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RESUME

La microinjection intracytoplasmique
d’un spermatozoide dans l'ovocyte
(ICSI), est une technique récente per-
mettant d’obtenir des embryons pour
des couples souffrant d’infertilité d’ori-
gine masculine séveére. Nous avons étu-
dié les ovocytes non clivés 48 heures
apres linjection. Cette analyse cytolo-
gique permet d’une part de déterminer
le stade d’évolution du noyau sperma-
tique dans le cytoplasme ovocytaire et
donc de préciser I’étape de I’échec,
d’autre part d’observer les chromo-
somes ovocytaires et leurs éventuelles
anomalies. Aprés fécondation in vitro
classique, dans 80 % des cas I’échec est
expliqué par une absence de féconda-
tion mais environ 10 % des absences de
clivage sont dues a une condensation
prématurée des chromosomes sperma-
tiques. Notre étude a été menée sur
deux périodes différentes. Pendant la
premiére période, 'injection du sper-
matozoide était faite dés que la mem-
brane ovocytaire était rompue, pen-
dant la deuxiéme période, 'aspiration
était briévement maintenue aprés rup-
ture de la membrane, avant que le
spermatozoide soit injecté.

Les taux de fécondation ont été de 15%
et de 54% respectivement au cours des
deux périodes. L’analyse des ovocytes

fixés pendant la premiére période a
montré que dans 71% des cas il y avait
absence compléte de décondensation
du noyau spermatique alors que cette
situation ne représentait que 33% des
cas de la deuxiéme série. Les anoma-
lies de décondensation du noyau sper-
matique ont en revanche pu étre
observées plus fréquemment dans la
deuxiéme série (26,7 %) que dans la
premiére (8,2 %).

I1 semble donc que la technique d’in-
jection elle méme puisse jouer un role
dans I'évolution du spermatozoide, et
en ce sens Panalyse cytogénétique des
oeufs constituerait un contréle de qua-
lité de la technique d’injection.

Dans les deux séries, la fréquence des
ovocytes présentant une anomalie
chromosomique était plus élevée
quaprés une fécondation in vitro clas-
sique. Ceci devra étre confirmé sur
une plus grande série .
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INTRODUCTION

L’injection intra-cytoplasmique de sperma-
tozoide (ICSI) connait un développement
important depuis 2 ans. Elle devient la
méthode de choix pour le traitement des
infertilités masculines séveéres dans de
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nombreux laboratoires [6, 16] mais ses
résultats et en particulier son innocuité doi-
vent encore étre évalués. L'ICSI permet
d’obtenir des fécondations dans le cas de
caractéristiques spermatiques extréme-
ment défectueuses mais ceci pose la ques-
tion du risque génétique que cela peut
éventuellement entrainer. Jusqu'a présent,
peu de déficits géniques ont été associés [4,
8] a des anomalies spermatiques.

L’analyse chromosomique des ceufs non cli-
vés aprés injection intra-cytoplasmique
d’un spermatozoide peut apporter plusieurs
types d’informations : d’'une part elle per-
met d’identifier le stade du blocage et donc
parfois la cause de I'échec : ceuf non fécondé
sans aucun développement du noyau sper-
matique ou bien fécondation anormale, avec
condensation prématurée des chromosomes
spermatiques, en phase G1 par exemple
(PCC).

Par ailleurs, 'analyse chromosomique des
échecs de microinjection permet de préciser
les anomalies chromosomiques ovocytaires
apres l'injection. Apres fécondation in vitro
classique de telles études ont permis de
conclure & une incidence d’environ 20 a 30
% d’anomalies chromosomiques parmi les
ovocytes non fécondés. De plus, si dans
environ 80 % des cas, 'absence de clivage
est due a une absence totale de fécondation
sans modification du noyau spermatique,
par contre dans environ 10 % des cas il y
aurait fécondation, mais condensation pré-
maturée des chromosomes spermatiques [9,
10]. Cette anomalie de la fécondation pour-
rait &tre le plus souvent liée a 'immaturité
ovocytaire [1, 7]. Elle serait plus rare aprés
injection subzonale de spermatozoide
(SUZI) [11] qu’aprés une fécondation in
vitro classique.

Ces résultats pourraient étre différents
aprés ICSI. En effet, ils peuvent étre modi-
fiés soit par la technique elle-méme soit par
les pathologies spermatiques ou de l'inter-
action ovocyte-spermatozoide qui ont
conduit a utiliser la méthode. Nous rappor-

tons ici les résultats d’analyse chromoso-
mique d’échecs d’'ICSI effectuée au cours de
2 périodes : une premiére période de mise
en place de la technique dans le laboratoire
puis une seconde période ou la technique a
été modifiée et les résultats ont été amélio-
rés.

Nos résultats suggerent que ’analyse chro-
mosomique des échecs d’ICSI pourrait &tre
utilisée comme un contréle de qualité de
I'injection puisque les résultats paraissent
différents au cours des 2 périodes.

MATERIEL ET METHODES

L’ICSI a été proposée pour 2 indications :

Oligoasthénospermie sévére avec moins de
300 000 spermatozoides mobiles fléchants
sélectionnés par migration dans un gra-
dient de Percoll (80 % des cas) ou bien
échecs répétés de fécondation in vitro (au
moins 3) avec des caractéristiques sperma-
tiques modérément altérées. La premieére
période comporte les injections effectuées
entre le ler Janvier 1994 et le ler Avril
1994 dans le centre de Clamart (26 tenta-
tives effectuées et analysées). Aprés une
interruption, la deuxiéme période de
microinjections analysées a été effectuée du
ler Novembre 1994 au 31 Décembre 1994
(19 tentatives analysées sur 40 effectuées).

Aprés une désensibilisation avec des ago-
nistes de la Gonadolibérine (GnRH), les
patientes ont été stimulées par de la gona-
dotrophine humaine ménopausique (HMG,
HUMEGON, Organon, France).

Les ovocytes ont été ponctionnés 36 heures
environ apres injection d’hormone chorio-
nique gonadotrope (HCG) en utilisant une
sonde vaginale. Les traitements de sperme
ont été conformes a la méthode décrite par
A. Van Steirteghem et al. [16] : tout
d’abord, un lavage en milieu de Earles
additionné de 3 % de sérum albumine bovi-
ne, une centrifugation a 1800 g pendant 5
minutes puis une migration dans un gra-
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dient de Percoll a 2 phases (95 % - 47.5 %)
une centrifugation a 300 g pendant 20
minutes et une nouvelle centrifugation
pendant 5 minutes 4 1800 g.

Les ovocytes ont été décoronisés par un
traitement a la hyaluronidase (80UI/ml)
jusqu’a dissociation de la corona. Seuls les
ovocytes présentant 1 globule polaire ont
été injectés. Les ovocytes étaient maintenus
par une pipette de contention (capillaire
Clark étiré a un diametre externe de 120
pm avec un diameétre interne de 30 ym a
I'aide d’étireuses Narishige ou Research
Instruments, et d'une microforge Alcatel).
Les pipettes d’injection ont été étirées a un
diametre externe de 8 ym, interne de 6 um,
coupées, rodées jusqu’a l'obtention d’'un
biseau de 45 %. Une pointe aigué a été
modelée a Pextrémité a I'aide de la forge.

L'injection a été pratiquée sur un microsco-
pe inversé Olympus IMT2 équipé de micro-
manipulateurs seringues et microinjecteurs
(Narishige et Research instruments). Pen-
dant la premiere période, I'injection du
spermatozoide était faite dés que la mem-
brane ovocytaire était rompue ; pendant la
deuxiéme période, 'aspiration était brieve-
ment maintenue apreés rupture de la mem-
brane avant que le spermatozoide soit injec-
té. 97 ovocytes au cours de la premiere
période puis 71 ovocytes au cours de la
seconde période, non clivés et ne présentant
pas de pronucleus 16 a 18 heures apres
I’ICSI ont été fixés dans une solution
méthanol acide acétique 3:1 selon la métho-
de de Tarkowsi [15] aprés un choc hypoto-
nique de 6 minutes dans une solution de
citrate de sodium 1 %. Les lames ont été
colorées au Giemsa.

RESULTATS

Au cours de la premigre série, le taux de
fécondation (défini comme le nombre de
zygotes & 2 pronoyaux 18-20 heures apres
injection rapporté au nombre total d’ovo-
cytes matures injectés intacts apres l'injec-

tion) a été de 20.8 %, le taux de grossesse
par cycle de ponction a été de 15 % et le
taux de grossesse par transfert de 21 %.

Au cours de la deuxiéme série, le taux de
fécondation a été de 54 %, le taux de gros-
sesse par cycle de ponction a été de 31 % et
le taux de grossesse par transfert de 33 %.

Les stades d’arrét du développement aprés
ICSI ont été différents au cours des deux
périodes (Tableau 1).

Au cours de la premiére période (97 ovo-
cytes), la grande majorité des ovocytes (71
%) ne montraient pas du tout d’évolution
du noyau spermatique tandis que les
débuts de fécondation avec tétes déconden-
sées (6.1 %) et les fécondations anormales
avec condensation prématurée (PCC) des
chromosomes spermatiques (2.1 %) étaient
trés rares.

Par contre, au cours de la seconde période
(71 ovocytes) et malgré I'injection d’ovocytes
matures, ’'absence totale de décondensation
ne représentait que 33.8 % des cas alors
que les arréts au stade téte décondensée
représentaient 12.6 % des cas et les PCC
14.1 % des cas. L’absence de spermatozoide
identifiable apres fixation, événement tres
rare au cours de la premiére période (2.1 %
des cas), a été beaucoup plus fréquent au
cours de la seconde période (25.3 % des
cas).

Les tableaux 2 et 3 décrivent 'aspect des
chromosomes ovocytaires aprés échec de
microinjection.

Les taux de succeés techniques paraissent
faibles puisque seulement 24 % des ovo-
cytes ont été caryotypables dans la premie-
re série et 30 % dans la seconde série.

L’incidence des caryotypes normaux parait
faible (33.3 % pour la premiére période;
45.4 % pour la seconde).

Les anomalies concernaient souvent des
hyperploidies (respectivement 45.8% et
22.7 % pour les deux périodes soit globale-
ment 33%) sans qu’il soit en fait possible de
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Tableau 1 : Stade d’arrét du développement aprés ICSI au cours des deux périodes.

lére PERIODE 2¢me PERIODE

n=97 n=171)

Aspect dégénéré 18 10
(18.5 %) (14.1%)

Pas d’évolution du noyau du spermatozoide 69 24
(71.1 %) (33.8 %)

Spermatozoide décondensé 6 9
(6.1 %) (12.6 %)

Condensation prématurée des chromosomes (PCC) 2 10
(2,1%) (14.1 %)

Pas de spermatozoide 2 18
(2.1 %) (25.3 %)

Tableau 2 : Taux de succés du caryotype ovocytaire aprés échec de microinjection intracy-

toplasmique (ICSI).

leére période 2 période
n=97) n="71)
Ovocytes non analysables 21 10
Ovocytes en Métaphase 11 76 61
Ovocytes en Métaphase II comptable 24 22
(24.7 %) (30.9 %)

distinguer les cassures chromosomiques des
aneuploldies concernant les petits chromo-
somes en raison de la mauvaise qualité des
chromosomes obtenus avec ce type de
«matériel».

DISCUSSION

Le stade d’arrét du développement dans la
premiére série était habituellement tres
précoce. Le déroulement de la fécondation
était soit complet jusqu’au premier clivage
soit totalement absent mais, il n’y avait
guére de blocage ou d’anomalie au cours de
la formation des pronoyaux.

Ces résultats sont tres similaires a ce que
nous avions observé apres injection subzo-
nale (SUZI) [11] ot 75 % des ceufs compor-
taient un spermatozoide strictement intact,
7.8 % des ovocytes présentaient un noyau
décondensé et dans 2.2 % des cas, la
condensation des chromosomes était pré-
maturée. Selon Flaherty et coll. [3] aprés
ICSI, un spermatozoide peut étre injecté
dans le cytoplasme ovocytaire et ressortir
ou bien une nouvelle membrane cytoplas-
mique peut étre reformée autour du noyan
du spermatozoide I’isolant ainsi du cyto-
plasme [5]. Certains des échecs de la pre-
miere série pourraient étre expliqués par la
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Tableau 3 : Anomalies chromosomiques parmi les ovocytes non fécondes aprés microinjec-

tion.
lére Période 2éme Période Série complete

n =97 (n=71) (n= 168)
Ovocytes caryotypés 24 22 46
Caryotypes normaux 8 10 18

(33.3 %) (45.4 %) (39.1%)
Caryotypes hyperploides a plus 11 5 16
de 23 chromosomes ou fragments (45.8 %) (22.7 %) (34.7%)
Caryotypes hypoploides 5

(20.8 %) (31.8 %) (26%)

position subzonale ou extra-cytoplasmique
du spermatozoide. La technique cytogéné-
tique casse les membranes et ne permet pas
de préciser la position spatiale exacte du
spermatozoide donc de répondre a cette
question.

Des observations effectuées en microscopie
a fluorescence apres coloration au Heechst
[2] ou bien en microscopie électronique [13]
n’ont pas rapporté d’observation de sperma-
tozoide en position subzonale mais les effec-
tifs étant trés réduits, le risque d’extrusion
secondaire du spermatozoide lorsqu’il n’est
pas injecté assez profondément doit étre
considéré. Les résultats de cette premiere
période sont conformes aux observations de
Soballa et coll. [12].

Au cours de la seconde période, nous avons
modifié la technique en poussant le sper-
matozoide plus loin dans l'ovocyte en aspi-
rant davantage de cytoplasme. Ceci a per-
mis d’améliorer le taux de fécondation,
comme ’ont observé également d’autres
auteurs [14], et a modifié les résultats des
analyses d’échec.

Il semble donc que la technique elle-méme
modifie la fréquence des différents stades
d’échec. En effet, au cours de la seconde
période, I'incidence des blocages du déroule-

ment de la fécondation parait élevée. 14 %
de PCC et 12,6 % d’arrét au stade téte
décondensée. Dans la deuxiéme série d'IC-
SI, l'incidence de ce type d’anomalie parait
méme plus fréquente qu'apres une féconda-
tion in vitro classique malgré V'utilisation
d’ovocytes matures qui est considérée
comme la cause la plus fréquente de PCC.
Ceci suggere l'existence de pathologies de
I'interaction ovocyte-spermatozoide soit
liées a la technique, soit liées aux patholo-
gies gamétiques (spermatiques ou ovocy-
taires) elles-mé&mes. 1'absence de spermato-
zoide retrouvé dans 25% des ovocytes de la
deuxiéme série est pour le moment inexpli-
quée. La technique d’injection s’étant amé-
liorée il parait peu vraisemblable que le
spermatozoide n’ait pas été injecté. Il est
possible que ’ADN du spermatozoide ait
subi une décondensation massive ne per-
mettant plus son identification. Nous procé-
dons actuellement a des colorations de ces
ovocytes par un colorant spécifique (iodure
de propidium) de PADN et qui permet de
voir ’ADN méme sous forme trés déconden-
sée et non identifiable a la coloration de
Giemsa

La fréquence des anomalies chromoso-
miques ovocytaires était plus élevée dans
notre série d’échecs d’'ICSI (60.8%) qu'apres
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FIV classique (entre 20 et 30 %). La moitié
des anomalies sont des exces du nombre de
chromosomes (33 %). Pour les petits chro-
mosomes nous n’avons pas pu distinguer
les hyperploidies vraies des cassures. L'IC-
SI pourrait donc induire des cassures chro-
mosomiques plutét que des aneuploidies
sur les oeufs non clivés.

Cependant, les éléments de surveillance
des embryons se développant aprés ICSI
sont trés rassurants (caryotypes feetaux,
examen & la naissance).

L’augmentation.des caryotypes anormaux
parmi les ceufs injectés non clivés est a
confirmer sur un effectif plus large. Elle
pourrait étre a l'origine de I'absence d’évo-
lution de I'ceuf injecté et donc ne pas inter-
venir sur les embryons effectivement trans-
férés.
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ABSTRACT

Cytologycal analysis of uncleaved
oocytes after sperm injection

The results of intracytoplasmic sperm
injection still need to be assessed
concerning both its efficiency and its
possible risks for the children to be
born. Cytogenetical analysis of unclea-
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-ved oocytes after ICSI can give diffe-
rent types of information. It can help
in determining the cause of the failure,
checking the injection and specifying
the development stage of the sperma-
tozoa and its possible abnormalities. It
also allows an evaluation of the pos-
sible chromosome abnormalities indu-
ced in the oocyte and subsequently of
the safety of the procedure for the
oocyte itself. After conventional in
vitro fertilization (IVF) the main cause
of the lack of cleavage is the total
absence of fertilization but the prema-
ture condensation of the spermatozoa
chromosomes (PCC) is observed in
about 10% of the cases. This might be
different after ICSI because of the pro-
cedure itself or because of the sperm
defect which requires ICSI to achieve
fertilization. We studied ICSI failures
during two periods : the first one star-
ted at the beginning of the use of the
technique in our laboratory and the

second one followed, using a different
technique (pushing the spermatozoa
further in the oocyte by aspirating
more vigourously oocyte cytoplasm).
The fertilization rates were 15% and
54% in the two periods. In the first per-
iod the main cause of the failure was
the total absence of evolution of the
spermatozoa in the oocyte and it
represented only 33% of the cases of
the second period. In the second per-
iod the incidence of PCC increased
and the total absence of evolution was
less frequent while the incidence of
chromosome fragmentation in the
oocyte remained high. Our results sug-
gest that the technique used for ICSI is
very important to avoid the secondary
extrusion of the spermatozoa. A pos-
sible increase of oocyte chromosome
breakage has to be confirmed.

Key Words : intracystoplasmic sperm injection,
oocyte, spermatozoa, chromosome.
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