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FERTILIZING ABILITY TESTING IN
ASSISTED FERTILIZATION. 1t is now
possible to evaluate each specific function of
the spermatozoon by diagnostic testing. These
tests, which are correlated with the outcome of
male factor IVF, are unnecessary in routine
practice. However, they are highly relevant in
cases of repeated fertilization failure at IVF,
allowing the detection of a specific defect in
one of the component processes of fertilization
which facilitates the decision as to whether to
either abandon further attempts or continue
with assisted fertilization treatment. Such tes-
ting must allow selection of the appropriate
sperm preparation and microinjection methods
and also clarify the indications, contraindica-
tions and risks of these techniques which, for
the present, remain in the research domain. Key
words : Assisted fertilization - gametic interac-
tion - videomicrography - hemi-zona test - acro-
some reaction - hamster test - nuclear
decondensation. Andrologie, 1992, 2 : 58-60.

INTRODUCTION

Le développement des procréations médicale-
ment assistées a bouleversé ces dix dernieres années
1"approche diagnostique et thérapeutique des stérili-
tés masculines. En particulier la fécondation in vitro
(FIV), en réalisant les conditions d’un test de fécon-
dance objectif, a mis en exergue le caractére insuffi-
sant des parametres classiques du spermogramme,
trés inconstamment corrélés i la fécondance (34), et
la nécessité d’aborder I’exploration de la fertilité
masculine par une approche plus fonctionnelle et
moins morphologique a partir des cinq grandes
fonctions de cette cellule hyperspécialisée qu’est le
spermatozoide. Ces cinq fonctions sont successive-
ment; le transport, possible grace au mouvement
flagellaire, la reconnaissance ovocytaire par 1inter-
médiaire d’un récepteur membranaire pour la glyco-
protéine ZP3, I’activation membranaire avec la
capacitation survenant au cours du trajet dans les
voies féminines puis la réaction acrosomique au
contact de la zone pellucide, la fonction fusiogene
et d’activation ovocytaire apres une phase de recon-
naissance / adhésion et enfin I'aptitude du noyau a
se décondenser au sein du cytoplasme ovocytaire.
Non seulement des tests existent aujourd’hui pour
explorer ces différentes fonctions, mais la biochi-
mie et 1a biologie moléculaire laissent entrevoir la
possibilité de démembrer des anomalies spécifiques
responsables d’hypofertilité ou de stérilité et tou-

chant sélectivement I’'une ou plusieurs de ces fonc-
tions.

La FIV a permis également, d’un point de vue
thérapeutique, de court-circuiter certaines de ces
étapes de la fécondation comme le tri a travers la
glaire cervicale, le transport et la capacitation, rem-
placés par I'incubation dans un milieu de culture et
par la sélection d’une sous-population hypermobile.
Plus récemment la fécondation assistée (FA) a
introduit d’autres bouleversements: d’une part elle
permet de court-circuiter de nouvelles étapes
comme celle de la reconnaissance spécifique de la
zone pellucide et sa pénétration, dans le cadre du
zona - drilling et de I’injection sous la zone pelluci-
de (SUZI), ou comme celle de 1’adhésion / fusion
en cas d’injection directe intra-cytoplasmique, et
d’autre part elle conduit a ia séiection non plus
d’une sous-population, mais de quelques, voire d’un
seul, spermatozoide. Les indications, les contre-
indications, les risques et les résultats de ces tech-
niques ne sont pas encore réellement connus; il
semble donc raisonnable d’appliquer avant toute
tentative ces tests de fécondance,afin de tirer le
maximum de renseignements des études prélimi-
naires en cours. Le but de cette exploration sera
triple :

1) comprendre I'échec des tentatives répétées de
FIV en découvrant I’anomalie spécifique si elle
existe, permettant d’indiquer ou de contre-indiquer
la fécondation assistée.

2) Choisir la méthode de fécondation assistée la
plus adéquate.

3) Permettre la sélection des spermatozoides prépa-
rés dans des conditions appropriées.

I. LE TRANSPORT

L’analyse de la mobilité des spermatozoides,
qu’elle soit simple (% de spermatozoides mobiles
avant ou aprés séparation du liquide séminal, test de
pénétration dans la glaire) ou plus objective, par
vidéomicrographie assistée par ordinateur, permet
de donner une indication pronostique avant une ten-
tative de FIV (16). Apres échecs répétés de FIV,
elle permet d’apprécier objectivement une anomalie
spécifique du flagelle qui sera confirmée par micro-
scopie électronique (dyskinésies structurales axoné-
males ou péri-axonémales), de constater que
globalement les parametres sont trés inférieurs 2 la
normale, avec en particulier un taux trés bas
d’amplitude latérale de la téte ou de vitesse curvili-
néaire avant et /ou aprés pré-incubation dans un
milieu capacitant, traduisant I'inaptitude & acquérir
un mouvement hyperactivé. Enfin elle confirme
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parfois que tous les parametres du mouvement sont
normaux. Ainsi Feneux et coll. (9), dans une série
de 48 non fécondances répétées inexpliquées,
retrouvent-ils dans 15 cas une anomalie de la fonc-
tion cinétique, simple, ou associée, dont 3 dyskiné-
sies structurales.

La constatation d'une anomalie importante de la
fonction cinétique pourrait théoriquement justifier
le recours 4 une technique de fécondation assistée
afin de court-circuiter au moins la pénétration  tra-
vers la zone pellucide comme le proposent Wolf et
Jouannet (42). Une fécondation a pu étre obtenue
par I'injection sous la zone pellucide de plusieurs
spermatozoides d’un sujet porteur d’un syndrome
de Kartagener (27), voire méme d’un seul sperma-
tozoide immobile (3), laissant supposer qu’une
bonne mobilité ne serait pas nécessaire pour per-
mettre la fusion intergamétique et la décondensation
du noyau. Des résultats semblables ont été obtenus
en injectant directement le spermatozoide dans
I’ovocyte de hamster (2) ou I'ovocyte humain (18).
Néanmoins, en terme de résultats, il sera nécessaire
de pouvoir corréler la mobilité de la population uti-
lisée ainsi que celle des ou du spermatozoide micro-
injecté ().

II. LA LIAISON A LA ZONE PELLUCIDE

Depuis les travaux de Saling (35), on sait que la
membrane plasmique de la téte du spermatozoide
posséde des récepteurs spécifiques pour la glyco-
protéine de la zone pellucide ZP3, et que cette liai-
son constitue une des étapes principales de
I"interaction gamétique. Overstreet et coll. (30} ont
les premiers attiré |’attention sur I’absence possible
de liaison des spermatozoides a la zone pellucide
dans certains cas d’infertilité masculine. L’absence
totale, ou la faible liaison 2 la zone pellucide, peut
déja Etre observée et notée lors des tentatives
infructueuses de FIV. Deux types de test de liaison
a la zone pellucide ont été proposés. Overstreet
{30), puis d’autres auteurs (7, 28), ont utilisés des
ovocytes humains non fécondés obtenus sur ovaires
de cadavre ou aprés échecs de FIV. Ces ovocytes
peuvent é&tre conservés tres facilement sans altéra-
tion de la zona dans une solution hypertonique
contenant 1 4 1,5 M de chlorure ou de sulfate de
magnésium (25,28). L’incubation d’une quantité
égale de spermatozoides témoins et  tester permet,
si ces spermatozoides ont été marqués differemment
par un fluorochrome, de calculer un index de liaison
a la zone pellucide (28). Burkman et coll. (4) ont
développé une autre approche dans leur hémi-zona
test qui consiste & couper en deux I’ovocyte a I’aide
d’un micromanipulateur, et & comparer sur ces deux



moitiés équivalentes la liaison d’un sperme témoin
et 4 tester, conduisant également 2 un index de liai-
son. Ces tests ont une bonne valeur prédictive en
FIV tout venant (28, 30) ou en cas de tératospermie
(25). Ils permettent de dépister en cas de non fécon-
dance répétée inexpliquée en FIV, une anomalie
spécifique de la liaison a la zona (28), qui constitue-
rait I’ indication la plus logique de I'injection sous la
zone pellucide.

III. LA CAPACITATION

Acquise au cours du trajet 2 travers fes fluides
du tractus génital féminin, nécessaire a I’acquisition
du pouvoir fécondant, la capacitation n’a pourtant
pas de substratum morphologique, méme ultrastruc-
tural, lui permettant d’étre visualisée. Elle implique
en fait des modifications biochimiques membra-
naires et cytoplasmiques encore imparfaitement
identifiées et difficiles & mettre en évidence. Pour
I"apprécier, deux tests indirects ont été proposés: le
hamster-test que nous reverrons plus loin, qui
nécessite une pré-capacitation, et qui a donc ét¢ uti-
lisé indirectement par Perreault et Rogers (33) pour
mettre en évidence la grande variabilité inter-indivi-
duelle, méme si le temps moyen de capacitation a
été considéré comme étant de 1'ordre de 6 heures
pour I’espece humaine. La réponse aux ionophores
calciques en terme de réaction acrosomique dépend
du temps de pré-incubation dans les milieux dits
“capacitants”. Elle a été proposée également par
Byrd et Wolf (5) et par Fénichel et coll. (11) pour
apprécier, toujours indirectement, ’aptitude d’un
sperme a capaciter. Deux autres méthodes cherchent
a visualiser plus directement les modifications
membranaires liées a la capacitation, 2 Iaide de la
chlortétracycline pour Lee et coll. (23), et d’anti-
corps antiphosphotyrosine pour Naz et Coll. (26).
L’absence de réponse au ionophore retrouvé dans
plusieurs cas de non fécondance répétée et inexpli-
quée par Fénichel et Coll. (12) peut &tre en rapport
avec un retard de capacitation. Cette capacitation
demeure nécessaire dans la préparation des sperma-
tozoides en vue d’une fécondation assistée par
zona-drilling ou SUZIL L’intérét d’utiliser des acti-
vateurs de la’capacitation (milieu riche en albumi-
ne, liquide folliculaire, progestérone) reste a
démontrer.

IV. LA REACTION ACROSOMIQUE (RA)

Phénomene d’exocytose calcium-dépendant,
survenant au contact de la zone pellucide, fa RA
met en jeu toute une cascade d’évenements mem-
branaires et post-membranaires équivalent & une
activation cellulaire. Elle permet la libération
d’enzymes favorisant la pénétration de la zona
comme [’acrosine, et la modification de la plaque
équatoriale permettant la fusion avec la membrane
ovocytaire. Troix types d’approche de I’acrosome
ont été corrélées avec la técondance des spermato-
zoides, et ont mis en évidence ["importance de cette
étape au cours de la fécondation :
a) L'étude morphologique de I"acrosome a I'aide de
sondes fluorescentes (lectines (24) ou anticorps
monoclonal {14)), ou de la microscopie électronique

(10), dans la FIV toutes indications confondues
(14), en cas de tératospermie supérieure a 70% (24),
et en cas de non fécondance répétée inexpliquée
(10).

b) Le taux spontané de RA qui, lorsqu’il est trop
élevé, semble de mauvais pronostic (9, 12, 13, 27).
c) Le taux induit de RA qui a été retrouvé avec le
ionophore corrél€ & la fécondance (9), et abaissé en
cas d’échecs inexpliqués de FIV (12, 37), et avec le
liquide folliculaire diminué en cas de stérilité inex-
pliquée (6}.

La microinjection de spermatozoides non acro-
some-réagis sous la zone pellucide (36), ou de sper-
matozoides microcéphales a téte ronde sans
acrosome (19), ne permet pas d’obtenir une fécon-
dation. Par contre de tels spermatozoides anormaux
microinjectés directement dans le cytoplasme ovo-
cytaire sont susceptibles d’entrainer une déconden-
sation du noyau, voire une segmentation (19). Il
parait donc souhaitable dans le cadre de la féconda-
tion assistée (zona-drilling ou SUZI), de favoriser
I'induction de la réaction acrosomique lors de la
préparation des spermatozoides comme I’indique
I’étude de Sathananthan et coll. (36). Plusieurs
auteurs ont ainsi montré une amélioration des résul-
tats apres induction de la RA par différents procé-
dés d’abord chez I'animal (17), puis avec des
spermatozoides humains injectés sous la pellucide
d'ovocytes de hamster (20), enfin plus récemment
en fécondation humaine (31, 40). Plusieurs induc-
teurs ont €€ proposés dont le liquide folliculaire
(31), Pélectroporation(31, 40), la progestérone (32)
ou le strontium (22). Il est nécessaire que leur
action soit proche de la physiologie et qu’elle
’altére pas la qualité des spermatozoides. L’idéal
serait de pouvoir disposer de zones pellucides (39)
ou d’un recombinant de ZP3, ce qui ne devrait pas
tarder.

Si les premicres fécondations obtenues aprés
SUZI I'ont été a partir de plusieurs spermatozoides
micro-injectés et au prix d’un pourcentage non
négligeable de polyspermie (20, 21, 423), on sait
que l'injection d’un seul spermatozoide peut &tre
suffisante (22). Il est donc souhaitable d’enrichir la
population de spermatozoides préparés en vue
d’une fécondation assistée en cellules ayant accom-
pli la RA, puis d’essayer de les sélectionner. La
récupération de spermatozoides acrosome-réagis
peut se concevoir a 1’aide d’anticorps monoclonaux
de souris qui se fixent sélectivement sur la membra-
ne interne de I’acrosome (13, 29} et qui sont recon-
nus par des immunobilles dirigées contre les
immunoglobulines de souris. L’utilisation de billes
magnétiques permet de réunir ces spermatozoides
(29) a I'aide d’un aimant; reste & savoir si les sper-
matozoides alors détachés des billes sont en bon
état et toujours fécondants.

V. LA FUSION INTERGAMETIQUE

Une fois pénétré & travers la zone pellucide, le
spermatozoide va fusionner avec la membrane ovo-
cytaire. Cette étape comprend des phases de recon-
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naissance, d’adhésion puis de fusion qui mettent en
jeu la plaque équatoriale et la cape post-acroso-
mique, mais dont les bases moléculaires sont encore
imprécises.

Le test de pénétration croisée des spermato-
zoides humains dans I’ovocyte dépellucidé de ham-
ster constitue actuellement le test de référence
concernant cette étape (15). Ce test proposé par
Yanagimachi et coll. (43) en 1978 a longtemps été
considéré comme le test de fécondance par excel-
lence en laboratoire. Puis des discordances appa-
rentes et des corrélations approximatives ont ensuite
jeté un certain discrédit sur ce test. En fait il est
nécessaire de bien considérer les fonctions évaluées
lors de ce test, a savoir: la capacitation, la réaction
acrosomique, la fusion intergamétique et la décon-
densation des noyaux (15). C’est d"ailleurs la raison
pour laquelle il a ét€ proposé d’optimaliser le test en
induisant la RA a I'aide de calcium ionophore ou du
milieu d’incubation hyperosmolaire (1). Pour inter-
préter ce test, il convient donc d’apprécier d’abord
la décondensation des noyaux ; en leur absence, la
liaison des spermatozoides a la membrane ovocytai-
re, puis le taux de RA, voire I’état de capacitation
des spermatozoides testés. En cas de test négatif il
peut étre intéressant de vérifier a 1’aide de la micro-
scopie électronique (10), ou en immunofluorescen-
ce a [aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre
une protéine du cytosquelette au niveau de la plaque
gquatoriale, comme la calicine (8), s’il existe des
anomalies de Ia zone fusiogeéne. II pourrait égale-
ment étre utile de vérifier aptitude des noyaux a
décondenser lors de leur microinjection directe dans
I’ooplasme.

Le résultat de ce test parait capital dans |'explo-
ration d’un échec inexpliqué de FIV et/ou dans
I'alternative d’une fécondation assistée. A quoi ser-
virait le zona-drilling ou la SUZI si la fusion n’était
pas possible ?

VI. LA FONCTION NUCLEAIRE

La condensation nucléaire est essentielle pour
la fonction du spermatozoide qui consiste a apporter
le génome paternel dans le cytoplasme ovocytaire.
Cette condensation peut €tre apprécier par la colora-
tion nucléaire au bleu d’aniline de Terquem et
Dadoune (38), qui ne colore que les noyaux imma-
tures imparfaitement condensés. Un taux élevé de
noyaux immatures a été retrouvé associé aux ano-
malies morphologiques des spermatozoides, ou en
cas de non fécondance inexpliquée (10, 28).
Néanmoins, avant d’envisager une fécondation
assistée, I'élément utile ici est de savoir si le noyau
est susceptible de se décondenser. Une microinjec-
tion directe dans Iovocyte de hamster serait donc
théoriquement indiquée.

CONCLUSION

11 est actuellement possible d’explorer de
maniere spécifique chaque étape de la fécondation
humaine. Ces tests d’une difficulté, d’une faisabilité
et d’un coiit variables, ne sauraient étre utilisés en
routine méme s'ils ont été généralement corrélés



globalement aux résultats de FIV. Par contre en cas
d’échecs répétés en FIV pour indication masculine,
soit apparemment inexpliquée, soit associée A une
altération du spermogramme, ces tests peuvent étre
entrepris (hormis en cas d’azoospermie ou d’oligo-
spermie extréme). Ils devraient permettre 1) de
dépister, si elle existe, une anomalie spécifique a
Iorigine de I'hypofertilité, 2) de décider ou non de
la poursuite de la FIV dans des conditions particu-
lieres, ou d’indiquer le passage & une fécondation
assistée ou I’abandon avec recours éventuel 4 un
sperme de donneur, 3) de choisir en cas de féconda-
tion assistée le mode de sélection et de microinjec-
tion des spermatozoides. Ainsi il parait illusoire en
cas d’anomalie fusiogéne d’injecter les spemato-
zoides sous la pellucide, et il est préférable d’indui-
re la RA avant le SUZL. Les méthodes d’induction
et d’évaluation de la RA sont donc trés utiles dans
ce cas, et le seraient encore plus si I'on pouvait
sélectionner un seul spermatozoide réagi, permet-
tant & la fois d’augmenter les chances de succes et
de diminuer les risques de polyspermie.

Ni les indications, ni les résultats, ni les risques
des méthodes de fécondation assistée ne paraissent
pour Uinstant bien évalués (21, 28, 31, 41, 42). Une
des particularités de la fécondation assistée est de
diminuer encore, en court-circuitant les barriéres, la
sélection naturelle des spermatozoides, voire de la
supprimer comme dans I’injection intra-ovocytaire,
et d’opérer elle-méme de fagon plus ou moin arbi-
traire le tri. Ce tri, dont les conditions devraient
pouvoir peu & pen étre optimalisées, constitue i la
fois son avantage et son potentiel danger. C’est la
raison pour laquelle ces tests nous paraissent devoir
gtre réalisés systématiquement avant toute tentative,
afin d’en tirer le maximum de renseignements pour
I"avenir (28, 42).
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RESUME : I est possible actuellement d’évaluer
chaque fonction spécifique du spermatozolde 2
I’aide de tests d’exploration. Ces tests, bien que
corrélés aux résultats de la FIV d’indication mascu-
line, ne sont pas nécessaites en pratique courante.
Par contre ils prennent toute leur signification en
cas d’échecs répétés en FIV afin de rechercher une
anomalie spécifique d’une des étapes de la fécon-
dation et pour décider I arrét définitif des tentatives
ou le recours éventuel & une fécondation assistée.
Ils devraient permettre de choisir la technique de
préparation et de microinjection du ou des sperma-
tozoides et de clarifier les indications, les contre-
indications et risques de ces techniques qui restent
pour I'instant du domaine de 1’expérimentation.
Mots clés : Fécondation assistée - interaction
gamétique - videomicrographie assistée par ordina-
teur - hémizona test - réaction acrosomique - ham-
ster test - décondensation nucléaire. Andrologie,
1992, 2 : 58-60.




