuxiéme division méiotique, équationnelle, aboutit au stade de spermatides primitives,
cellules haploides (23 chromosomes et n ADN). Pendant la phase de spermiogenése d'une
durée de 23 jours, les réarrangements cellulaires des spermatides primitives rondes menent
aux spermatides tardives flagellées, finalement différenciées en spermatozoides. Ces derniers

sont libérés dans la lumiére des tubules séminiferes au cours de la spermiation.

Chez I'hnomme, la spermatogenése se déroule physiologiquement a une température de

32 a 35°C, au cours d'un cycle spermatogénétique de 74 jours. Figure 4.

La follicle-stimulating hormone (FSH) stimule la division des spermatogonies. Les
androgeénes intratesticulaires agissent lors de la méiose et de la spermiogenese par

I'intermédiaire des cellules de Sertoli.
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Figure 4 : Schéma de la spermiogenese

31



5. Les azoospermies
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L’azoospermie doit étre confirmée aprés au moins deux spermogrammes avec absence de
spermatozoides. Il existe deux types d’azoospermie : obstructive par obstacle sur les voies
génitales ou non obstructives par défaut de production des spermatozoides. La distinction
repose sur plusieurs arguments: données cliniques, spermiologiques, hormonales,

échographiques, génétiques et histologiques (10).
a. Azoospermie Obstructive

On peut relever quatre grandes étiologies a ce type d’azoospermie :

- agenésie/ atrésie des canaux déférentiels et/ou vésicules séminales

séquelles d’infections génitales

antécédents de vasectomie

plus rare, kyste prostatique volumineux compressif.
b. Azoospermie Non Obstructive
Il s’agit d’un déficit sécrétoire de cause périphérique ou centrale :
e Cause périphérique
- origine génétique (syndrome de Klinefelter, microdélétions du chromosome Y,
mutations inhibitrices du récepteur de la FSH)
- origine acquise (cryptorchidie, chirurgie inguino-scrotale, toxiques,
traumatismes, orchites, torsion testiculaire, role co-facteur de la varicocg¢le...)
- idiopathique
e Cause centrale
- hypogonadisme hypogonadotrope congeénital : syndrome de Kallmann de

Morsier, syndrome de Prader-Willy, mutations des génes de récepteur a la
GnRH, FSH ou LH, mutations du géne GPR 54...
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- hypogonadisme hypogonadotrope acquis : tumeur hypophysaire, atteinte post-

radique, iatrogénie médicamenteuse. ..

c. Bilan devant une azoospermie

L’interrogatoire et 1’examen clinique sont des étapes cruciales pour préciser les facteurs

susceptibles d’altérer la fertilité.

Le spermogramme permet de préciser le volume de 1’¢jaculat, le pH séminal. La
biochimie séminale est prescrite lorsqu’une anomalie des glandes génitales est suspectée afin

d’en préciser le niveau.

Les dosages hormonaux comportent: FSH et inhibine B (fonction sertolienne),
testostéronémie (fonction leydigienne), LH et prolactine en cas d’hypotestostéeronemie.
L’échographie scrotale est systématiquement réalisée. Elle permet de déterminer le volume
testiculaire avec précision (valeur seuil fixée a 16 ml pour I’hypotrophie), d’étudier le

carrefour prostato-vesiculo-déférentiel, d’éliminer une pathologie tumorale.
Le caryotype est également systématique chez les azoospermes. L’anomalie la plus
fréquente est le syndrome de Klinefelter (47, XXY) (11 % environ). D’autres mutations sont

recherchées en fonction des constatations clinico-biologiques précédentes. Si une anomalie

génétique est mise en évidence, un conseil génétique est réalisé avant la poursuite de I’AMP.

La conduite a tenir est schématisée dans 1’arbre décisionnel ci-apres.
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Figure 5 : conduite a tenir face a une azoospermie

Azoospermie
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| |
| . R . 4 . N\ 4 | N\
Mutation du géne Malformation uro- Azoospermie Azoospermie non Azoospermie non
CFTR génitale obstructive obstructive obstructive centrale

\__excrétoire pure \___ périphérique L )
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6. Méthodes et aspects techniques

du prélevement
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L’activité de prélévement chirurgical de tissu testiculaire en vue d’utilisation procréative
doit étre faite par un chirurgien en possession des agréments délivrés par arrétés ministériels
apres avis de la Commission Nationale de Biologie de la Reproduction (CNBDR) maintenant
remplacée par I’Agence de Bio-Médecine (ABM).

Son innocuité doit étre totale, aussi les techniques chirurgicales et histologiques

nécessitent une rigueur implacable afin d’apporter des renseignements précis et complets.

a. L’aspiration percutanée ou TESA (testicular sperm aspiration)

Il y a plusieurs décennies, les prélevements étaient pratiqués a 1’aide d’un trocard de
Duchenne de Boulogne par ponction transcutanée sous anesthésie locale. Actuellement, ils
peuvent étre réalisés a 1’aide d’une aiguille ou d’un pistolet automatique et plusieurs
échantillons sont aspirés au méme site de ponction. Cette technique est la moins invasive mais
ne permet pas d’analyse histologique et posseéde une moins bonne rentabilité par rapport a la
biopsie chirurgicale (11-14).

Ses risques sont: hémorragies, fragments ininterprétables du fait de leur taille, souvent

dilacérés, développement d’anticorps anti-spermatozoides décrit.

b. La biopsie chirurgicale ou TESE (testicular sperm extraction)

Elle a lieu dans des conditions d’asepsie strictes, sous anesthésie générale, parfois locale.
Le testicule est maintenu par 1’aide opératoire, en veillant a tendre la peau scrotale. 1l est
réalisé une scrototomie transverse sur la face antérieure convexe, de 2 cm environ. Cette
position place I’épididyme en arriére et évite toute 1ésion de ce dernier.
Les différents plans sont franchis, avec hémostase au fur et a mesure.
Apres ouverture de la vaginale, 1’albuginée est incisée. Par expression manuelle, la pulpe
testiculaire fait saillie au travers de cette incision et saisie par un coup de ciseau fin.
Le prélevement est analysé sur lame par un médecin biologiste de la reproduction, en salle,

guidant la poursuite du recueil en fonction de ses constatations per-opératoires.
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Si des cellules germinales sont retrouvées, les fragments doivent étre immédiatement fixés
pour conservation ultérieure.

Dans le cas contraire, un nouveau fragment peut étre prélevé sur le méme site, mais aussi
souvent sur le testicule contro-latéral.

Enfin, apres vérification définitive de I’hémostase, un ou deux points en X au fil résorbable
assurent la fermeture de 1’albuginée, puis de la vaginale. L’incision scrotale est également

refermée.

Des complications, somme toute rares, peuvent survenir telles que: blessure
épididymaire, hématome, infection (orchite ou épididymite). Une atteinte vasculaire peut
également conduire a une atrophie testiculaire, surtout si les biopsies sont multifocales (15).
Malgré ces limites, cette méthode est celle qui permet un taux élevé d’extraction de

spermatozoides et I’obtention d’un examen histologique dans le méme temps.

Figure 6 : Prélevement de pulpe testiculaire
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c. Microdissection TESE

Cette technique limite les prélevements aux seuls tubes séminiferes susceptibles de
présenter une spermatogenése en les détectant au microscope et en les microdissequant. En
effet, les tubes séminipares qui présentent une spermatogenése sont de diameétre plus
important et de couleur plus opaque que les autres. Le rendement d’extraction est ainsi

amélioreé, avec limitation des complications vasculaires (15).
d. Les prélevements épididymaires

Plusieurs techniques peuvent étre appliquées: ponction transcutanée ou PESA
(percutaneous epididymal sperm aspiration), ou abord direct MESA (microsurgical
epididymal sperm aspiration) sous contrdle microchirurgical attentif.

La spermatocele artificielle était également utilisée mais cette technique fut abandonnée
compte-tenu d’un faible taux de succes. Elle consistait en une distension artificielle du canal

épididymaire autorisant des ponctions a 1’aiguille fine.
e. Préparation microbiologique

Afin d’autoriser la congélation et 1’autoconservation des tissus testiculaires, il y a, en plus
des documents administratifs usuels, d’autres documents obligatoires qu’il est nécessaire de
répertorier dans le dossier biologique : ce sont les résultats d’analyses sérologiques. Il est
demandé principalement la recherche de contamination virale avec les sérologies VIH 1 et 2,
HBS, HBC, BW, HCV, CMV accessoirement. La validité de la recherche est de 6 mois; au-
dela, il faut refaire I’analyse biologique.

Le fragment de pulpe testiculaire prélevé par le chirurgien est confié au médecin
biologiste en salle par I’intermédiaire d’une cupule stérile. Attention, il faut interdire de
déposer le tissu sur une compresse de gaz, car comme un buvard, une grande partie du
matériel précieux de la biopsie imprégnera la compresse et sera donc perdu pour
I’exploitation.

Le fragment est déposé sur une lame de verre stérile placé sur une boite de pétri stérile. A

I’aide de la paire de ciseaux a bout pointu, le fragment est dilacéré le plus finement possible.
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Il est nécessaire « d’arroser » la préparation de milieu de culture a 37° pour éviter le
desséchement sur la lame. Pour terminer, le tissu est écrasé avec une deuxieme lame stérile.

Une microgoutte de la préparation est prelevée et déposée entre lame et lamelle.

Le balayage de la lame au microscope a la recherche d’un spermatozoide ne dure que 30
secondes environ. Le résultat est donc pratiquement immédiat.

Le prélevement est conservé dans un container isotherme avant d’étre conditionné pour
I’autoconservation. Le transport est assuré dans une valise isotherme renfermant des blocs
isothermes. L’ensemble est placé préalablement dans une étuve a 37° pour respecter la chaine

du chaud sans écart de température.

Figure 7 : Matériel nécessaire au biologiste pour examen extemporané

Au laboratoire, le matériel des biopsies est pris en charge par un technicien qui prépare les
spermatozoides a la congélation. Le volume de chaque préparation est dilué a volume égal
avec un liquide cryoprotecteur, puis une incubation de 20 minutes a I’étuve est nécessaire
avant conditionnement en paillettes.

Chaque paillette qui a une contenance de 0,25 millilitres est identifiée. L’ensemble des
paillettes est ensuite placé horizontalement dans un congélateur pour abaisser la température
de plus 20°Celsius a moins 180°Celsius, température de 1’azote liquide. Les paramétres de la
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congélation sont codifiés : la congélation de spermatozoides qui était maitrisee manuellement
se fait maintenant dans des appareils avec programmation électronique. La position
horizontale des paillettes dans le congélateur n’est pas anodine : la position verticale entraine
la création d’un gradient des grosses molécules du milieu de culture contenu dans les
paillettes. La congélation n’est donc plus homogene entre la partie supérieure et inférieure de
la paillette.

A la fin de I’étape de congeélation, les paillettes identifiées d’un code-barre sont
regroupées dans un récipient appelé canister également identifié avec le nom, prénom du

patient, le code-barre des paillettes et la date. Puis il est stocké dans la cuve d’azote liquide.

L’observation au bloc opératoire se faisant sur des cellules vivantes sans coloration avec
un simple microscope, le résultat que le biologiste donne au chirurgien, méme avec
I’expérience, demande une certaine réserve.

C’est pour cela que des étalements sur lame histologique sont faits pour chaque
prélevement. Ces lames serviront a confirmer ou infirmer le résultat extemporané.

De retour au laboratoire, La fixation se fait par dessiccation puis dans le fixateur de Clark
alcool-éther. Les lames sont colorées selon la technique de Harris-Schorr ; la lecture de la
cytologie devient beaucoup plus rigoureuse ce qui va permettre de rédiger un compte-rendu

détaillé de cette exploration chirurgicale.
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Partie 11 :

Etude de 209 cas

1. Introduction
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Les ¢tudes épidémiologiques ont fait état d’un déclin de la fécondité ces 50 dernicres
années selon la méta analyse de Carlsen et al., en 1992, entrainant un développement

parallele des traitements et un essor de 1’assistance médicale a la procréation.

Environ 15 % des couples ne parviennent pas a débuter une grossesse avant un an de
rapports non protégés. Un facteur masculin, presque toujours marquée par des anomalies du
spermogramme, est a lui seul responsable d’environ 20 % des infertilités de couple et

contribue a I’infertilité¢ dans 30 a 40 % des couples (16).

L’évaluation minimale de chaque homme infertile doit inclure I’histoire médicale et
reproductive compléte, un examen physique réalisé par un urologue ou un autre spécialiste de
la reproduction masculine et au moins deux spermogrammes. Selon les recommandations de
I’AFU (association frangaise d’urologie), une évaluation endocrinienne initiale, comprenant
au moins le dosage de la testostérone totale et de la FSH, s’impose en cas de diminution de la
concentration de spermatozoides, dysfonction sexuelle, ou suspicion d’endocrinopathie. Le
caryotype et ’analyse du chromosome Y doivent étre proposés aux hommes présentant une
azoospermie (c’est-a-dire I’absence de spermatozoide au spermogramme) non obstructive ou

une oligospermie sévere avant la réalisation d’ une ICSIL.

Pour les techniques de fécondation in vitro, le recours a la biopsie testiculaire en cas
de perturbation du bilan diagnostique masculin est de plus en plus utilisé. Cette exploration
est réalisée en cas d’azoospermie, en priorité d’origine sécrétoire ou non obstructive, et en
général apres concertation de 1’équipe pluridisciplinaire. Elle peut également étre réalisée
pour cause de dyséjaculation (origine neurologique), ou plus rarement d’azoospermie
obstructive. Cependant les échecs de prélevement ne sont pas rares. Ils sont caractérisés par

I’absence de spermatozoide voire de cellule germinale en cours de maturation.

La biopsie testiculaire reste un geste invasif, non dénué de complications méme si

elles sont rares, et qu’il faut savoir indiquer a bon escient.

Objectif :

Le but de notre étude est de rechercher les facteurs préopératoires hormonaux et

cliniques permettant de prédire 1’échec du prélévement et de surseoir au geste chirurgical.
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2. Matériel et méthode
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L’étude est réalisée au sein du service d’urologie de Nancy, de 1994 a 2009, prenant
en compte 456 patients masculins, en age de procréer, qui ont tous bénéficié de biopsie

testiculaire. Elle a été réalisée de maniere rétrospective.

Les critéres retenus sont cliniques et biologiques. Ils comportent : 1’dge a la chirurgie,
I’étiologic masculine a I’origine de I’infertilité, le volume testiculaire, 1’exposition tabagique,
les taux d’oestradiol, de FSH, de LH, de prolactine, de testostérone, le résultat du prélévement
(présence ou absence de spermatozoides). On note également le nombre de cellules
germinales présentes (spermatogonies).

Les critéres d’inclusion sont : biopsie en vue d’AMP, toute cause confondue.

Ont été exclus de cette étude les patients pour lesquels les données hormonales et

cliniques étaient insuffisamment renseignées.

Les facteurs cliniques intervenant dans la prise en charge initiale du patient sont
consignés dés le premier entretien, réalisé en régle générale en couple. L’interrogatoire
permet de connaitre I’age a la biopsie, I’exposition tabagique, les antécédents chirurgicaux
(hernie inguinale, ectopie, varicocéle, hydrocele...) ou infectieux de la sphére uro-génitale.
L’étiologie masculine a ’origine de ’infertilité est notée. Elle peut étre obstructive ou non

obstructive, voire idiopathique. Cf Annexe : Fiche stérilité du couple.

Les étiologies non obstructives rencontrées dans notre étude sont les suivantes :
antécédents chirurgicaux, infectieux, syndrome polymalformatif, origine chromosomique
(microdélétion, translocation, syndrome de Klinefelter), hypogonadisme hypogonadotrope,
traumatisme, antécédent de chimiothérapie. Les origines obstructives sont essentiellement
représentées par les agénésies déférentielles et épididymaires, les antécédents de vasectomie.
Il existe des patients aux étiologies neurologiques (sclérose en plaques, paraplégie /
tétraplégie) qui ne peuvent donc étre inclus dans aucun des deux grands groupes cités
précédemment, mais qui ont consult¢ en vue d’'une AMP et pour lesquels un recueil de

sperme n’a pu étre obtenu d’une autre manicre.
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Lors de I’examen clinique, le volume testiculaire bilatéral est mesuré grace a un

orchidométre. Les dosages hormonaux sont réalises en période préopératoire.

Les resultats des biopsies sont rendus en per-opératoire par 1’examen immédiat de pulpe
testiculaire qui guide la poursuite ou non du geste. Cet examen est réalisé pour tous les
prélévements par le méme médecin biologiste de la reproduction. A 1’issue du geste sont
conserveées des paillettes qui seront congelées. Le résultat deéfinitif du prélevement est colligé
dans le dossier AMP et le dossier urologie.

Lorsque des spermatozoides sont retrouvés, la poursuite de la procédure d’AMP peut avoir

lieu.

Au total, 209 patients correspondent aux criteres retenus.

Le résultat de la biopsie testiculaire est binaire. Il permet de conclure a la présence ou
I’absence de spermatozoides. Ainsi, les autres facteurs sont analysés, permettant de savoir

lesquels influencent le résultat du prélévement.

Origine et nature des données nominatives recueillies :

Les données masculines ont été recueillies dans les dossiers patient du service d’urologie. Les

données cliniques et hormonales pré-opératoires citées ci-dessus y sont inscrites.

Il n’existe dans les dossiers d’urologie aucune donnée concernant la conjointe.

Le résultat du nombre d’embryons obtenus et des grossesses cliniques est répertorié dans les
dossiers d’AMP. Le médecin biologiste de la reproduction assurant le suivi des couples
informe également 1’urologue, en regle générale, de la réussite ou de 1’échec des grossesses.

Ces résultats peuvent donc étre trouvés seulement en partie dans les dossiers urologiques.
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Méthode d’analyse des données

Une description de 1’échantillon est réalisée selon les méthodes statistiques usuelles :
description des variables qualitatives avec pourcentage, des variables quantitatives avec
moyenne, écart-type, minimal-maximal.

La comparaison des deux groupes (biopsie réussie vs biopsie échouée) est faite en analyse
bivariée (test du Chi2, test de Student) puis en analyse multivariée en introduisant dans le
modele les variables de I’analyse bivariée (seuil de sélection p=0.1). L’analyse multivariée est
réalisée par un modeéle de régression logistique pas a pas ascendant (modélisation de la
probabilité d’avoir une biopsie échouée).

Le seuil d’interprétation est fixé a 0.05.

Analyses realisées sous le logiciel SAS (SAS 9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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3. Résultats
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137 patients de notre étude ont des biopsies positives, c’est-a-dire la présence de
spermatozoides en per-opératoire soit 65,6 %.A contrario, 72 hommes présentent une

azoospermie, soit 34,4 %. Figure 8

Résudtats biopsse testiculaines

@ positives régatives

Certains prélevements ont été réalisés sur un seul testicule pour plusieurs raisons : soit le
patient a un antécédent d’orchidectomie, soit le premier prélevement, en régle générale réalisé
sur le testicule le plus volumineux, s’est avére positif d’emblée.

En cas d’échec de recueil de spermatozoides sur le premier testicule, guidé par le médecin
biologiste en salle, nous avons été amenés a prélever de la pulpe testiculaire controlatérale.
Ainsi, il existe 117 biopsies unilatérales (9,7 % azoospermes), et 92 bilatérales (90,3 %

azoospermes).
Nous décrivons les caractéristiques de chaque facteur étudié, dont les données sont

résumées dans les Figure 9 (descriptif selon résultat biopsie) et 10 (facteurs associés a une

azoospermie)
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Figure 9 : Descriptif selon résultat biopsie : analyse bivariée

Présence de Azoospermie
spermatozoides

N=137 (65.6%) N=72 (34.4%)
N % / moy ET* N % / moy ET* p**
age 137 34,5 7,2 72 34,4 58 0,8961
Tabac 0,0099
non 48 61,5 20 38,5
oui 30 38,5 32 61,5
Etiologie <0,0001
Obstructif 32 25,2 1 1,7
Non obstructif 58 45,7 36 60,0
Neurologique 14 11,0 1 1,7
Idiopathique 21 16,5 21 35,0
Autre 2 1,6 1 1,7
Volume testiculaire moyen 137 14,4 5,4 72 9,4 45 <0,0001
oestradiol pg/ml 77 28,2 14,3 49 31,6 19,1 0,2523
FSH UI/L 135 12,9 19,5 72 20,5 12,0 0,0029
LH UI/L 119 6,4 12,3 65 8,0 54 0,3286
prolactine ng/I 96 16,1 21,5 58 16,5 6,8 0,8977
testostérone pg/I 123 5,4 2,5 67 5,4 3,4 0,9120

* écart-type
** Test du Chi-2 pour variables qualitatives, test issu d'un test de Student pour les variables quantitatives

Figure 10 : Facteurs associés a une azoospermie

Régression bivariée Régression multivariée**
Odds ratio IC* 95% p Odds ratio IC* 95% p
Inf* Sup* Inf* Sup*
age° 1,00 0,96 - 1,04 0,8954
tabac
non 1 0,0096
oui 2,56 1,24 - 5,27
Etiologie
Obstructif 1 <0,0001 1 0,0356
Non obstructif 19,86 2,60 - 151,7 7,04 083 - 5992 0074
Neurologique 2,29 0,13 - 39,20 2,02 0,10 - 39,88 (6428
Idiopathique 32,00 4,00 - 256,2 18,24 2,06 - 161,7 00091
Autre 16,00 0,71 - 361,7 18,61 047 - 7388 (119
Volume testiculaire moyen® 0,83 0,77 - 0,88 <0,0001 0,85 0,77 - 0,93 0,0009
oestradiol pg/mi° 1,01 0,99 - 1,04 0,2527
FSH UI/L° 1,03 1,01 - 1,06 0,0016
LH UI/L° 1,01 0,98 - 1,05 0,3355
prolactine ng/I° 1,00 0,98 - 1,02 0,8976
testostérone pg/I° 0,99 0,90 - 1,10 0,9112

* IC : Intervalle de confiance - Inf : Borne inférieure - Sup : Borne supérieure
** Seuls les facteurs présentant une association significative au seuil 0.2 en modéle bivarié ont été candidates dans le modéle
multivarié (n= 123).

La méthode de sélection des variables Stepwise a été utilisée avec un seuil d'entrée dans le modéele a 0.1 et un seuil de
sortie du modéle a 0.05.

Par conséquent, les variables qui n'apparaissent pas dans le modéle multivarié ne répondent pas a ces critéres de sélection.
° Les variables quantitatives n'ont pas de modalité de référence. L'odds ratio exprime la variation de risque pour une
augmentation de 1 unité de la variable.
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% Lage

Nous avons sélectionné au total 209 patients dont la moyenne d’age est de 34,5 ans, avec un
écart-type de 6,7 ans. L’age minimum est de 23 ans, I’4ge maximum de 70 ans.
11 existe pour les 72 patients azoospermes une moyenne d’age de 34,4 ans (écart-type de 5,8),

contre 35,5 ans pour les patients dont les biopsies retrouvent des spermatozoides (écart-type
de 7,2). Figure 11

Repartition des patients par age
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En régression logistique bivariée, il n’existe pas de différence significative entre le groupe

d’azoospermes et le groupe de patients porteurs de spermatozoides.

¢ L’exposition tabagique

62 patients sont considérés comme tabagiques actifs ou sevrés, 68 patients non tabagiques. Il
existe 79 patients pour lesquels nous n’avons pas de données.

Pour les non fumeurs : 38,5 % sont azoospermes, 61,5 % ont des biospies positives.
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Par opposition, pour les fumeurs: 61,5 % sont azoospermes, et seulement 38,5 % ont des

spermatozoides dans le prélevement testiculaire. Figure 12

Toux de labagisme

® spermatozokdes B aroospermes

En régression bivariée, le tabagisme augmente le risque de 2,6 d’obtenir un prélévement
négatif, il est donc significativement associé a I’azoospermie (p<0,05). En analyse multivariée

ce facteur n’est par contre pas retrouvé.

s L’étiologie
Les étiologies a I’origine de I’infertilité supposée des patients sont multiples, raison pour
laguelle nous avons d( les regrouper en catégories différentes, a savoir : obstructif, non

obstructif, neurologique, idiopathique, autres. Le détail est précisé dans le tableau ci-dessous.
(Figure 13).
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Figure 13 : Tableau des catégories étiologiques

détail pourcentage

manguant 10,5

Obstructif Agénésie 12,4

157 %  Obstruction i

Vasectomie 08

MNon Chimiothérapie QB

obstructif  Chromosomigue 12

44,9 % Ectopie 19,6

Hernie inguinale 0.5

Hormonal 10

Hydrocéle 0.5

Infectieux 2.4

Malformation 2.53

OATS 1,

Traumatisme 0,5

Neurologique Neurologigue 7.2
7,2 %

Idiopathique Idiopathique 20,1
20,1 %

Autre Greffe rénale 0.5

15 % Pesticide 0.5

sondage prolonge 0.5

Il existe 22 patients pour lesquels les données sont manquantes. 33 patients ont une étiologie
obstructive, soit 15,7 %, 94 hommes, soit 44,9 %, ont une infertilité d’origine non obstructive,
15 hommes ont des antécédents neurologiques, soit 7,2 % des cas. 42 patients sont considérés
comme idiopathiques, sans cause retrouvée, soit 20,1 %. La catégorie « autre » ne regroupe

que 3 patients, soit 1,4 %. (Figure 14).
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Figure 14 : Répartition globale des étiologies

¢ manquant ¢ obstructif non obstNctif
e neurologique ¢ idiopathique ° autre

On constate que plus de la moitié des patients azoospermes ont une origine non
obstructive a leur infertilité, la deuxiéme cause étant I’origine idiopathique. Pour les patients
aux biopsies positives, 1a encore 1’origine non obstructive prédomine, mais suivie de prés par

les causes obstructives puis idiopathiques.

En régression logistique bivariée, 1’étiologie est un facteur significativement corrélé a
I’azoospermie, avec p<0,0001. Ce facteur ressort également en analyse multivariée, la cause

idiopathique étant fortement associée.

++ Le volume testiculaire

Certains patients sont monorchides, ne permettant pas d’obtenir un volume testiculaire droit et
gauche. Nous avons donc obtenu un volume testiculaire droit moyen de 12,5 ml sur 200
données (écart-type de 5,8 ml), et un volume testiculaire gauche moyen de 12,7 ml sur 198
données (écart-type de 5,9 ml). Le volume testiculaire moyen est au final de 12,7 ml avec un

écart-type de 5,6 ml.
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Le volume testiculaire moyen est de 14,4 ml pour les hommes dont les biopsies sont positives

contre 9,4 ml chez les azoospermes. Figure 15 : Comparaison des volumes testiculaires

comparaison des volumes testiculaires

vig

B spermatoroides W aroospermes

En régression logistique bivariée et multivariée, un volume testiculaire moyen diminué est

significativement associé a 1’azoospermie (p < 0,0001).

++ Le bilan hormonal

L ‘oestradiol

Le taux d’oestradiol est mesuré en pg/ml. Les taux normaux sont fixés arbitrairement entre 22
et 50 pg/ml.
Au total, 126 patients ont bénéfici¢ d’un dosage pré-opératoire de 1’oestradiol, avec une
moyenne de 29,5 pg/ml, un écart-type de 16,3 pg/ml. Les taux maximal et minimal vont de 5
a 130 pg/ml.

En régression bivariée, le taux est en moyenne de 31,6 pg/ml chez les azoospermes contre

28,2 pg/ml chez les non azoospermes. Il n’existe pas de différence significative entre les deux

groupes (p = 0,2527).
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La FSH

Le taux de FSH est mesuré en UI/L. Les normes vont de 3 a 15 UI/L.
Au total, 207 hommes ont bénéfici¢ d’un dosage pré-opératoire, avec une moyenne de 15,5
UI/L (0,2 4 194,4), et un écart-type de 17,6 UI/L.

En régression logistique bivariée, le taux est en moyenne de 20,5 UI/L chez les azoospermes
contre 12,9 UI/L chez les non azoospermes. De maniére significativement associée
(p=0,0016), plus le taux de FSH est élevé, plus le risque d’azoospermie augmente. En analyse
multivariée ce facteur n’est par contre pas retrouvé.

LaLH

Le taux de LH est mesuré en UI/L. Les normes vont de 2 & 12 UI/L.

Au total, 184 patients ont bénéficié de ce dosage, la moyenne étant de 7 UI/L (0,1 a 135,8), et
I’écart-type de 10,4 UI/L.

En analyse bivariée, le taux est en moyenne de 8 UI/L chez les azoospermes contre 6,4 UI/L

chez les non azoospermes. Ce facteur n’est pas significativement corrélé a I’azoospermie

(p=0,3355). Figure 16 : Comparaison des taux de FSH et LH.

comparaison des taux de fsh . t |h
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La prolactine

Le taux de prolactine est mesuré en ng/L. Les normes vont de 2 a 15 ng/L.
Au total, 154 hommes ont bénéficié du dosage pré-opératoire, la moyenne étant de 16,2 ng/L
(3,5a210), et I’écart-type de 17,5 ng/L.

En analyse bivariée, le taux est en moyenne de 16,5 ng/L chez les azoospermes contre 16,1

chez les non azoospermes. Ce facteur n’est pas significativement corrélé a 1’azoospermie

(p=0,8976).

La testostérone

Le taux de testostérone est mesuré en pg/L. Les normes vont de 3 a 8,5 pg/L pour la tranche
d’age 20-45 ans.

Au total, 190 patients ont eu un dosage pré-opératoire, la moyenne étant de 5,4 pg/L (0,8 a
24,3), et I’écart-type de 2,9 ug/L.

En analyse bivariée, le taux est en moyenne de 54 pg/L a la fois chez les patients

azoospermes et les non azoospermes. Il n’y a pas de corrélation avec 1’azoospermie
(p=0,9112).

¢ La présence de spermatogonies

Sur la quasi-totalité des prélévements (2 données manquantes) et a partir des paillettes
conservées, une analyse microscopique a été réalisée de maniére post-opératoire afin
d’identifier la présence de spermatogonies. Tous les patients porteurs de cellules germinales
en voie de différenciation (spermatocyte 1, spermatocyte Il, spermatide) ont des
spermatogonies. Nous avons donc réduit le champ d’étude a la seule présence des

spermatogonies. 168 prélévements présentent des gonies, soit 81,2 %.
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En analyse bivariée, presque la moitié des patients azoospermes ont (au moins) des
spermatogonies. Figure 17 : pourcentage de gonies chez les azoospermes.

Pourcentage de gonies chez los azoosparmes

i absance de gonies @ présence de gonies
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4. Discussion
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Le traitement de 1’infertilité masculine et la prise en charge globale des couples infertiles
ont été bouleversés ces derniéres décennies, grace a I’avénement de I’ICSI. L’identification
des facteurs prédisposant a I’infertilité masculine nous permet de gagner du temps dans le
traitement souvent adressé a des couples qui ont un désir d’enfant depuis déja de nombreuses

années.

Notre étude souléve le probleme de sélection des patients candidats a la biopsie testiculaire,
en analysant les facteurs cliniques et biologiques pré-opératoires. Existe-t-il des hommes pour
lesquels D’exploration testiculaire est inutile, leur faisant perdre espoir d’une paternité
génétique, mais permettant de proposer d’emblée le recours a 1’insémination avec sperme de

donneur (IAD) ou a I’adoption ?

a. Analyse des facteurs preopératoires

o [’age

Nous avons obtenu une moyenne d’age quasi-Similaire entre les deux groupes de
patients (biopsie positive versus azoospermie), mettant en évidence que ce facteur est
indépendant. En effet, méme si 1’dge maternel a clairement un réle sur la fertilité, il existe
encore des controverses quant a I’influence de 1’age paternel dans la littérature. Certains
décrivent une augmentation des anomalies structurales et/ou quantitatives des chromosomes
des spermatozoides, d’autres des maladies génétiques du conceptus, et une augmentation du
nombre des fausses couches. Kidd et al. (17) ont conclu a une diminution du liquide séminal,
de la mobilité, et de morphologie typique des spermatozoides mais pas de leur concentration
dans le sperme. D’autres auteurs suggerent une modification de la vascularisation testiculaire
et une raréfaction des cellules de Sertoli et de Leydig, avec diminution du taux de testostérone
(18).

Par contre les études ne font pas état d’une absence totale de spermatozoides, c’est-a-dire
d’azoospermie en fonction de 1’dge. D’ailleurs, un nombre non négligeable d’hommes agés
ont une fonction de reproduction peu ou pas altérée et il existe beaucoup de variations

interindividuelles et de facteurs environnementaux venant modifier les résultats (19).
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e Le tabagisme

En ce qui concerne le tabagisme, nous avons retrouvé la moitié de notre échantillon de
patients exposée a ce facteur. Dans la population générale, selon le « barometre santé 2000 »,
on recensait plus du tiers des hommes fumeurs réguliers (plus d’une cigarette par jour). Dans
notre étude nous avons regroupé tabagiques actifs et sevrés, ce qui majore effectivement les
résultats obtenus. Les investigations sur la répercussion du tabac dans la fertilité masculine
n’ont ét¢ que récemment proposées. Elles font suite a la constatation de la baisse de la
conception naturelle chez les fumeurs (20). La numération (21), la vitalité (22), la mobilité
(23) ainsi que la morphologie des spermatozoides semblent altérées en cas d’exposition
tabagique. Il s’agit d’une altération globale de la qualité du sperme et probablement d’une
diminution du pouvoir fécondant. Cependant il n’existe pas d’azoospermie vraie en relation
avec la quantité de cigarettes fumeées, tout au plus une oligospermie.

Cette constatation n’est pas retrouvée dans notre étude : en effet, les patients inscrits comme
anciens tabagiques ont été inclus, sans précision de I’ancienneté du sevrage. Or il est admis
que les chances de fécondation en AMP seraient proportionnelles a la quantité de tabac
consommé chez 1’homme et réversible aprés deux ans de sevrage (24). Ce qui incite a
proposer a chaque homme consultant pour infertilitt une aide au sevrage tabagigue.
Cependant 38 % des fumeurs ont tout de méme des biopsies positives, laissant penser que ce

facteur n’est pas catégoriquement corrélé a un échec de prélévement.

o [’étiologie

L’étiologie présumée est un facteur significativement associé au résultat des
prélevements testiculaires, avec une majorité de causes non obstructives (cf.: tableau
étiologies ci-avant) et de causes idiopathiques chez les azoospermes. Ce résultat est en accord
avec la physiopathologie puisque les azoospermies non obstructives relévent le plus souvent
d’une atteinte fonctionnelle du testicule pour les causes périphériques et donc d’un défaut de
production des gameétes. L’origine génétique (syndrome de Klinefelter, microdélétions du
chromosome Y, mutation inactivatrice du récepteur de la FSH) s’inscrit en exemple (25). On
sait que les mutations des régions AZFa et AZFb du chromosome Y sont responsables de

troubles de la spermatogenése beaucoup plus sévéres que celles de la région AZFc. Les causes
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acquises ne sont pas en reste puisqu’elles constituent la grande majorité des azoospermies
dites « sécrétoires ».

Par ailleurs, dans les azoospermies non obstructives, il semblerait que la biopsie de plusieurs
sites augmente significativement le taux d’extraction des spermatozoides (11;26;27). Mais le
nombre adéquat de prélevements devant étre pratiqués reste actuellement controversé. Nous
n’avons malheureusement pas étudi¢ ce parameétre puisque deux prélévements ont été réalisés
au maximum (un sur chaque testicule).

La cause obstructive est logiquement retrouvée chez les patients aux biopsies positives (25%),
expliquée par le mécanisme «excrétoire », contrairement a un faible taux chez les
azoospermes (2%). Le phénotype histologique observé est plus fréquemment celui d’une
spermatogenese compléte, sauf si le phénoméne obstructif est ancien, alors la spermatogenése
sera plus altérée.

Les troubles de la fertilité masculine restent souvent inexpliqués puisque 20% des patients ont
une étiologie étiquetée comme idiopathique dans notre série. Tittelmann et al. obtiennent
d’ailleurs des résultats quasi-similaires avec 12 % de leur cohorte (28). Le recours a la biopsie
chirurgicale est alors la seule option thérapeutique a leur espoir de paternité.

Enfin, ’origine neurologique chez certains patients est plutot de bon augure pour un résultat
majoritairement positif. La encore ceci s’explique par le fait que la spermatogenése n’est que
rarement atteinte et la biopsie réussit Ia ou les stimulations pharmacologiques, mécaniques ou

électriques ont échoue.

e Le volume testiculaire

Le volume testiculaire moyen est considéré comme normal au-dela de 16 ml (29).
Nous avons finalement constaté dans notre étude une différence significative de la taille
moyenne entre les deux groupes de patients, la diminution de volume allant de paire avec
I’augmentation de risque d’échec de prélévement. Plusieurs équipes ont d’ailleurs obtenu des
résultats similaires avec une corrélation certaine entre la clinique et la spermatogenése. En
regle générale, une hypotrophie testiculaire est plus volontiers retrouvée chez les patients
présentant une azoospermie non obstructive. Mais ce constat n’est pas systématique. Il peut
exister des variations topographiques dans les pathologies testiculaires, indépendantes du
volume testiculaire (30). De plus, il n’existe pas de valeur seuil du volume testiculaire (en

dehors de I’anorchidie) permettant d’établir un profil d’extraction des spermatozoides.
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e Le bilan hormonal

Le profil hormonal est plus largement étudié¢ dans la littérature. Parmi I’ensemble des
hormones dans notre échantillon, seule la FSH présente une différence significative. Les
¢tudes réalisées a ce jour font état d’un role important de la FSH (30;31;32). Sa concentration
serait inversement proportionnelle a la population de spermatogonies et associée a
I’azoospermie non obstructive (33).

Cependant certains concluent a 1’absence de facteur prépondérant permettant d’orienter la

décision de biopsie testiculaire (26;34;35).

AU TOTAL : Sur notre échantillon de patients, le volume testiculaire moyen et
I’étiologie sont les deux seuls facteurs qui ont une réelle influence sur la négativité de la
biopsie. A cela s’ajoute en analyse bivariée une corrélation statistiquement significative

du tabac et de la FSH avec I’azoospermie

b. Limite de I’étude

Notre étude possede cependant quelques limites. L’analyse des dossiers a été faite de maniere
rétrospective et I’homogénéit¢ des résultats biologiques est discutable. En effet les
prélévements sanguins ont été réalisés dans différents laboratoires de ville, engendrant des
techniques de dosages et des interprétations de résultats différentes. Par ailleurs plusieurs
chirurgiens sont intervenus pour la réalisation des biopsies, méme si la technique opératoire
reste la méme sur ’ensemble des prélevements.

Enfin, comme nous 1’avons expliqué plus haut, les patients considérés comme sevrés (récents
ou anciens) de leur tabagisme ont été inclus dans le groupe « fumeur ». A notre décharge, la
fiabilité des réponses des patients lors de la consultation pré-opératoire n’a pas toujours

permis de dater I’ancienneté du tabagisme.
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c. Choix de la méthode chirurgicale

Tous nos prélévements ont été réalisés par biopsie chirurgicale testiculaire ou TESE. Ceci
est non seulement di a une habitude opératoire dans notre service mais aussi a une bonne
reproductibilité de la technique, ce qui est important compte-tenu de la multiplicité des
intervenants. Actuellement il est admis que le choix de la méthode d’extraction des
spermatozoides est surtout guidé par la clinique, I’expérience et I’habitude de ’opérateur. La
meilleure méthode consiste a assurer le prélevement avec un nombre suffisant de
spermatozoides et de minimiser le traumatisme testiculaire. Mais il est difficile de

recommander une méthode plutét qu’une autre (36).

d. Evolution du timing : synchrone vs congélation

Lorsque la biopsie est positive, les spermatozoides extraits de la pulpe testiculaire sont
traités et utilisés pour une FIV/ICSI. Dans la FIV/ICSI synchrone, les cellules germinales sont
utilisées le jour méme de I’extraction chirurgicale et de la ponction ovocytaire, ce qui
implique une hyperstimulation ovarienne systématique de la partenaire quelle que soit 1’issue
de la biopsie testiculaire. Dans la FIV/ICSI asynchrone, les spermatozoides sont
cryopréservés, les paillettes étant décongelées le jour de la ponction ovarienne échoguidée.
Cette méthode est plus largement répandue actuellement pour des soucis de planification des
examens mais surtout afin d’éviter a la femme des ponctions inutiles si I’extraction est
négative. De plus, cette technique permet d’éviter a I’homme des prélévements itératifs, non
dépourvus de complications.

C’est ainsi qu’une évolution s’est faite dans le temps pour le lieu de prélevement : au
début de notre activité nancéienne tous les prélévements etaient effectués a la MRAP

Maternité Régionale Adolf Pinard), alors que maintenant tous se font au CHU. Figure 18.
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Figure 18 : Evolution dans le temps de I’activité de prélévement testiculaire
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e. Test de décongélation des spermatozoides

La décongélation des spermatozoides, s’ils sont retrouvés en quantité suffisante, est de
100% dans notre étude. La difficulté se pose devant des faibles nombres de spermatozoides
stockés. Une revue de la littérature américaine (37) a permis de conclure qu’un taux global de
79,5% était observé, avec des résultats allant de 59 a 100% en fonction des équipes. Par
contre le taux de survie des spermatozoides est inférieur, avec une moyenne estimée a 46,5%
(8-85%).

Méme si de nombreuses équipes favorisent le sperme congelé, Schlegel et al. préferent
utiliser des spermatozoides frais: 33% seulement des spermatozoides congelés en cas de
biopsie testiculaire (TESE) pour azoospermie non obstructive sont utilisables apres
décongélation (39% de grossesse clinique et 26% d’accouchement contre 47% de grossesse
clinique et 31% d’accouchement en cas de spermatozoides frais). Une équipe japonaise va

dans le méme sens avec des résultats similaires (38).
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f. Devenir des échecs de recueil

e [L’avenir du couple

La négativité¢ de la biopsie testiculaire signe effectivement la fin de 1’espoir pour
I’homme infertile d’obtenir une paternité biologique. L’objectif de 1’équipe prenant en charge
ces couples en demande d’enfant est de proposer les derniéres alternatives a la parentalité, a
savoir I’adoption et le don de sperme.

L’acceptation de la stérilité peut également mettre fin a la souffrance masculine, encore faut-il

que le patient soit accompagné psychologiquement dans cette démarche.

e Conséquences masculines de la négativité de la biopsie

Il n’est pas rare de voir se surajouter des problémes qui peuvent mettre en péril le
couple aprés 1I’échec du prélévement. La dysfonction sexuelle est une des conséquences
négatives, liée a 1’anxiété et au syndrome dépressif ainsi qu’a des causes probablement
hormonales. Il a d’ailleurs ét¢ montré que le taux de testostérone apres TESE était
significativement diminué apres le prélevement, intervenant ainsi sur la fonction sexuelle, par
la réduction en NO synthase et en phosphodiestérase de type 5, et ’apoptose des cellules
musculaires lisses dans le tissu érectile (39)

e Devenir des spermatogonies

Méme si la biopsie testiculaire s’avére négative c’est-a dire sans spermatozoide
fécondant et, de ce fait, que la possibilité d’une paternité biologique est remise en question,
les recherches médicales se portent actuellement sur le pouvoir fécondant et la capacité de
faire maturer des cellules germinales primordiales. Récemment, une équipe a obtenu une
maturation des spermatides murins en spermatides allongées avec des capacités fécondantes et
I’obtention d’embryons, et ce grace a un milieu de co-culture riche en FSH recombinante et
testostérone (40).

Les prélevements effectués dans notre établissement ont permis d’étudier le taux de

spermatogonies et de les conserver pour les années a venir. Il s’avere que pres de la moitié de

66



la population azoosperme de notre échantillon présente ces cellules germinales. Cette
constatation regroupe en effet toutes les possibilités histologiques en dehors du syndrome de
Sertoli-cell only (soit hypospermatogenése et germ cell arrest).

Les spermatogonies, cellules riches en cytoplasme (proportion aqueuse supérieure), présentent
malheureusement une plus grande vulnérabilité a la congélation que les spermatozoides. Ainsi
les protocoles de congélation ne sont pas encore bien établis dans les modeles animaux et
chez ’homme. (41).
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5. Conclusion
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La biopsie testiculaire reste un outil thérapeutique indispensable pour la prise en

charge de I’infertilité masculine.

Nous avons vu que les facteurs décisionnels se résument en facteurs cliniques et
hormonaux : un volume testiculaire moyen faible, une étiologie non obstructive ou
idiopathique, mais aussi un taux de FSH élevé et I’exposition tabagique sont autant de

facteurs péjoratifs quant a 1’obtention de spermatozoides dans le prélévement.

Méme si ’azoospermie est statistiquement corrélée a ces facteurs, certains patients
exposés ont tout de méme des biopsies positives. Ceci laisse sous-entendre que le geste
chirurgical doit étre proposé quel que soit le résultat de la prise en charge clinique et para-
clinique pré-opératoire, au risque d’obtenir un résultat médiocre. N’oublions pas que la
démarche d’un couple en demande d’enfant est longue et requiert une motivation importante.

Leur laisser un ultime espoir, minime soit-il, n’est pas dénu¢ de sens.

Par ailleurs, seule 1’analyse histologique définitive permet de poser un diagnostic
précis concernant 1’avenir de la spermatogenése. Elle permet entre autres de noter la présence
de cellules germinales primordiales. La maturation de ces cellules en spermatozoides
fécondants peut étre dans 1’avenir une réponse supplémentaire au probleme d’infertilité

masculine.
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Interrogatoire d'un homme

consultant pour stérilité du couple

femme stérilité¢ primaire / secondaire
nom date de naissance
prénom profession

grossesses antérieures
obtenues aprés combien de temps ?

fausses couches IVG

bilan de stérilité réalisé ? oui non

gynécologue : Dr ...

couple
durée de la stérilité contraception
mari stérilité primaire / secondaire

nom date de naissance

prénom profession

taille  ..... m poids ..... kg

paternité antérieure ? oui non

habitus
intoxication tabac alcool
cannabis autre
exposition/chaleur travail bricolage
exposition/toxiques ( médicaments, métaux, produits volatils ...)
frilosité , constipation , transpiration
ATCD personnels

médicaux
ectopie testiculaire -> date chirurgie
age puberté age oreillons

maladie générale sérieuse (diabéte, méningite, BK ->cuti,. )

allergie (urticaire, eczéma, asthme, rhume des foins,
médicaments, iode, . .)

sinusite, ddb pancréatite
chirurgicaux
traumatisme testiculaire
" cranien
interventions : hernie, . . .

ATCD urologiques
uréthrite, orchite, épididymite, cystite, . . .
prostatite , hématurie , hémospermie . . .
D ,PK interventions

traitements antérieurs
en cours
chez la mere pdt la grossesse
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ATCD familiaux

maladies du peére
maladies de la mere

nb de fréres mariés? avec enfants? norm*?
nb de sceurs mariées? avec enfants? norm*?
oncles et cousins germains sans enfants?
Examen Clinique
Testicule droit gauche
Volume mi mi
Position
Consistance
Sensibilité
Epididyme droit gauche
Téte
Corps
Queue
Déférents
Bourse droite gauche
Varicocele
Valsalva
Verge
ATCD circoncision induration c. caverneux

Anomalie frein

lésion cutanée

Anomalie érections

Glandes mammaires

Toucher rectal

testostérone

FSH

BW HIV
glycémie
cholestérol
triglycérides

AC anti-spermatozoides

caryotype

caract. sexuels secondaires

nb rapports / semaine

Biologie sanguine

estradiol prolactine
LH PSA
hépatite B hépatite C CMV
créatinine
HDL cholestérol LDL cholestérol
inhibine B
TEBG

mutation CFTRp délétion Y
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Spermogramme

caractéristiques date volume pH nb mob.lh  vital  aN
essentielles : om0t L % %%
.m co10%m % %%
ooml L co10%m % %%
Percoll Mar test
marqueurs : fructose ac citrique
carnitine alpha glucosidase
spermoculture ;
chlamydiae uréthre urines sang

Echographie trans-rectale

prostate volumetotal . ...... ml ZT ... ml
calcification
autre . ..
vésicules séminales droite gauche
RPM:....... ml débit-métrie Q max ml/s
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8. Liste des fiqures
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Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure5:
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :

Terminologie de la spermiologie

Déférentographie

Anatomie génitale masculine

Schéma de la spermiogenese

Conduite a tenir face a une azoospermie
Prélevement de pulpe testiculaire

Matériel nécessaire au biologiste pour examen extemporané
Résultats de biopsie testiculaire

Descriptif selon résultat de biopsie : analyse bivariée
Facteurs associés a une azoospermie

Répartition des patients par age

Taux de tabagisme

Tableau des catégories étiologiques

Répartition globale des étiologies

Comparaison des volumes testiculaires
Comparaison des taux de FSH et LH

Pourcentage de gonies chez les azoospermes

Evolution dans le temps de I’activité de prélévement testiculaire

20
24
25
31
35
38
40
49
50
50
o1
52
53
54
55
56
58
65
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Résumé de la these :

Obijectif : la biopsie testiculaire est un acte thérapeutique et diagnostique couramment utilisé
dans la prise en charge de I’infertilité masculine. Cependant, ce geste reste invasif et non
systématiquement couronné de succes. Nous étudions les facteurs préopératoires cliniques et
para-cliniques permettant de prédire le résultat d’un prélévement.

Matériel et méthodes : il s’agit d’une étude rétrospective menée sur 209 patients qui ont tous
bénéficié d’une biopsie testiculaire pour assistance médicale a la procréation (AMP). Les
criteres étudiés sont : 1’age a la chirurgie, 1’étiologie masculine a I’origine de I’infertilité, le
volume testiculaire, I’exposition tabagique, les taux d’oestradiol, de FSH, de LH, de
prolactine, et de testostérone. La comparaison des deux groupes (biopsie réussie vs biopsie
échouée) est faite en analyse bivariée puis en analyse multivariée.

Résultats : le volume testiculaire moyen et 1’étiologie sont les deux seuls facteurs qui ont une
réelle influence sur la négativité de la biopsie. A cela s’ajoute en analyse bivariée une
corrélation statistiquement significative du tabac et de la FSH avec 1’azoospermie.
Discussion — conclusion : la présence de ces facteurs, et a fortiori leur cumul, est fortement
prédictive d’un échec de la biopsie. Toutefois, on retrouve des cellules germinales chez
quelques patients exposés, laissant penser qu’il faut systématiquement proposer le geste au
risque d’un bénéfice limité.

Titre en anglais :

The surgical sperm cell : correlated factors with the results of sperm retrieval : a study of 209
patients.

These :

Médecine spécialisée année 2010

Mots-clés :

Biopsie testiculaire, AMP, azoospermie, volume testiculaire.

Intitulé et adresse de ’U.F.R. :

Faculté de Médecine de Nancy
9, Avenue de la Forét de Haye
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