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TREATMENT OF MALE INFERTILI-
TY USING OOCYTE MICROMANIPU-
LATION TECHNIQUES : A
LITTERATURE REVIEW. During the
last few years assisted reproductive techno-
logy has seen the introduction of oocyte
micromanipulation and sperm microinjec-
tion as therapeutic approaches for severe
male factor infertility. However, a review of
the international literature has revealed that
less than 100 pregnancies have been obtai-
ned using such techniques. Fertilization
rates are extremely variable and influenced
by the strictness of the various authors' cri-
teria for selecting cases. It is concluded that
partial zona dissection and zona drilling are
less useful than subzonal insemination and
intracytoplasmic insemination. Key words :
Male infertility, Micromanipulation,
Microinjection, PZD, SUZI, ICSI, 1VF.
Andrologie, 1992, 2 : 61-67.

Lorsqu’une infertilité conjugale trouve son
étiologie dans un probleme d’altération plus ou
moins dramatique du spermogramme, les théra-
peutiques, qu’elles soient médicales ou chirurgi-
cales, sont souvent inefficaces. Des palliatifs sont
alors proposés aux patients désireux de procréer:
le recours & un donneur de sperme, I'insémina-
tion artificielle avec ou sans préparation du sper-
me ou, plus récemment, la fécondation in vitro
(FIV). La réduction du nombre de spermato-
zoides nécessaires a la fécondation des ovocytes
in vitro laissait augurer d’une solution  la majo-
rité des infertilités masculines. Ce présage ne
s’est malheureusement pas confirmé et nombre
de spermes, généralement de qualité médiocre,
restent inféconds en FIV. Un nouvel espoir est
apparu, au cours de ces derni¢res années, suite a
I'introduction des techniques de micromanipula-
tion ovocytaires. Celles-ci facilitent le contact
enire les gameétes en réduisant le nombre d’étapes
préalables a la pénétration du spermatozoide dans
le cytoplasme ovocytaire.

Le but de cette revue est de décrire les tech-
niques de micromanipulations disponibles et de
répertorier, parmi les données de la littérature

internationale, les taux de succes obtenus. Les
résultats colligés dans cette monographie ont été
obtenus dans I’espéce humaine. Les expérimenta-
tions animales ont €té volontairement éludées
bien qu’elles aient constitué le préalable indis-
pensable aux travaux actuels. Les résultats pré-
sentés ne concernent que des séries publiées,
toutes communications personnelles ou présenta-
tions lors de symposium ont été volontairement
omises.

A ce jour, il reste cependant 3 déterminer si
ces méthodologies constitueront la panacée pour
I'ensemble des problemes de stérilité masculine
qualifiée d’incurable.

METHODOLOGIES
Principes

Les indications masculines de la fécondation
in vitro ne constituent qu’une parmi les multiples
applications des techniques de micromanipula-
tions dans le domaine de la reproduction. En
effet, ces technologies peuvent étre utilisée a
d’autres fins qui ne seront pas ou peu abordées
dans ce travail, telles la fracture de la zone pellu-
cide pour favoriser I’éclosion de 1’'embryon et
I'implantation, 'exérese de pronoyaux excéden-
taires, la biopsie embryonnaire pour évaluation
diagnostique, ou I'injection de matériel géné-
tique.

Trois méthodes ont été décrites pour faciliter
la fécondation des ovocytes par des spermato-
zoides déficients :

1) la microperforation de la membrane pellucide

La méthode consiste a perforer, en un ou plu-
sieurs sites, la membrane pellucide dans le but de
faciliter I’entrée des spermatozoides dans 1espa-
ce périvitellin. Plusieurs techniques ont été
décrites : les unes utilisent des agents chimiques,
enzymatiques, ou un faisceau laser (zona drilling)
les autres résultent d’une action mécanique (zona
cutting, zona cracking ou Partial Zona Dissection
(PZD).

2) la micro-insémination dans I'espace périvitellin

Un ou quelques spermatozoide(s) sont injec-
tés a I'aide d’une micropipette entre la membrane
cytoplasmique et la zone pellucide (MIST:
Micro-Insemination Sperm Transfert; SUZI: Sub
Zonal Insemination).
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3) la micro-injection intracytoplasmique

Un spermatozoide est injecté dans le cyto-
plasme de I’ovocyte; il ne reste plus a son noyau
qu’a se décondenser (MIMIC: Micro-
Insemination Microlnjection into Cytoplasm;
ICST: IntraCytoplasmic Sperm Injection)

Matériel nécessaire

Les ovocytes soumis a une micromanipula-
tion sont observés & ’aide d’un microscope
inversé équipé d’optique de type Nomarski.
Idéalement, le microscope sera placé dans une
enceinte gazée a température constante. Les ovo-
cytes sont manipulés a I'aide de 2 micromanipu-
lateurs hydrauliques ou pneumatiques sur
lesquels sont adaptés les différents microinstru-
ments. Ces derniers sont préparés a partir de
tubes capillaires en verre. La fabrication de
micropipettes mousses, courbées ou biseautées,
de micro-aiguilles et de microscalpels nécessite
I"acquisition d’une étireuse, d’une microforge et
d’une micro affuteuse. Le soin apporté  la fabri-
cation de ces instruments est le garant du succes
des étapes ultérieures du processus. Un laser
pourrait étre également requis si cette méthode se
révele dans I'avenir performante.

Modalités techniques
Les principes de la FIV, les thérapeutiques
de stimulation de la croissance des follicules ova-
riens, la surveillance du traitement, les tech-
niques de ponction ainsi que les modalités de
culture ne seront évidemment pas rappelés dans
ce travail,

1. Isolement de I'ovocyte

Cette opération, préalable a la micromanipu-
lation de I’ovocyte, est réalisée, selon les auteurs,
entre 2 et 8 heures aprés la ponction (35). Seuls
les ovocytes ayant atteint le stade métaphase 11
feront I’objet d’une micromanipulation. Le
cumulus oophorus et la corona radiata sont élimi-
nés par traitement du complexe  I’hyaluronidase
(type VIII, I & 2 mg/ml) diluée dans un milieu de
culture exempt de sérum. Ce traitement, d’une
durée de 2 a 6 minutes, est suivi d’un pipettage
itératif au moyen d’une minipipette (diamétre
100 & 120 pm), qui permet d’éliminer les cellules
restantes. Apres plusieurs lavages, les ovocytes,
entourés de leur zone pellucide, sont a nouveau
incubés dans leur milieu de culture classique



jusqu’au moment de la micromanipulation.

2. Microperforation de la membrane pellucide
a) Techniques chimiques ou enzymatiques (Zona
Drilling) :

A T'aide d’une micropipette, quelques nano-
litres d’une solution de tyrode acide (pH 2.3 -
2.5) sont déposés au contact de la zone pellucide
(20,37). Les glycoprotéines sont digérées par ce
traitement, entrafnant 1’apparition d’orifices par
lesquels les spermatozoides peuvent pénétrer.

Une digestion enzymatique de la membrane
a la chymotrypsine (20,22), a la cytochalasine D
(42) ou & d’autres enzymes a été également pro-
posée. Ces enzymes fragilisent la zone pellucide
qui peut étre secondairement perforée mécani-
quement.

b) Techniques mécaniques (Partial Zona
Dissection, PZD) :

La dissection partielle de la zone pellucide a
été, pour la premiére fois, appliquée a I'espéce
humaine par Cohen et son groupe en 1988 (10).
La plupart des équipes utilisant cette technique
incubent I’ovocyte dans un milieu hyperosmo-
tique contenant du sucrose (0.1 - 0.2M) afin
d’entrainer une réduction du volume ovocytaire
et augmenter ainsi I'espace périvitellin (11). Le
risque de perforation de la membrane cytoplas-
mique lors de la micromanipulation est donc
réduit. Cependant, les équipes bien entrainées ont
tendance actuellement a omettre cette étape qui
ne serait pas dépourvue de toxicité pour 1’ovocy-
te. Placé dans une goutte de 100 pl de solution
phosphate tamponnée couverte d’huile de paraffi-
ne, I'ovocyte est fixé par succion & I'extrémité
d’une micropipette dite de maintien (diamétre
interne 20 & 30 um). A I’aide d’une micro-
aiguille, la membrane pellucide est perforée a 1
et 11 heures par simple force mécanique.
D’autres auteurs pratiquent une déchirure partiel-
le de la membrane. L’ovocyte est alors remis
dans son milieu de culture classique. Un retrait
progressif du sucrose entrainerait une augmenta-
tion du taux de succes (24). La durée de la mani-
pulation devrait étre réduite au minimum et ne
pas dépasser quelques minutes. Les variations
thermiques et de pH paraissent également extré-
mement déléteres & la survie des ovocytes.

¢) Techniques au laser :

L'utilisation du laser pour pratiquer des per-
forations dans la zone pellucide semble promet-
teuse. Des résultats préliminaires chez la souris
(47) ont été publiés ainsi qu’une revue de la litté-
rature (60). Utilisant un erbium YAG laser (lon-
gueur d’onde 2900 nm, diametre 20um), les
premiers succes ont été obtenus dans 1’espece
humaine (16).

3. Micro-insémination périvitelline (SubZonal
Insemination, SUZI}

Comme décrit dans la technique précédente,
I’ovocyte, prétraité ou non au sucrose, est fixé a
I"aide d’une micropipette dont I'extrémité a été
émoussée. Avec 1’autre micromanipulateur, une
micropipette (diametre interne 5 2 10 um), dont
I'extrémité a été biseautée (25° & 35°) et préala-
blement chargée avec 1 a 7 spermatozoides, est
introduite dans I'espace périvitellin. Le ou les
spermatozoides sont alors injectés, ou mieux, on
les laisse migrer, dans cet espace.

L'aiguille est ensuite retirée et I’ovocyte
transféré dans l'incubateur. Cette manipulation
ne doit & nouveau prendre que quelques minutes.
Cette technique a été appliquée dans I’espece
humaine pour la premiére fois en 1987 par Laws-
King et al. (34) sans toutefois qu’ils procedent au
transfert des embryons.

4. Micro-insémination  intravitelline
(Intracytoplasmic Sperm Injection, ICSI)

Cette technique, qui consiste a injecter, a
I’aide d’une micropipette, une téte de spermato-
zoide dans I’ooplasme, n’est encore qu’a ses pre-
miers balbutiements dans 1’espéce humaine
(43,63). Les premieres grossesses apres ICSI ont
été obtenues par Palermo et al., 1992(49).

5. Préparation des spermatozoides

Différentes techniques de préparation du
sperme sont utilisées. Elles dépendent de la qua-
lité de I'éjaculat. Apres lavage et centrifugation,
les spermatozoides mobiles sont récoltés par
migration passive, par sédimentation passive ou
apres passage sur filtre, généralement un gradient
de Percoll. Les techniques de filtration des spet-
matozoides ont actuellement tendance & se géné-
raliser.

Il semble qu’il soit souhaitable d’augmenter
la durée d’incubation (pouvant aller jusqu’a 8
heures) avant de pratiquer ’insémination.
Certaines équipes collectent méme le sperme la
veille de la ponction (48). En effet, la capacita-
tion et surtout la réaction acrosomiale nécessitent
plusieurs heures, et une partie seulement des
spermatozoides accomplira cette réaction. Les
quelques spermatozoides injectés sous la zone
pellucide, ou le spermatozoide introduit dans
’ovocyte, seront néanmoins choisis arbitraire-
ment car la sélection ne pourra s’opérer que sur
des critéres visibles en microscopie optique, tels
que la mobilité et la morphologie. C’est pour
cette raison que différentes techniques d’amélio-
ration et de synchronisation de la réaction acroso-
miale ont été suggérées (18,34), telles 1’addition
de médiateurs chimiquement définis (pentoxy-
filline, déoxyadénosine...) ou I'incubation dans
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des fluides biologiques (fluide folliculaire, liqui-
de péritonéal, liquide amniotique...)(19,34). La
réaction acrosomiale est également accélérée par
la présence de la zone pellucide et des cellules du
cumulus oophorus. L’incubation des spermato-
zoides en présence d’extraits soluble, de la zone
pellucide, ou dans un milieu de culture condition-
nés de cellules du cumulus, conduit & une aug-
mentation significative de la réaction
acrosomique (13,57,59). L’action d’un champ
électrique sur les spermatozoides  (€lectropora-
tion) a également été testée avec succes (48).

RESULTATS

Lorsque nous cldturons cette étude bibliogra-
phique, c’est-a-dire en juillet 1992, moins d’une
cinquantaine de publications concernant les
micromanipulations dans 1’espece humaine ont
été recensées dans la littérature francaise et
anglaise. Ces travaux émanent pour la majorité
d’un nombre réduit d’équipes. L analyse des
résultats est parfois difficile car certaines don-
nées manquent, comme le pouvoir fécondant des
spermatozoides lors des tentatives antérieures,
I’origine des embryons transférés, les taux
d’implantation, les caractéristiques du sperme,
etc. De plus, certaines équipes publient a plu-
sieurs reprises les méme résultats ou annexent
des résultats qui ont fait I'objet de publications
antérieures. L’ensemble des résultats publiés est
rassemblé dans les tableaux 12 3.

Zona drilling

Aucune des équipes ayant utilisé les tech-
niques chimiques ou enzymatiques de perforation
de la zone pellucide n’a obtenu de grossesse. Les
taux de fécondation monospermique variaient
entre 15 et 50 % (15, 22). Alors qu’elle avait per-
mis d’obtenir d’excellents résultats chez la sou-
ris, I'utilisation du zona drilling dans I’espece
humaine s’est rapidement révélée inapplicable
suite a la toxicité des substances utilisées sur
I’ovocyte humain (37), et ce malgré ["optimisme
d’Edirisinghe et al., 1991 (15). Gordon et al.,
1988 (22) obtinrent 33% de 1ésions ovocytaires,
32% de fécondation dont 50% de polyspermie.
Ces résultats désastreux ont été confirmés ulté-
rieurement par le méme groupe (20) qui avait
alors comparé le zona drilling au Tyrode acide ou
a la chymotrypsine, et le PZD (tablean 1). Par
contre, la technique a été utilisée avec succes

Tableau 1
ZONA DRILLING vs PZD (d'apres Garrisi et Coll. 20)
FECONDATION (%}
Cycles Y Micro- Poly- Cliyage
classique manipulation  spermie
Tyrode Acide 10 1135 17,5 28 100
Chymotrypsine 9 6,5 25 428 583
PZD 16 100 217 16,1 61




Tableau 2 : Résultats obtenus en PZD

Nbde Nbre Nbre embr.

Nb embr.

Qualité  Gross. Gross.  Gross, évol.

. g . " Fréq. Taux

Auteurs Réf. cycles de ar ovo arovo  Sperme  Transf.  Transt Transf. - "
lr)ailés pat. rrr)licrom, noﬁ7 microm. )I()]().() microm. mixte microm. polyspermie - dimplant.

Malter et Cohen 1989 37 11 11 27135 16/32 0AS 37 37 4/21 413
Cohen et al. 1989 1l 18 18 42155 28/55 0OAS 1/5 49 s 11742 ?
Garrisi et al. 1990 20 16 15 317143 4102 0/9 531 0/?
Jean et al. 1990 26 N 58 0/25 1130 15-40 0/0 ? o7
Changetal. 1991 5 1 1 22 213 1/1 11 072 112
Cohenetal. 1991 12 6l 61 82/293 317128 0AS 321 26 7 ? 7
Cohen etal. 1991 7 57 57 97/267 68/196 OAS 4121 8/17 7 2397 16/95
Hill ctal. 1991 24 16 14 22/88 16/65 17200 o5 173 522 on
Payne et al. 1991 50 2 23 47/147 2575 OAS 0/15 247 0/?
Simon et al. 1991 58 22 2 39/151 3158 3-110 09 5/39 07?7
Tucker et al. 1991 61 70 67 73/281 33254 06-75 617 10/13 2117 3173 6/27
Barlow et al. 1992 2 28 7 3T 3103 313 23 737 ?
Jean et al. 1992 25 20 20 15/86 3100 5-N /3 0/3 10115 1
Van der Zwalmen et al. 1992 62 43 34 5171254 o/111 12-N 3120 03 2120 10/51 3/39

pour faciliter 1’éclosion des embryons et leur
implantation secondaire (8). Cette technigue
parait efficace surtout lorsque la zone pellucide
est épaisse (plus de 15 um), et chez les patientes
agées de plus de 38 ans. Le zona drilling serait
préférable a la dissection mécanique introduite
antérieurement par le méme groupe (9). Il sem-
blerait donc que la solution acide soit moins
nocive pour les embryons qu’elle ne 1'était pour
les ovocytes avant fécondation.

Partial zona dissection

Le tableau 2 rassemble I’ensemble des résul-
tats publiés aprés PZD. L’importance des varia-
tions observées peut s’expliquer par des choix de
populations différentes. Ainsi, dans I'étude de
Tucker et al., 1991 (61), portant sur 67 couples,
14 seulement avaient présenté un échec de fécon-
dation lors d’une tentative antérieure. Sur les 70
cycles étudiés, 16 ont montré un taux de féconda-
tion identique en FIV conventionnelle et en PZD,
35 n’ont fécondé quen PZD et les 19 tentatives
restantes se sont soldées par un échec complet de
fécondation dans les deux techniques. Dans une
autre publication,(7), la méme équipe montre que
les résultats obtenus en PZD et en FIV classique
sont identiques (34 et 36%). Si par contre, seuls
les couples ayant présenté un échec de FIV dans
leurs antécédents sont sélectionnés, les taux de
fécondation sont respectivement de 14 et 32 % et
la différence devient significative. Lorsqu'une
sélection plus sévere des cas est opérée,on
constate que la PZD permet une amélioration des
taux de fécondation (20% versus 5,4% ) (62).

L’étude approfondie du tableau 2 montre
qu’a I'exception des cas isolés, les publications
de séries plus ou moins larges émanent de 6

Tableau 3 : Résultats obtenus en SUZI

équipes diftérentes (références les plus récentes:
24,25, 50, 58, 61 et 62). Elles portent sur un total
de 193 cycles et 1007 ovocytes soumis & la PZD.
Les taux de fécondation globaux sont respective-
ment de 24,5 et de 13,0 % selon le type d’insémi-
nation: PZD ou FIV classique. La fréquence de la
polyspermie est de 25,5 %. Un transfert
d’embryons résultant de la micromanipulation a
pu étre réalisé chez 69 patientes (35,8 %). Dix
grossesses ont été diagnostiquées dont 4 ont évo-
1ué, soit 2,1 % de grossesse évolutive par cycle
pris en charge. Par contre les transferts mixtes,
c’est & dire un mélange d’embryons résultant des
PZD et de I'insémination classique, ont permis,
I’obtention de 11 grossesses sur 19 transferts
(58 %).
Subzonal insemination

Les résultats publiés apres micro-injection
dans la zone périvitelline sont rassemblés dans le
tableau 3. Dans 1’étude de Fishel et al., 1992 (19)
qui collige d’ailleurs les résultats de leurs travaux
antérieurs (17, 18), 36% des patientes ont eu au
moins 1 ovocyte fécondé. Sur 114 patientes, les
taux de fécondation en FIV classique et apres
SUZI étaient respectivement de 6 et 39% (p
significatif). Ces résultats sont surprenants et en
contradiction avec ceux publiés par les mémes
auteurs (17), oli ils observaient des taux de fécon-
dation respectivement de 7,6 et 14,5 % (p signifi-
catif). Lorsque les SUZI sont pratiquées chez des
patientes ayant eu au moins 2 échecs de féconda-
tion, et que la moiti¢ des ovocytes est inséminée
classiquement, et I’ autre moitié est micromanipu-
lée, il n’y a aucune fécondation dans le groupe
témoin alors que 19.6% des ovocytes sont fécon-
dés apres microinjection (65). Actuellement ils

Nbde Nbre  Nbre embr.  Nbembr.

Qualité  Gross, Gross.  Gross. évol.

Auteurs Réf.  cycles de par ovo par ovo Sperme  Transf.  Transf.  Transf. lqu. - NBSPZ d‘-Tali,x
traités pat.  microm. nonmicrom. XI0.6  mictom.  mixie  microm. polyspermieimjectés - dimplant.
Bongso et al. 1989 4 1 | 3 87 (0%) on 0/3 lou+ 03
Fishel et al. 1990 18 85 83 55/369 6/112 15-30 331 ? 331 255 3421 447
Olar et al. 1990 46 1 | 36 /6 P. Epidi. 0/1 073 1 0/3
Wolf et Jouannet 1991 05 17 11 28191 073 OASetN 28 ? 10/28 ? ?
Cohenetal. 1991 12 19 19 28/87 0ATS 0/10 14/28 112 0
Cohen et al. 1991 7 47 47 65/254 2M 0AS s ? 13/65 7
Fishel et al. 1991 17 130 130 69/539 197250 OATS 6/39 i 4139 ? 37421 96)
Ngetal. 1991 43 131 131 1431771 15195 0.1-86 5/58 1/58 15/143 +-1 ?
35 35 35/188 OASetN 012 35 +-1 !
Wittemer et al. 1991 o4 1 | 1/10 52x10.6 171 11 071 =10 11
Fishel et al. 1992 19 25 225 150/1003 22364 OASetN 1282 ? ? 7150 4.9+/-0.1 ?
Sakkas et al. 1992 52 150 139 1341942 0OAS 6/58 2I8 19/134 1-4 ?
Palermo et al. 1992 48 44 43 134/464 09-158 7134 477 13/134 =3 !

*Microinsémination & J+1 pour échec de fécondation
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ont obtenu 5 grossesses sur 24 transferts.

Quelques auteurs ont rapporté des succes iso-
1és. Ainsi, des fécondations ont-clles €té obtenues
en SUZI apreés injection de spermatozoides
immobiles (4), ou de spermatozoides épididy-
maires (46).

Lorsqu’on compare ’efficacité de la PZD et
de la SUZI chez 19 patients lors d’une méme ten-
tative de FIV, des taux de fécondation similaires
(26 et 32%) ainsi qu’une fréquence de polysper-
mie identique (42 et 50%) sont décrits (12). La
méme année, la méme équipe publiait une étude
portant sur 47 couples réalisant une tentative de
FIV pour indication masculine; les taux de fécon-
dation étaient respectivement de 31% (22/71),
21% (31/148) etde 26% (65/254) en FIV
classique, en PZD et en SUZI (7).

Si le taux de fécondation s’améliore
lorsqu’on augmente le nombre de spermato-
zoides injectés, on observe en corollaire une fré-
quence de polyspermie accrue (32), pouvant
atteindre 100% des ovocytes lorsque > 8 sperma-
tozoides sont déposés dans 1'espace périvitellin
(42).

Un examen attentif du tableau 3 révele que 6
£équipes seulement ont publié¢ des résultats sur des
séries de patients traités par la SUZI (références:
7,19, 43, 48, 52 et 65). Sur 614 cycles pris en
charge, 3525 ovocytes ont été microinjectés
alors que 603 ont été inséminés classiquement.
Les taux de fécondation sont respectivement dans
les deux groupes de 18,5 et 9,8 %. Les féconda-
tions polyspermiques sont de 11,8 % aprés SUZL
Sur 241 transferts (39,3 %), 32 patientes ont eu
un test de grossesse positif (13,2 %). La publica-
tion de Cohen et al, 1991 (7) ne permet pas de
déterminer I’origine des embryons dans les 5
grossesses obtenues. Le nombre de grossesses
évolutives n’a pas été précisé par la plupart des
auteurs.

Intracytoplasmic injection

Seuls des résultats préliminaires ont été
publiés a ce jour. Lanzendorf et al., 1988 (31) ont
inséminé 20 ovocytes maturés in vitro et ont
obtenu 6 embryons a 2 PN qui ne furent pas
transtérés. Veeck et al., 1989 (63) ont injecté un
spermatozoide dans le cytoplasme de 85.ovo-
cytes; 24 % se fécondérent normalement (2PN),
13 % se diviserent, il fut procédé a 7 transferts
sans obtenir de grossesse. Ng et al., 1991 (43) ont
injecté 38 ovocytes obtenus chez 3 patientes dif-
férentes; 12 ovocytes ne survécurent pas a la
manipulation, 4 étaient au stade 2 PN et ont été
transférés chez 2 patientes différentes sans qu’il
en résulte de grossesse. Et enfin, Palermo et al.,
1992 rapportent 4 grossesses sur 60 patientes



traitées (6,7 %); 133 ovocytes avaient été fécon-
dés sur 234 micromanipulés (57%); 17
patientes avaient bénéficié d’un transfert (28%).

DISCUSSION

En préambule,signalons I’existence d’une
excellente revue de la littérature sur I’ensemble
des applications des micromanipulations a I’espe-
ce humaine, publiée en 1990 (45).

La réussite d’une fécondation tant in vivo
qu’in vitro est conditionnée par la maturité et la
qualité de 'ovocyte d’une part et, I'intégrité des
propriétés fonctionnelles et cinétiques des sper-
matozoides d’autre part. Ainsi, lorsque les sper-
matozoides arrivent au contact du complexe
cumulus-ovocyte, il leur reste de nombreuses
étapes 2 franchir: traversée du cumulus et de la
corona radiata, fixation a la zone pellucide, per-
foration de cette derniére, pénétration de la mem-
brane cytoplasmique, blocage de la polyspermie,
décondensation nucléaire et formation du pro-
noyau masculin, et enfin fusion de ce dernier
avec le pronoyau féminin. Pour que les spermato-
zoides soient capables d’effectuer ces différentes
étapes préalables et contemporaines, 2 la fécon-
dation, ils doivent subir une capacitation et la
réaction acrosomiale doit s’accomplir (53, 54).
Dans une population de spermes fertiles 6 a 10%
des spermatozoides ont fait leur réaction apres
3h. de culture (35, 41). In vitro, ce pourcentage
peut &tre augmenté et synchronisé par 1’addition
de différents médiateurs au milieu de culture et
par [’allongement de la période d’incubation.
(voir paragraphe préparation des spermatozoides).

Tant in vivo qu’in vitro, les patients, dont le
spermogramme est altéré présentent réguliére-
ment une infertilité due a un pouvoir fécondant
réduit ou méme nul. Une relation directe avec la
gravité des altérations a été observée, le facteur le
plus discriminant serait pour Acosta et al. (1) la
tératospermie. Selon d’autres auteurs, les para-
metres numération et mobilité ne seraient pas
corrélés avec le pouvoir fécondant aprés PZD,
mais aucun embryon ne s’ implanterait lorsque les
ovocytes sont fécondés par un sperme contenant
moins de 5% de spermatozoides a forme normale
(30).

La présence d’une oligospermie importante
s’associe 2 une absence de fécondation, méme
aprés micromanipulation ovocytaire (PZD) (61)
et, s’il y a fécondation, I"implantation embryon-
naire est perturbée (12). D’autres auteurs ont
observé une corrélation entre le taux de féconda-
tion en SUZI et le nombre de spermatozoides
dans 1’éjaculat, confirmant ainsi que les tech-
niques de microinjection n’apporteront pas la
solution & tous les problemes d’oligoasthénosper-
mie (43).

En SUZL, le taux de fécondation est signifi-
cativement plus faible (8%) lorsque le nombre de
spermatozoides mobiles par €jaculat est inférieur
& 1 million (étude sur 79 cas), et comparé au reste
de la population (n=131) ot il y avait plus de 1
million de spermatozoides mobiles par éjaculat
(24% de fécondation). Les mémes variations sont
d’ailleurs observées en FIV classique; celle ci
étant réalisée sur une autre fraction des ovocytes:
moins de 1 million de spermatozoides, 0% de
fécondation; plus de 1 million, 6,6 %)(19).Un
retard de fécondation et/ou un développement
embryonnaire anormal sont décrits chez les
patients dont le sperme est pathologique (51).
Les pathologies nucléaires seraient en ce sens
plus graves que les anomalies de 1’acrosome
(58). Des études animales montrent cependant
une absence de relation entre les caractéristiques
physiques des spermatozoides et leur matériel
génétique (40). Il apparait donc qu’une réduction
du taux d’implantation et une augmentation de la
fréquence des fausses couches s’ observent en cas
d’oligotératospermie (1, 7, 12). Cette assertion ne
se vérifierait pas lorsque les embryons résulte-
raient d’une SUZI (7).

Il ressort donc de cette analyse que les para-
meres classiques du sperme, numération, mobili-
té et morphologie, s’il n’ont pas une valeur
discriminante parfaite, permettent néanmoins de
prédire les chances de succes tant d’une FIV
classique qu’apres micromanipulation. Et force
est de constater que les techniques d’injection
sous pellucidaire ne constituent pas la panacée,
mais permettent seulement de reculer les limites
d’acceptation d’un patient. Les résultats dispo-
nibles en injection intracytoplasmique sont enco-
re trop fragmentaires pour préjuger de leur valeur
et pour affirmer que cette technique résoudra tous
les problémes masculins hormis bien sdr les apla-
sies germinales complétes.

Deux problémes majeurs sont apparus rapi-
dement au cours de I’analyse des résultats: cer-
tains auteurs ont publié & plusieurs reprises les
mémes séries, et d’autre part, il est souvent diffi-
cile de connaitre avec précision les criteres
d’inclusion utilisés.

L’étude - non exhaustive - de la littérature
que nous avons réalisée permet d’estimer que le
nombre de grossesses en PZD est compris entre
10 et 15 dont 5 a 8 seraient évolutives sur plus ou
moins 200 cycles ponctionnés. En SUZI, sur plus
de 600 cycles ponctionnés, on compte moins de
40 grossesses. Selon un rapport rassemblant les
résultats présentés a 2 congres (Rome 1990 et
Paris 1991) il y aurait eu, jusqu’en juillet 1991,
en PZD, 13 grossesses cliniques apres transfert
d’embryon obtenus aprés une micromanipulation,
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soit 11% par transfert et 4.5% par cycle, tandis
que 16 grossesses ont été obtenues apres trans-
ferts mixtes (embryons intacts et embryons ayant
subi une micromanipulation). En SUZI, 55 gros-
sesses auraient été obtenues sur 333 transferts
(16.5%) et sur 653 ponctions (8.4%). Il n’est pas
précisé s°il s agit de transferts purs ou mixtes, ni
les indications des micromanipulations (33). 11
faut signaler qu’un certain nombre de ces cas
présentés n’ont pas été confirmés dans une publi-
cation internationale. Plus récemment, lors de
I’International Symposium on Preimplantation
Genetics and Assisted Fertilization (Bruxelles -
février 1992), les résultats d’une enquéte menée
aupres de différents centres rapporte que les taux
de grossesses par cycle étaient respectivement de
3,3, 10,1 et 13,3 % en PZD, SUZI et ICSI (soit
11, 49 et 8 grossesses dans chaque groupe).

L’ analyse de certains publications montre
clairement que les techniques de micromanipula-
tion sont inutiles si les criteres de sélection ne
sont pas rigoureux. Plusieurs études ont ainsi
démontrés que les taux de fécondation étaient
similaires en FIV classique et aprés microma-
nipulation si ces techniques sont appliquées en
premiére intention. Donc certaines grossesses
obtenues aprés micromanipulation 1’ aurait égale-
ment été aprés FIV conventionnelle. Il parait évi-
dent que seuls des cas d’absence répétée de
fécondation in vitro devraient étre inclus dans des
études ayant pour but de démontrer !efficacité de
ces nouvelles technologies. A ce jour, il est donc
impossible d’effectuer une méta-analyse qui per-
mettrait d’évatuer I"apport exact de la PZD et/ou
de la SUZI dans des échecs répétés de féconda-
tion in vitro.

Selon Fishel et al., 1990 (18), 20% des
infertilités idiopathiques soumises a une tentative
de FIV présentent une absence de fécondation
avec, pour certaines, une non fixation des sper-
matozoides a la membrane pellucide. Différentes
techniques ont donc été utilisées pour tenter
d’améliorer Ie taux de fécondation dans ces cas:
augmentation du nombre de spermatozoides insé-
minés, sélection des spermatozoides (gradient de
Percoll ou de Ficoll, passage sur laine de verre),
addition de médiateurs chimiques, retrait du
cumulus, culture en microgoutte ou en capillaire,
etc. Cependant, il semble que la traversée de la
membrane pellucide reste dans de nombreux cas
d’infertilité idiopathique 1’obstacle majeur a la
pénétration des spermatozoides dans 1’ovocyte.
En effet, une dépellucidation complete conduit
presque inéluctablement a la fécondation, et sou-
vent & la polyspermie (3, 14). En présence de
spermatozoides non fécondants lors de tentatives
de FIV antérieures, une fécondation a été obser-



vée dans 70 % des cas apres dépellucidation
d’ovocytes agés de 48 heures (21). La présence et
une intégrité relative de la zone pellucide consti-
tuent donc une étape limitante dans le processus
de la fécondation, mais sont plutdt aussi le garant
de la monospermie. Les résuitats des micromani-
pulations le confirment. Les rles respectifs de
I'ovocyte et de la membrane pellucide dans le
blocage a la polyspermie ont été évalués, et diffe-
rent d’ailleurs d’une espece a 'autre. (18, 38, 39,
45, 55, 56).

Dans 1’espéce humaine, et en contraste avec
les expérimentations chez la souris (23), I’ utilisa-
tion de solution de Tyrode acide pour perforer la
zone pellucide et faciliter la fécondation n’est pas
applicable. La survie, la fécondation et le clivage
des ovocytes humains sont extrémement faibles
(20, 22, 37), car la solution acide perturbe le pro-
cessus méjotique par arrét au stade anaphase II
(43). De plus, les solutions de tyrode acide indui-
sent une division parthénogénétique des ovocytes
(27). 1l en serait de méme avec les traitements
enzymatiques, ainsi la cytocholasine modifierait
I"architecture du cytosquelette réduisant le taux
de fécondation (42). Cette méthodologie est donc
actuellement abandonnée dans cette indication,
alors qu’elle pourrait étre utile pour favoriser
I’éclosion embryonnaire (8).

Des avis contradictoires sont émis concer-
nant les avantages et les inconvénients des
micromanipulations pour opérer une sélection
des spermatozoides. En SUZI, contrairement a la
PZD, la sélection naturelle des spermatozoides
ayant fait leur réaction acrosomique n’a pas lieu
(12). Suite 2 une sélection arbitraire, en SUZI et
plus encore en ICSI, on pouvait craindre une
augmentation de la fréquence des anomalies
génétiques. En pratique c’est I'inverse qui a été
observé (7). De plus les travaux expérimentaux
de Kola et al. en 1990 (29) ont apaisé cette
inquiétude car aucune augmentation de la fré-
quence d’aneuploidie n’a été observée apres
SUZI. Bien que le nombre de grossesses & terme
résultant d’une SUZI ou d’une PZD soit encore
assez reduit, il ne semble pas que ces techniques
augmentent la fréquence des malformations foe-
tales. Par contre, le nombre de grossesses résul-
tant d’ICSI est actuellement trop faible pour
conclure a Vinnocuité de cette technique. I res-
sort de I’expérience de plusieurs auteurs que la
SUZI est néanmoins plus efficace que la PZD
dans les problemes d’infertilité masculine. Cette
derniére technique devrait rapidement disparaitre
de I"arsenal thérapeutique ayant pour but I'amé-
lioration du taux de fécondation.

Deux problémes sont apparus suite & I’intro-
duction des techniques de micromanipulation: la

polyspermie et la survie embryonnaire. En SUZI,

il semble exister un parallélisme entre le nombre -

de spermatozoides déposés dans l'espace périvi-
tellin et le nombre de pronoyaux observé (19,
32). L’insémination par 2 ou 3 spermatozoides
réduit ce risque 2 des valeurs acceptables;par
contre, I’augmentation du nombre de spermato-
zoides injectés n’améliore pas le taux de féconda-
tion monospermique (52). D’autre part, la
fréquence des 1ésions cellulaires dépend de
I'habileté de I'expérimentateur. Les chiffres
varient entre 3% (12) et 15% (18) selon les
équipes. De plus les micromanipulations pour-
raient étre responsable d’une éclosion embryon-
naire plus précoce avec perturbations des
processus immunologiques liés a I'implantation.
Dans cette optique, Cohen et al., 1990 (9) ont
placé sous couverture corticoide et antibiotique
leur patientes dont les embryons avaient subi une
micromanipulation pour favoriser 1’éclosion. Un
taux de grossesse de 28 % a été obtenu chez ces
patientes qui avaient présenté des échecs
d’implantation lors des tentatives antérieures.

II parait indéniable que les techniques d’insé-
mination périvitelline et intracytoplasmique
constituent des étapes importantes dans le traite-
ment des infertilités masculines. Beaucoup de
patients considérés a ce jour comme définitive-
ment stériles peuvent espérer obtenir une gros-
sesse. Il est cependant prématuré de vouloir
préciser les limites des indications.Pour juger de
Iefficacité des techniques, les couples sélection-
nés devraient répondre & certains critéres stricts:

1° en cas de spermes classiquement normaux
ou subnormaux, avoir eu au moins deux échecs
de fécondation portant sur un nombre minimum
d’ovocytes. Il devrait s’agir d’un critére mini-
mum puisque dans 70 & 80 % des cas, un échec
de fécondation lors d’une tentative se solde par
une fécondation lors d’une tentative ultérieure (6,
210).

2° si les caractéristiques du spermogramme
ne permettent pas la réalisation d’une tentative de
FIV classique (moins de un million de spermato-
zoides mobiles par éjaculat (19), le SUZI ou
I’ICSI peuvent étre envisagé d’emblée.

3° en cas d’hypofécondances majeures et
répétées en FIV classique, I’apport des tech-
niques de micromanipulation, en terme de gros-
sesses évolutives, reste encore & démontrer.

Le recours aux techniques de micromanipu-
lation peut également &tre d’application dans cer-
taines circonstances particuliéres et excep-
tionnelles: ainsi des tentatives de SUZI ont-elles
été effectnées avec des spermes congelés avant
chimio- ou radio-thérapie, et ayant mal résisté an
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processus cryopréservatif (28); également apres
collecte des spermatozoides dans les canaux
déférents ou dans I’épididyme. De plus, I’absen-
ce complete de mobilité pourrait étre court-cir-
cuitée par [’ utilisation de I'ICSL

Malheureusement, a ce jour, il n’existe pas
de test de sélection dont le pouvoir discriminant
soit absolu. Le test de pénétration des ovules de
hamster dépellucidés semble garder un intérét
majeur. Des tests homologues pourraient se
développer : des ovocytes non fécondés apres 24
ou 48 heures sont soit dépellucidés ou microma-
nipulés, et mis en présence des spermatozoides a
étudier (3, 14). Ces techniques pourraient tester
le pouvoir fusiogene des spermatozoides et déter-
miner I’indication au recours & 'injection
intracoplasmique.

CONCLUSION

Les techniques de micromanipulation (PZD,
SUZI ou ICSI) n’ont permis a ce jour d’obtenir
qu’un nombre limité de grossesses (moins de 100
recensées). Les taux de fécondation restent relati-
vement faibles. Il est donc impératif de pour-
suivre les travaux de recherche pour, d’une part
mieux déterminer les étiologies des infertilités
susceptibles de bénéficier de ces techniques, et
d’autre part améliorer les modalités méthodolo-
giques afin d’augmenter les taux de fécondation.

Vu les taux de succes actuels, il nous semble
logique de continuer a considérer ces techniques
comme expérimentales, et de les réserver a
quelques centres spécialisés. Avant d’engager un
couple dans une telle procédure, I’équipe médica-
le se doit de le prévenir des chances réelles de
réussite.
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RESUME : Depuis quelques années, on
assiste, dans le domaine des technologies
médicalement assistées, & un engouement
pour Putilisation des micromanipulations
comme thérapeutique de I'infertilité mascu-
line. Une revue de la littérature nous a per-
mis de constater qu’a ce jour moins de 100
grossesses ont €té obtenues et que les taux
de fécondation sont trés variables en fonc-
tion de la rigueur de la sélection des cas.
Alors que la dissection partielle de la zone
pellucide ne semble pas étre un technique
prometteuse, 'injection de spermatozoides
dans ’espace périvitellin ou dans le cyto-
plasme de V'ovocyte pourrait étre promise 2
un bel avenir. Mots clés : Micro-
manipulation, Microinjection, PZD, SUZI,
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