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SUB-ZONAL SPERM MICROINJEC-
TION AS A TREATMENT FOR CER-
TAIN TYPES OF MALE FACTOR
INFERTILITY. Subzonal insemination
(SUZI) was evaluated, in a randomized
prospective study, as a treatment for certain
specific types of male factor infertility.
Patients were classified according to the
results of an extensive semen analysis as
being either IVF failure with either normal
or subnormal semen quality, specific (e.g.
absent outer dynein arms) or non-specific
flagellar dyskinesia, or oligoasthenoterato-
zoospermia. SUZI was found to be an effi-
cient technique for achieving fertilization
and pregnancy for all these indications,
while there was a total failure of fertilization
in the control, in-vitro inseminated oocytes.
A total of 395 oocytes were microinjected
and 133 fertilized, among which 75 (19 %
overall) were diploid. More than 81 % of
these zygotes cleaved normally, and 31
embryo transfers resulted in seven pregnan-
cies. However, results varied widely bet-
ween the various indications, suggesting
that the underlying pathology responsible
for the sterility may influence gamete inter-
action and early embryonic development
independantly of the SUZI technique. Key
words : Male infertility, subzonal insemina-
tion, IVF failure, absent dynein arms,
oligoasthenoteratozoospermia failed fertili-
zation ? Andrologie, 1992, 2, 16-18.

Les techniques de microfécondation ouvrent
de nouvelles possibilités dans le traitement des
stérilités masculines (1, 8, 10, 12). Elles sont des-
tinées aux hommes dont les qualités sperma-
tiques ne leur permettent pas d’accéder a la
paternité, ni naturellement, ni par les techniques
habituelles de PMA lorsque celles-ci ont pu étre
indiquées. Les anomalies spermatiques sont
regroupées sous le terme de “facteurs masculins
de la stérilité” mais recouvrent en fait une multi-
tude de pathologies qui doivent étre analysées
séparément. Elles relévent de physiopathologies
différentes et nécessitent des traitements particu-
liers.

Notre abord des techniques de microféconda-
tion répond au double souci :

- de s’assurer de I'intérét de la méthode pour le
traitement des stérilités en la comparant aux tech-
niques existantes (FIV) au cours d’une étude
prospective randomisée, et pour chaque patholo-
gie considérée,

- et surtout d'étudier les résultats par indication
aprés qu’un diagnostic aussi précis que possible
de I'anomalie spermatique probablement respon-
sable de la stérilit€ ait été fait.

PATIENTS ET METHODES
Bilan spermatique

Les patients qui sont adressés pour échecs de
FIV ont dans un premier temps un bilan sperma-
tique. 11 comprend un spermogramme avec sper-
mocytogramme, un test de migration dans la
glaire soit in-vitro, soit par le test post-coital, une
recherche d’anticorps antispermatozoides ainsi
qu’une analyse du mouvement réalisée sur HTM
2030 (Hamilton Thorn). Ce bilan est complété
par un test de migration sur Percoll qui permet de
préciser la quantité de spermatozoides mobiles
susceptibles d’étre recueillie par ce procédé. Si
cette quantité est suffisante (2,5x10° spermato-
zoides mobiles aprés une incubation de 24
heures), le bilan pourra &tre complété par un test
de la fonction fusiogene par I'étude de la pénétra-
tion des spermatozoides dans des ovocytes dépel-
lucidés de hamster. Une étude en microscopie
éléctronique est effectuée si une dyskinésie d’ori-
gine structurale est suspectée ou si la morpholo-
gie de la téte spermatique est particuliérement
perturbée.

Pour les patients présentant une stérilité pour
laquelle une FIV n’est méme pas envisageable, le
bilan est moins systématisé. Il tend a préciser la

pathologie responsable et & évaluer les possibili-
tés de traitement. Il comprend au moins un test
de migration sur Percoll et une évaluation de la
qualité des spermatozoides sélectionnés.

Indications des méthodes de microfécondation

Parmi les échecs de FIV, le bilan permet de
dégager deux indications de microinjection. Les
patients pour qui tous les parameétres sont nor-
maux, Ils constituent le groupes des microinjec-
tions pour échecs de FIV a sperme normal
(MIN). Le second groupe est constitué par des
patients qui ont un ou plusieurs paramétres du
spermogramme modérément altéré(s), c’est a dire
avec moins de 40X10° spermatozoides/m! et/ou
moins de 40 % de formes mobiles et/ou moins de
40 % de formes typiques (MISA). La distinction
de ces deux groupes est importante car les taux
de fécondation y sont trés différents.

A cbté de ces indications d’échecs de FIV
nous avons étudié I'intérét des microfécondations
pour les dyskinésies flagellaires. Ces dyskinésies
sont caractérisées par le fait que le spermogram-
me est normal ou subnormal, que le pourcentage
de formes mobiles est satisfaisant mais que le
sperme ne pénétre pas ou peu la glaire cervicale
en I’absence de toute immunisation antisperma-
tozoide. L’analyse du mouvement spermatique
sur Hamilton permet alors de confirmer 1’ anoma-
lie. On retrouve soit des anomalies non spéci-
fiques avec des valeurs de la vitesse de
progression linéaire ¢t du débattement latéral de
la t&te en dehors des valeurs normales, soit des
anomalies spécifiques (tableau 1). L’analyse de
la structure en microscopie électronique permet
alors de préciser certains diagnostics. Nous avons
ainsi individualisé les absences de bras externe
de dynéine (MIBE) et les dyskinésies périaxoné-
males (MIDF) dans un premier temps (3, 4, 9. 1l

Tableau 1 : Caractérisation structurale des dyskinésies flagellaires.

Diskenesie Test de pénétration dans la glaire ~ Anomalie structurale Hamster test Mouvement spermatique

Aucune Pénétration et mobilité Aucune <80 %

Absence de bras retardée Absence de bras 40 % Vp diminuée

externes de dynéine externes de dynéine

Glissant pas de pénétration Unique colonne <10 % Ah diminuée

spermatozoa longitudinale courbure anormale

Non-structurale pénétration et Aucune 20 % Ah diminuée
immobilisation Augmentation de la

fréquence des battements
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est évident que le nombre des anomalies que
nous seront amenés a traiter risque d’augmenter
et de se préciser. Les spermatozoides glissants et
les flagelles courts en sont deux exemples (4).

Dans tous ces cas et pour ce qui concerne la
premitre partie de I’étude randomisée, nous
avons sélectionné des patients dont les résultats
du test de hamster était soit supérieur a 40 %
pour les MIN et MISA et au moins positif pour
les MIBE et MIDF.

Enfin nous venons de commencer I’étude de
la microinjection chez les patients présentant une
oligoasthénospermie sévere. Nous désignons
ainsi les patients qui ont moins de 3X10° sperma-
tozoides mobiles par ml dans I’ éjaculat. Les tech-
niques d’insémination en microgoutte permettent
de traiter en FIV simple ces patients. Ne seront
donc pris dans le cadre d’une microinjection que
les patients pour lesquels le test de migration sur
Percoll n’aura permis de recueillir que moins de
500 spermatozoides mobiles par pl. Entreront
également dans ce programme les patients ayant
eu des échecs au cours de tentatives de FIV indi-
quées pour OAT. La tératospermie est peu consi-
dérée par ces critéres d’inclusions. Les anomalies
flagellaires responsables d’une baisse de la mobi-
lité spermatique sont seulement indirectement
prises en compte. C’est pourquoi pour des ano-
malies de 1’acrosome supérieures a 60 % sur le
sperme migré, nous souhaitons avoir en plus un
test de fécondance positif. Bien sir il est par défi-
nition difficile d’obtenir un test de hamster pour
ces patients trés oligospermes et ¢’est pourquoi
nous travaillons a la réalisation d’un test de
fécondance 2 partir de microquantité de sperma-
tozoides.

Réalisation de la microinjection

Parmi les techniques de microfécondation
existantes (7), nous avons choisi d’étudier la
microinjection de spermatozoides sous la zone
pellucide appelée SUZI, pour subzonal insemina-
tion. Cette technique consiste & percer la zone
pellucide avec une micropipette de 8 y de dia-
métre extérne contenant des spermatozoides
mobiles qui auront été prélevés sous microscope
parmi les spermatozoides sélectionnés. Le
nombre de spermatozoides désirés est alors injec-
té dans 1'espace périvitellin. Une solution de
sucrose 0.IM est employée pour contracter 1"ovo-
cyte ce qui rend la technique trés peu traumati-
sante. Lorifice laissé dans la zone pellucide par
la pipette est trés petit et §°il ne se cicatrise pas
vraiment, du moins est-il facilement collabé.
Ceite technique permet d’éviter les éventuels
effets secondaires liés a la persistance d’une large
solution de continuité comme c’est le cas apres
dissection de la zone pellucide (2).

Tableau 2 : Paramétres spermatiques des spermes normaux et subnormaux

Tndication N {10°ml) Mobilit€ (%)  Formes Typiques (%)  Acrosome malformé (%)  Test du™ hamster (%)
MIN 91.4£357 417180 50.5+6.9 2477+89 73.1£30.7
MISA 364+25.7a 393£123b 3071119 475+ 18.8a 47.7+20.0c

MIN : patients & sperme normal. MISA : patients a sperme subnormal. Ces résultats représentent les moyennes + SEM d'au

moins trois examens sauf pour le test de fécondance du hamster.

* Pourcentage d'ovocytes de hamster présentant des tétes décondensées.

(2)p=0.001; (b)p=0.26; (c) p=0051.

Les spermatozoides sont recueillis la veille
de la microinjection et sélectionnés sur un gra-
dient de Percoll présentant deux niveaux de den-
sité (95 et 47,5 %). Ils sont ensuite incubés dans
du B2 2 la température de la piece pendant 18
heures environ.

Les ovocytes sont recueillis par ponction
transvaginale aprés qu’une stimulation semblable
a celles effectuées pour les cycles de FIV ait été
menée (6). Les protocoles de stimulation asso-
cient les agonistes du GnRH ainsi que des gona-
dotrophines en protocoles longs, le plus souvent.
Les stimulations ont été effectuées dans le servi-
ce du Pr R. Frydman a I'hopital A. Béclére. Les
ovocytes sont transportés 4 Ihopital du Kremlin
Bicétre dans une enceinte thermostatée a 37° C.
Des leur réception au laboratoire ils sont indivi-
dualisés dans des gouttes de B2 puis décoronisés
dans de la hyaluronidase 0.1%.

La microinjection elle-méme se fait sous une
hotte & flux laminaire & 1'aide d’un microscope
inversé et de deux micromanipulateurs Narishige
qui permettent de déplacer dans le champ optique
des micropipettes reliées a des microinjecteurs.
Une des pipettes sert 2 la contention de 'ovocy-
te, Pautre & la microinjection proprement dit. La
manipulation totale pour un expérimentateur
entrainé prend moins de 5 minutes par ovocyte.
Les ovocytes microinjectés ou inséminés sont
réexaminés apres 16 a 18 heures. Sont considérés
comme norrnalement fécondés ceux qui présen-
tent deux pronucléi dans cette fourchette horaire
(11). Ces zygotes sont conservés en culture pen-
dant 24 heures supplémentaires. Ne sont alors
transférés ou congelés que ceux qui ont clivé.

Tableau 3 : Résultats de la micro-injection selon l'indication.

RESULTATS
MIN et MISA

Les paramétres spermatiques de ces deux
indications ont été comparés. C’est le taux d’ano-
malies de I'acrosome (Tableau 2) qui passe de
274 £ 89 % 4 47,5 +18~8 % (p<0.001, qui les
distingue le plus. Les cing premiers patients du
groupe MIN ont eu 40 ovocytes répartis en deux
groupes de 20 pour la microinjection et I'insémi-
nation contr8le. Dix parmi les ovocytes microin-
jectés ont été fécondés dont 4 étaient
polyspermiques. Il n’y a pas eu de fécondation
dans le groupe des ovocytes inséminés. En ce qui
concerne le groupe MISA, sur les 30 ovocytes
micro-injectés, 4 ont été fécondés sans polysper-
mie. Parmi les 28 inséminés, il n’y a, [a non plus,
pas eu de fécondation. Les micro-injections
avaient été faites avec le méme nombre de sper-
matozoides. Deux remarques s’imposent: alors
que 50 % des ovocytes micro-injectés avec des
spermatozoides provenant d’un sperme normal
ont été fécondés, ce pourcentage est tombé a 13,3
% quand le sperme était sub-normal. Alors que la
polyspermie était présente pour 40 % des ovo-
cytes fécondés dans le groupe dont les patients
avaient un sperme normal. Il n’y avait pas de
polyspermie dans le groupe des spermes sub-nor-
maux. Les résultats globaux de ces indications
sont détaillés dans le tableau 3.

MIBE

Une premiere série randomisée a concerné 5
patients présentant une absence de bras externes
de dynéine. 54 ovocytes ont été recueillis dont 31
ont ét¢ micro-injectés et 23 inséminés. Parmi les
ovocytes micro-injectés, 5 ont été fécondés avec
une fécondation normale diploide. Aucune fécon-
dation n’a eu lieu parmi les ovocytes inséminés.

Indication Patients Tentatives oxpf:yte}s o/vocyt?s zygotes zygol/es transfert  grossesses fausses
Winjectés  fécondés  diploides clivés n= n= couches n =

Total 34 50 395 133(33,7) 75(19,0) (81.4 %) 31 7 2
MIN 9 16 129 54(435) 26Q22L.0) 69.2) 9 1 I
MISA 11 15 104 20(19.8) 13(12,5) 92,3) 8 2

MIBE 6 9 88 36(41,0) 21250 (87.5) 7 2 1
MIDF 3 4 19 15(718%) 9@74) (77.8) 3 1

MIOAT 5 6 55 8(145) 6(10.9) (100 4 1

MIN : microinjection pour échec de FIV 4 sperme normal
MIBE : microinjection pour dyskinésie flagellaire :
absence de bras externes de dynéine

MISA : microinjection pour échec de FIV & sperme subnormal
MIDF : microinjection pour dyskinésie flagellaire périaxonémale
MIOAT : microinjection pour oligoasthénotéraspermie
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Au cours d’une deuxiéme série dans laquelle
4 patients sont venus pour des tentatives itéra-
tives, nous avons pu adapter le nombre des sper-
matozoides micro-injectés en fonction des
données de la premiere tentative. Parmi les 57
ovocytes micro-injectés, 31 ont fécondé dont 15
étaient polyspermiques. Le taux de fécondation
diploide était donc de 28,1 %.

MIDF

Cette indication regroupe seulement 3
patients pour lesquels 4 tentatives ont été effec-
tuées. Sur les 19 ovocytes micro-injectés, le taux
de fécondation était de 78,9 %. 40 % de ces ovo-
cytes étaient polysperrniques.

MIOAT

Parmi les cas de microinjection pour OAT, il
n’y a eu que 5 patients et 6 tentatives. Sur les 55
ovocytes, 8 seulement ont été fécondés dont 6
étaient diploides, soit 10,9 % des ovocytes
micro-injectés.

Au total, pour ces indications,34 patients ont
eu 50 cycles de micro-injection dont 18 ont eu
les ovocytes divisés en deux groupes pour une
insémination contrdle qui n’a, elle, jamais donné
de fécondation. 395 ovocytes ont été micro-injec-
tés. 133 ont été fécondés soit un pourcentage de
33,7 % et 75 ont présenté une fécondation nor-
male, soit 19,0 % des ovocyies micro-injectés.
Ces pourcentages globaux de fécondation recou-
yrent des disparités importantes puisque les taux
de fécondation pour les différentes indications
était de 43,5 % pour les MIN, de 19,8 % pour les
MISA, de 41,0 % pour les MIBE, de 78,9 % pour
les MIDF et de 14,5 % pour les MIOAT.

Il y avait cependant moins d’écart pour les
pourcentages de fécondation diploide.
Respectivement, les pourcentages étaient de 21,0
%, 12,9 %, 25,2 %, 47,4 % et 10,9 %. Le taux de
clivage de ces ovocytes était de 81,4 % et ne pré-
sentait pas de différence significative en fonction
des indications. Tout au plus, peut on noter qu’il
était plus bas pour les micro-injections a sperme
normal (69.2 %).

DISCUSSION

Nous avons donc rapporté 7 grossesses au
cours de 50 cycles de FIV avec microfécondation
des ovocytes. Cela représente un taux de 14,0 %
de grossesse par cycle et de 20,6 % par couple. Il
est intéressant de constater les disparités obte-
nues dans les résultats en fonction des patholo-
gies spermatiques initiales. De tels résultats
montrent qu’il est impératif d’établir un diagnos-
tic spermatique avant de proposer une thérapeu-
tique. Le taux de fécondation moyen toutes
indications confondues est de 32,9 %. Mais il est
plus du double pour les échecs de FIV a sperme
normal que pour les échecs de FIV & sperme sub-
normal. Ce qui différencie le plus les populations

spermatiques de ces deux groupes, c’est la mor-
phologie de 1’acrosome établie sur le spermocy-
togramme. Il existe méme une corrélation
négative entre le taux d’anomalie de I’acrosome
et le taux de fécondation obtenu. C’est dire
I'importance de ce critére.

En ce qui concerne les absences de bras
externes de dynéine, le taux de fécondation dans
la premiére série est nettement plus bas que celui
obtenu avec le sperme normal. Ces données sug-
gerent que le mouvement des spermatozoides est
un élément important de I’interaction gamétique
méme quand ils se trouvent placés sous la zone
pellucide. Le taux de clivage des zygotes
diploides est [égerement plus faible que celui que
nous obtenons dans le laboratoire pour les FIV
avec sperme de donneur qui constituent notre
référence (96,7%). Le passage de la micro-pipet-
te & travers la zone pellucide peut &tre a I’origine
de ces échecs de clivage. Toutefois des facteurs
ovocytaires ne sont certainement pas absents, car
c’est pour les patients avec échec de FIV & sper-
me normal que le taux de clivage est le plus
faible (69,2 %) comme si dans cette indication se
trouvaient regroupés les moins bons ovocytes.

CONCLUSIONS

Au total, les techniques de microfécondation
et notamment la technique “SUZI” font partie
maintenant de I’arsenal thérapeutique que nous
pouvons proposer aux stérilités masculines (5).
Nous nous attachons & améliorer les résultats par
une meilleure sélection des patients susceptibles
de bénéficier de telles méthodes de fécondation
ainsi que par 1’amélioration des techniques de
préparation du sperme. Notamment Jes méthodes
d’induction de la réaction acrosomique sont sus-
ceptibles de diminuer le nombre de spermato-
zoides & microinjecter pour obtenir une
fécondation. Ces techniques seront surtout utiles
pour les sitvations ou le nombre de spermato-
zoides disponibles est particuliérement bas
comme les OAT extrémes. La maturation in vitro
des ovocytes en métaphase I avant leur microin-
jection devrait par ailleurs faire augmenter le
taux de fécondation globale par patient. Pour
quelque uns d’entre eux déja des congélations
d’oeuf microinjectés ont eu lieu mais la série est
encore bien trop faible pour que des conclusions
puissent en étre tirées.
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RESUME : Parmi les méthodes de microfé-
condation, la microinjection de spermato-
zoides sous la zone pellucide (SUZI) a été
testée au cours d’une étude prospective et
randomisée pour différentes pathologies res-
ponsables de stérilités d’origine masculine.
Les résultats de ces études ainsi que des pre-
migres séries de patients inclus dans ce pro-
gramme sont présentés. Nous distinguons,
les échecs de FIV & sperme normal ou sub-
normal, les dyskinésies flagellaires d’origi-
ne structurale comme les absence de bras
externes de dynéine ou non spécifiques.
Enfin une petite série concerne les oligoas-
thénotératospermies. Dix neuf pour cent des
ovacytes ont été fécondés normalement, et
sept grossesses ont été obtenues & partir de
31 transferts d’embryons. Les résultats sont
cependant tres variables d’une indication a
I’autre. Mots clés : Microinjection, Echec
de FIV, Absence de bras externes de dynéi-
ne, Oligoasthénospermie, Stérilité masculi-
ne. Andrologie, 1992, 2 : 16-18.




