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INTRODUCTION

Depuis son application humaine a la fin des années 70 et la naissance en Angleterre en
1978 de Louise Brown et celle d’Amandine en France en 1982, la FIV a pris une place
prépondérante dans le traitement de la stérilité et est désormais couramment pratiquée. Le
souci quasi obsessionnel d’améliorer les chances de grossesses tout en diminuant le risque de
grossesses multiples, a incité de nombreuses équipes a étudier et améliorer la qualité des
embryons obtenus in vitro en vue d’un transfert embryonnaire unique. Ainsi les conditions
d’insémination des gamétes et la culture embryonnaire ont été optimisées dans cet objectif
avec, en paralléle, une diminution des facteurs pouvant affecter la qualité de ’embryon tels
que le stress oxydatif. Ce dernier résulte de I’action néfaste des dérivés actifs de I'oxygéne
(DAO) engendrés, notamment, par des spermatozoides en surnombre dans les milieux de
culture. Ces molécules font partic de la physiologie puisqu’ils interviennent dans des
phénomeénes de signalisation cellulaire et sont soumis a une régulation endogéne. Le stress
oxydatif résulte d’un déséquilibre entre la production de DAO et les défenses antioxydantes
entrainant des effets délétéres sur les gamétes et sur ’embryon. Par ailleurs, la fécondation en
FIV survient rapidement, dans les quatre heures suivant I’insémination des gametes. La
réduction du temps d'incubation, susceptible d'avoir un effet protecteur sur I’embryon, a
encouragé certaines équipes a étudier le bénéfice d’un raccourcissement du temps
d’incubation des gamétes en FIV. Cependant, les résultats sont controversés.
Le but de notre étude a été d'évaluer, dans nos conditions, I’impact en FIV d’un protocole
d’insémination courte des gamétes (3 heures) comparé a 1’insémination classique (18 heures)

au cours d’une étude prospective randomisée.
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I. PHYSIOLOGIE DE LA FECONDATION HUMAINE

1. INTRODUCTION

La fécondation est I’étape qui assure la création d'un nouvel individu a partir de deux
gamétes, haploides, méle et femelle. Elle peut se définir comme I'ensemble des
transformations qui se produisent au sein du zygote résultant de I'interaction et de la fusion
des gamétes et qui aboutissent a l'association des deux lots haploides de chromosomes
d'origine maternelle et paternelle.

Initialement, la recherche a d'abord consisté a décrire les événements cytologiques au cours de
la fécondation. Cette connaissance s'est étendue et affinée grice a la microscopie électronique
et a4 la microscopique confocale (Fakan et al., 1976). A partir des années 80, les études
biochimiques et moléculaires ont permis de pénétrer dans les mécanismes et de préciser le

role de chacun des deux gameétes.

2. LES ACTEURS DE LA FECONDATION
2.1. Le complexe cumulo-ovocytaire (CCO)

Aprés sa croissance, le follicule mar préovulatoire mesure environ 20 mm. Il apparait
comme une vésicule transparente faisant protrusion a la surface de l'ovaire. L'accumulation de
liquide folliculaire entraine une augmentation de volume de la cavité antrale. La couche des
cellules folliculaires situées en bordure de la cavité, constitue la membrana granulosa. Les
cellules folliculaires plus nombreuses, disposées dans une zone délimitée de la paroi
folliculaire, constituent le cumulus oophorus. L'ovocyte, directement entouré par une seule
assise de cellules folliculaires (corona radiata), fait saillie dans I’antrum. L’ovocyte est situé
dans le cumulus dont la couche la plus interne est appelée la corona radiata.

Avant son ovulation, 'ovocyte subit une maturation finale qui consiste en premier lieu en une
reprise de la méiose dont la rupture de la vésicule germinative est la premiére manifestation
visible. Le pic de LH, 36 heures avant 1’ovulation, permet la reprise de la méiose qui se

traduit par la rupture de la vésicule germinale. La premiére division méiotique s'achéve avec

14



I'expulsion du premier globule polaire et I'apparition de l'ovocyte qui se bloque en métaphase
de deuxiéme division. Parallelement s'effectue une maturation cytoplasmique qui
s'accompagne d'un changement dans les syntheses protéiques auxquelles contribuent les
cellules de la granulosa, voire celles du cumulus. Il y a en particulier élaboration d'un facteur
qui permet la décondensation de la chromatine du spermatozoide apres la fécondation (Male
Pronucleus Growth Factor, MPGF). Des granules d'origine golgienne se groupent a la
périphérie du cytoplasme sous la membrane plasmique (granules corticaux).

Les cellules du cumulus, qui ont la capacité de sécréter de l'acide hyaluronique, se dissocient
en entrainant la libération dans la cavité antrale de l'ovocyte II entouré par la corona radiata
(cellules péri-ovocytaires).

L'ovulation consiste en la rupture du follicule mir avec expulsion de l'ovocyte. L'ovocyte II
entouré par les cellules de la corona radiata est alors chassé de l'ovaire avec le liquide

folliculaire et capté par le pavillon de la trompe utérine.

2.2. Les spermatozoides

Forme ultime de la différenciation des spermatides, les spermatozoides sont disposés
en bouquet a I'apex des cellules de Sertoli. Ils sont libérés dans la lumiére des tubes
séminiféres, au cours d'un processus appelé spermiation. Puis, ils sont transportés par le fluide
testiculaire dans les voies spermatiques intratesticulaires (tubes droits et rete testis) et gagnent
les voies génitales excrétrices.

Le spermatozoide normal (Figure 1.1.) apparait constitué¢ de deux parties distinctes, la téte et
le flagelle. La longueur totale et de 'ordre de 60 pm dans I’espéce humaine. La téte, ovoide,
formée par le noyau coiffé de 'acrosome, a une longueur de 3 a 4,5 um et un diametre de 1,5
a3 um. Le flagelle, effilé, mesure environ 55 pm de long ce qui représente environ 10 fois la
longueur de la téte. Le spermatozoide est entiérement entouré par la membrane plasmique qui
s'étend sur les composants structuraux de la téte et du flagelle ainsi que sur la piece

intermédiaire.
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Figure L.1. Spermatozoide en microscopie électronique, présentant une gouttelette cytoplasmique

(D’apreés le site de Georges Dolisi)

» L'acrosome s'étale sur les deux tiers antérieurs du noyau dont il reste séparé par l'espace
sous-acrosomal. Le contenu acrosomal, homogéne, contient plusieurs enzymes
hydrolytiques telles que la hyaluronidase, la neuraminidase, les phosphatases acides et une
protéase ayant une activité trypsinique (acrosine). Lors de la fécondation, ces enzymes
interviennent dans la digestion de la zone pellucide (ZP), qui entoure l'ovocyte. La
hyaluronidase agit localement en détruisant 'acide hyaluronique qui occupe les mailles de
la ZP facilitant ainsi sa traversée par le spermatozoide. L'acrosine agit a 2 niveaux : elle
rompt localement les pontages entre ZP1 et ZP2/ZP3 et par sa structure moléculaire, elle
se fixe & la zone pellucide. Chez la souris Ac-/- délétée du géne de l'acrosine, la fertilité
n'est pas réduite mais in vitro, la fécondation est retardée et en cas de compétition entre
spermatozoides Ac+/+ et Ac-/- les ovocytes sont toujours fécondés par les spermatozoides
Ac+/+. L'acrosine joue done un rdle facilitant mais non déterminant dans la fixation a la
ZP (Adham et al., 1997) et son franchissement.

* Le noyau est entouré par la citerne périnucléaire étroitement accolée a la chromatine, a
l'exception de la région postérieure ou elle est détachée pour délimiter 1'espace nucléaire
postérieur. Le nucléoplasme condensé contient quelques vacuoles de faible densité,
souvent situées au pdle antérieur du noyau.

* Le flagelle, est constitué de trois segments, les pi¢ces intermédiaire, principale et

terminale. Il permet la mobilité du spermatozoide grace a son battement.

3. LES ETAPES DE LA FECONDATION

Différentes étapes successives ont été€ mises en évidence :

- l'acquisition de la fécondance du spermatozoide éjaculé, ou capacitation ;
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- la migration jusque dans le pavillon tubaire

- la pénétration du cumulus oophorus par le spermatozoide ;

- la reconnaissance spécifique par le spermatozoide de l'enveloppe protectrice de
l'ovocyte, la zone pellucide, suivie de son franchissement ;

- l'attachement des membranes plasmiques des deux gamétes puis leur fusion qui
permet le passage du spermatozoide dans I'ovocyte ;

- l'activation de I’oeuf, c'est-a-dire la mise en marche du premier cycle cellulaire qui

permet l'enchainement des premiéres divisions de segmentation.

3.1. Pénétration du cumulus oophorus

L'ovocyte ovulé est entouré d’un cumulus expansé constitué de cellules et d'une
matrice riche en acide hyaluronique. Le cumulus est rapidement dispersé apres 1'ovulation et
les spermatozoides entrent en contact avec la zone pellucide de l'ovocyte. Le cumulus,
lorsqu'il est présent, n’est travers¢ que par les spermatozoides qui sont capacités. Il a
longtemps ét¢ admis que seuls les spermatozoides qui avaient effectué leur réaction
acrosomique étaient capables de traverser le cumulus; ceci grice a l'action de la
hyaluronidase contenue dans l'acrosome du spermatozoide et libérée lors de la réaction
acrosomique, facilitant ainsi son passage en hydrolysant la matrice extracellulaire riche en
acide hyaluronique. Cependant des études in vitro chez les rongeurs ont montré que
pratiquement tous les spermatozoides qui atteignent la zone pellucide, aprés avoir traversé le
cumulus, possédent un acrosome intact (Cherr et al., 1986). La hyaluronidase, qui est associée
en faible quantité 4 la membrane externe du spermatozoide, serait susceptible de faciliter leur

pénétration.

3.2. La capacitation

En 1951 (Yanagimachi, 1994), fut découverte la nécessit¢ dun séjour du
spermatozoide dans les voies génitales femelles pour qu'il exprime sa fécondance. Il y subit
une transformation, appelée capacitation. C'est essentiellement par fragilisation de sa
membrane (enlévement de protéines décapacitantes déposées sur la membrane du
spermatozoide dans 1’épididyme et/ou apportées par les glandes annexes) et la perte d'une

partie du cholestérol intercalé entre les phospholipides membranaires, que le spermatozoide
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devient capacité. Protéines de revétement et cholestérol libre doivent €tre considérés comme
une protection nécessaire au spermatozoide afin d'empécher une réaction acrosomique
prématurée. Seule la réaction acrosomique faite au contact de la ZP est utile. Ces
changements membranaires rendent apparents et mobiles les récepteurs spermatiques
permettant sa fixation a la zone pellucide. Ils provoquent également une modification de la
mobilité du spermatozoide qui devient hyperactif et perd complétement ou épisodiquement sa
progression linéaire au profit d'une nage plus ou moins circulaire (Hamamah, 1999).

La capacitation s'effectue selon trois mécanismes:

- l'enlévement des protéines de revétement. Ce sont les glycosaminoglycanes des voies
génitales femelles qui fixent des protéines, provenant de I'épididyme ou des glandes
annexes, ces protéines possédent un récepteur pour ces glycanes ; d'autres protéines
non liées a la membrane par des liaisons covalentes sont détachées par 1'albumine ; le
pH bas du milieu utérin agit dans le méme sens ;

- la perte d'une partie du cholestérol libre qui se produit grace a des accepteurs que sont
I'albumine et les lipoprotéines présentes dans les sécrétions génitales ;

- le remaniement de chaines saccharidiques des protéines membranaires qui résulte de

I'activité d’enzymes présentes dans le milieu génital.

3.3. Réaction acrosomique (RA)

La réaction acrosomique consiste en l'utilisation du contenu de l'acrosome par
exocytose pour que le spermatozoide puisse traverser les enveloppes de l'ovocyte. Elle ne peut

se produire qu'aprés capacitation des spermatozoides.

a. L'acrosome

Situé au sommet de la téte du spermatozoide entre noyau et membrane plasmique,
l'acrosome est une vésicule d'origine golgienne qui se forme lors de la spermiogenése.
L'acrosome est délimité par une membrane, divisée en deux parties : membrane externe en
regard de la membrane plasmique et membrane interne en regard de la membrane nucléaire.
Ces deux membranes sont différentes dans leur composition en particulier antigénique,

propriété qui sera utilisée pour les techniques de mise en évidence de la réaction acrosomique.
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Le contenu acrosomique est spécifique. Il contient des glucides, des protéines spécifiques
telles SP10 et des enzymes. Parmi ses enzymes, on trouve une enzyme hydrolytique, la
hyaluronidase encore appelée protéine PH20 (Deng, 1999) ; I'acrosine, présente sous la forme

de proacrosine inactive, est une enzyme protéolytique proche de la trypsine.

b. Aspects cytologiques

Lors de la réaction acrosomique, il y a formation de vésicules entre les 2 membranes
plasmique et acrosomique externe. Ceci va entrainer d'une part la formation de vésicules
membranaires formées pour partic de membrane plasmique et pour partie de membrane
acrosomique externe, et d'autre part la libération dans le milieu environnant du contenu
acrosomique. Aprés la réaction acrosomique, le spermatozoide ne posséde plus que la
membrane acrosomique interne qui se continue par la membrane plasmique au niveau de la
cape post-acrosomique. Il s'agit d'une perte de l'acrosome et donc d'un phénomene

irréversible.

Féneslration
des enveloppes

Membrane plasmique
de la téle
du spermatozoide

Membrane externe
de l'acrosome

Membrane
interne
de I'acrosome

eongey . ®
Vésicules & . B
membranaires T iy T

Contenu
de l'acrosome

& d

Figure 1.2. Réaction acrosomique (D 'aprés Embryologie humaine : de la molécule a la clinique,
F.Encha Razavi, E.Escudier, Masson)
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c. Aspects moléculaires

La réaction acrosomique ne peut se faire que s’il y a eu capacitation préalable des
spermatozoides. Quel que soit l'inducteur, le mécanisme passe toujours par une ouverture de
canaux calciques entrainant un influx massif de calcium du milieu extracellulaire vers le
spermatozoide. Cet influx va entrainer une augmentation du pH intracellulaire et une
activation de la proacrosine en acrosine qui a son tour va concourir a la vésiculisation entre la
membrane plasmique et la membrane acrosomique interne, favorisée par ailleurs par la

déstabilisation des membranes apparues lors de la capacitation.

d. Inducteurs physiologiques de la réaction acrosomique

= Zone pellucide (ZP)

La zone pellucide est une structure géliforme constituée d'une couche de glycoprotéines
épaisse de plusieurs microns. La valeur normale de son épaisseur a ét¢ déterminée apres étude
en cytométrie en flux de I’ovocyte humain et fixée a 18 pm par 1I’équipe de Wolf et al. (Wolf
et al., 1997 ou 98). Trois glycoprotéines ont été identifiées chez la souris : ZP1, ZP2 et ZP3.
Cette derniére est responsable de l'induction de la réaction acrosomique. La ZP3 posséde donc
une dualité fonctionnelle : d'une part, elle assure la fixation du spermatozoide et, d'autre part,
elle déclenche sa réaction acrosomique. Alors que les chaines oligosaccharidiques sont
impliquées dans le processus d'attachement, c'est la partie protéique de la ZP3 qui intervient
dans le déclenchement de la réaction acrosomique (Wassarman et al, 1999). Chez la souris,
c'est une galactosyltransférase ancrée dans la membrane plasmique périacrosomique qui se
fixe & la chaine oligosaccharidique de la ZP3 (Figure 1.3.). Chez I'homme, il existe d'autres
systémes de fixation comme 1’a. D-mannosidase du spermatozoide. L apex du spermatozoide
entre le premier en contact avec la zone pellucide et ¢’est a ce niveau que débute la fixation,
puis le nombre de sites de fixation augmente et la téte du spermatozoide se couche a plat sur
la zone pellucide. Par un de ses motifs peptidiques, la ZP3 stimule un récepteur spermatique,
qui serait la protéine sp 95 (Leyton et al., 1989), déclenchant l'exocytose du grain de sécrétion
géant qu'est le contenu de l'acrosome. C'est la réaction acrosomique. Les membranes
plasmique et acrosomique externe se détachent comme un capuchon percé de trous. Ce
capuchon glisse le long de la piéce intermédiaire tout en restant adhérant a la ZP, ce qui
contribue & maintenir le spermatozoide sur la zone pellucide. L'activation de ce récepteur met

en jeu une protéine G qui active une phospholipase C membranaire provoquant la cascade
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classique de phosphorylations intracellulaires avec ouverture des canaux calciques

membranaires et entrée massive de calcium.

A i 3 . M C

i glissement du resie de la

// coiffe acrosomigue
R _
7 Sp9s

Ny

GalT AP3-Pr

ZP3-COS

Figure 1.3. A. Fixation du spermatozoide de souris a une chaine oligosaccharidique de la ZP3 (ZP3-
COS) par sa galactosyltransférase (GalT). B. Fixation progressive de toute la surface antérieure de la
téte du spermatozoide (vue de profil). Des récepteurs spermatiques se fixent a la partie protéique de la
ZP3 (ZP3-Pr) ; cette fixation induit la réaction acrosomique. C. Les membranes acrosomique externe
et plasmique forment un capuchon perforé qui glisse jusqu'a la pi¢ce intermédiaire. (D ‘aprés La

Reproduction chez les Mammiféres et I’Homme, C.Thibault, 2" ed., Ellipses)

La fixation a la ZP3 est suivie, aprés la réaction acrosomique, d'une seconde fixation a la ZP2
qui conforte l'ancrage du spermatozoide quand la membrane acrosomique a disparu. Cette
fixation est irréversible. Elle met en jeu une molécule d'adhésion appartenant a la famille des
CAM (Cell Adhesion Molecules), la protéine PH-20. Elle est liée a4 la membrane acrosomique
interne, devenue la membrane plasmique du spermatozoide apres la réaction acrosomique, et

a la membrane plasmique post acrosomique.
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Figure L4. Fécondation : molécules intervenant dans les interactions spermatozoide-zone pellucide

(D’aprés Embryologie humaine : de la molécule a la clinique, I.Encha Razavi, E. Escudier, Masson)

=  Progestérone

La progestérone entraine une élévation du calcium intracellulaire en se fixant a un récepteur
spécifique qui active une autre protéine G. Cependant, il est peu vraisemblable que la
progestérone présente dans le liquide utérin et tubaire joue un rdle physiologique in vivo,
puisque l'acrosome des spermatozoides présent en phase lutéale dans les trompes demeure
intact et que la réaction acrosomique est toujours induite au contact de la zone pellucide. Cette

constatation implique que dans les voies génitales femelles, s'établit une nouvelle protection

de la membrane du spermatozoide.
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3.4. La fusion des gamétes (Wolf et al., 2005)

La fécondation chez les mammiféres est conditionnée par deux étapes successives : la
fixation et la fusion des membranes du spermatozoide et de 'ovocyte. Le processus de fusion
est sous la dépendance d'une série d'interactions moléculaires dont les principaux acteurs sont
la fertiline du spermatozoide, les intégrines ovocytaires et les molécules de la famille des
tétraspanines. (Primakoff et Myles, 2002; Wassarman et al., 2001).

La famille des intégrines regroupe des protéines transmembranaires possédant un domaine o
et un domaine P. Elles sont impliquées dans des interactions entre cellules mais également
entre cellules et matrice extracellulaire. La sous unité 1 peut s'associer avec au moins 10
sous unités o différentes. Les intégrines sont considérées comme des molécules de
signalisation (Liddington et Ginsberg, 2002).

Leur adhésion induit des signaux de régulation incluant des phosphorylations de protéines
controlant ainsi la croissance, la mort, la migration et la différenciation cellulaires ainsi que
l'induction génique. Leur efficacité dans les phénomenes d'adhésion dépend également de la
qualité de leur stimulation. En effet, l'affinité¢ des intégrines pour leurs ligands varie selon
leurs modifications a la surface cellulaire et leurs associations avec d'autres protéines
transmembranaires (Sanchez-Mateos et al., 1996; Bazzoni et Hemler, 1998; Schwartz, 1992).
Les tétraspanines sont des protéines de surface possédant quatre domaines transmembranaires
et forment des complexes avec d'autres protéines, membranaires pour certaines d'entre elles.
Elles contribuent a la formation de complexes moléculaires a la surface de la cellule et
participeraient a la régulation fonctionnelle des protéines auxquelles elles s'associent. Ainsi,
deux intégrines présentes a la surface de l'ovocyte, a6pl et a3fB1, forment des complexes
stables avec la tétraspanine CD151 (Fitter et al., 1999; Serru et al., 1999; Yauch et al., 1998).
Cette derniére se fixe également a d'autres tétraspanines telles que le CD9 (Serru et al., 1999;
Yauch et al., 1998; Ito et al., 2003; Charrin et al., 2003; Berditchevski et al., 2002).

Le role de l'intégrine a6 et Blet de la tétraspanine CD9 dans la fécondation chez la souris a €té
largement étudié. Le rdle de a6B1 est encore sujet a controverse. Des €tudes basées sur
I'utilisation d'anticorps ont suggéré que a6f1 pouvait constituer un récepteur pour la fixation
du spermatozoide a l'ovocyte (Almeida et al., 1995), mais cette conclusion n'a pas ¢té
retrouvée dans d'autres études utilisant des méthodes différentes de contournement de la zone

pellucide (Evans, 1999).
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Récemment, l'analyse d'ovocytes de souris délétées du geéne codant pour 06 ou Bl a montré
que ces intégrines n'étaient pas essentielles a la fixation et a la fusion des gametes (Miller et
al.,2000).

Ces données ne peuvent cependant pas complétement exclure le réle de a6p1. Il a été suggéré
que cette intégrine interviendrait dans la fixation de la fertiline B (ADAM 2) et de la
cyritestine (ADAM 3), deux membres de la famille ADAM exprimés a la surface du
spermatozoide (Chen et al., 1999; Chen et Sampson, 1999) (Takahashi et al., 2001; Tomczuk
et al., 2003)

Cependant d'autres auteurs ont affirmé que la fertiline 8 interagirait avec une autre protéine,
l'intégrine B1 localisée a la surface de l'ovocyte. (Evans et al., 1997; Zhu et Evans, 2002).

Le rdle de CD9 dans la fusion du spermatozoide et de l'ovocyte a été démontré par l'incapacité
pour les ovocytes de souris KO pour CD9 de fusionner avec le spermatozoide (Le Naour et
al., 2000; Miyado et al., 2000; Kaji et al., 2000) ainsi que par l'inhibition de la fusion apres
blocage de CD9 par des anticorps anti CD9 (Chen et al., 1999; Le Naour et al., 2000; Miller et
al., 2000).

Cependant, son mode d'action reste a ce jour peu connu. Cette molécule ne serait pas un
récepteur pour le spermatozoide mais plutdt une molécule d'adhésion aux tétraspanines a la
surface de I’ovocyte.

Les mécanismes de la fécondation ont été peu étudiés chez 'humain du fait de la rareté des
ovocytes. L'expression de tétraspanines n’a pas été mise en évidence chez I’humain tandis que
I’expression de certaines intégrines telles que a6 et Bl a la surface des ovocytes a été
rapportée (Fusi et al., 1992; Ji et al., 1998; Campbell et al., 1995b).

L'implication de I'intégrine B1 dans le processus de fusion a été mise en évidence par Wolf et
al. (Ji, 1998). Par ailleurs, il a été récemment démontré par 1'équipe de Wolf, que CD9
contrdle la formation de l'intégrine a6fB1 localisée en groupes a la surface de la membrane
plasmique de l'ovocyte chez I'humain et la souris. Dans la méme étude, il a également €té
montré un rdle de 06f1 et de la tétraspanine CD151 dans la fusion du spermatozoide et de

I'ovocyte chez I'humain (Wolf et al., 2005, accepté pour parution).

4. ACTIVATION DE L’OVOCYTE

L'activation de l'ovocyte par le spermatozoide entraine des modifications de son
métabolisme ainsi que des remaniements cellulaires importants. Une des premiéres étapes de

ce phénoméne est un changement de potentiel transmembranaire et une mobilisation massive

24



du calcium intracellulaire (ondes calciques). Les manifestations cellulaires qui accompagnent
l'activation sont 1’exocytose des granules corticaux et 'achévement de la deuxiéme division

méiotique.

4.1. Changement de potentiel transmembranaire et mobilisation du calcium

intracellulaire

Les changements de potentiel transmembranaire qui accompagnent la fusion du
spermatozoide et de l'ovocyte se manifestent par une succession d'hyperpolarisations
négatives qui se produisent a des intervalles de l'ordre de la minute. Ces vagues d'hyper
polarisation entrainent une diminution progressive du potentiel de base. Elles sont dues a un
accroissement de la perméabilité membranaire au potassium consécutive a l'augmentation
intracellulaire de calcium.

La fusion du spermatozoide et de l'ovocyte s'accompagne, en effet, d'une libération massive
de calcium a partir des réservoirs intracellulaires de 1'oeuf. Cette entrée de calcium qui débute
au niveau du site de fusion 10 a 30 secondes apres l'attachement du spermatozoide, se propage
dans l'ensemble de l'oeuf en quelques secondes. Elle est suivie de plusieurs flux entrants de

calcium successifs qui se produisent a quelques minutes d'intervalle.

4.2. Dégranulation des granules corticaux

Les granules corticaux qui, dans l'ovocyte mature, sont alignés le long de la face
interne de la membrane plasmique, sont déchargés dans l'espace périvitellin par un
phénomeéne d’exocytose au moment de la fécondation.

La libération du contenu des granules corticaux est consécutive a la fusion des gameétes et a la
mobilisation du calcium intracellulaire qui en découle. Les granules corticaux contiennent
entre autres, des enzymes hydrolytiques qui sont ainsi libérées et qui modifient la zone
pellucide. Ces enzymes sont a l'origine de la modification des glycoprotéines sulfatées de la
zone pellucide, induisant ainsi son durcissement et la rendent impénétrable par des
spermatozoides surnuméraires. Ce blocage efficace de la polyspermie n'est cependant pas
limité a la zone pellucide ; il intervient également au niveau de la membrane plasmique de

I'ovocyte.
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4.3. Achévement de la seconde division méiotique de I'ovocyte et expulsion du

deuxiéme globule polaire

L'ovocyte mir est arrété en métaphase II (MII). Sous l'effet de I'activation, il termine
sa seconde division méiotique, passe en anaphase, en télophase, puis se divise en donnant
deux cellules filles de tailles inégales : 'ovocyte 1l conserve la quasi totalité du cytoplasme et
le deuxieéme globule polaire regoit essentiellement du matériel nucléaire. Ces deux cellules

contiennent chacune la méme quantité¢ d'ADN maternel.

5. FORMATION, DEVELOPPEMENT ET MIGRATION DES PRONOYAUX

5.1. Décondensation du noyau du spermatozoide (Figure 1.5.)

Avant d'étre transformé en un pronoyau méle fonctionnel, le noyau du spermatozoide
doit subir un certain nombre de modifications : dissolution de I'enveloppe nucléaire, réduction
des ponts disulfures des protéines associées a I'ADN, décondensation de la chromatine et
remplacement des protamines (nucléoprotéines spécifiques du spermatozoide) par des
histones. Sous l'effet de I'activation, le cytoplasme de l'ovocyte passe progressivement de
I'état métaphasique a 1'état interphasique ; les changements qui interviennent dans le noyau du
spermatozoide sont conditionnés par cette transition. La dissolution de l'enveloppe nucléaire
se produit au moment de son incorporation dans l'ovocyte en métaphase II. La chromatine
d’origine spermatique se trouve ainsi directement en contact avec le cytoplasme ovocytaire ;
elle se décondense pendant la transition métaphase II - télophase, alors que la chromatine

d’origine ovocytaire est encore fortement condensée.
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Figure 1.5. Formation du pronoyau male (D ‘aprés La Reproduction chez les Mammiféres et I’Homme,
C.Thibault, 2°" ed., Ellipses)

5.2. Formation et développement des pronoyaux

Les pronoyaux maéle et femelle se forment dans le cortex du zygote. Une enveloppe
nucléaire se forme autour de la chromatine d’origine paternelle décondensée et autour des
chromosomes maternels qui subsistent dans ’oeuf aprés la deuxieme division méiotique. La
chromatine d’origine maternelle est alors trés condensée mais se décondense progressivement.
Plusieurs nucléoles sont généralement présents dans les pronoyaux. Ils sont composés d'un
matériel dense et compact. La synthése d'ADN s'effectue simultanément dans les pronoyaux
maéle et femelle. La réplication de I'ADN ne commence que lorsque les pronoyaux sont

complétement développés.
5.3. Migration des pronoyaux vers le centre de 1'ceuf

Les pronoyaux formés dans le cortex de l'oeuf se déplacent vers le centre de la cellule,
de fagon a ce que les deux lots de chromosomes d'origine maternelle et paternelle puissent se
rassembler sur le fuseau de premiére division de segmentation. Les microfilaments et les
microtubules, structures dynamiques se polymérisant et se dépolymérisant successivement,
sont impliqués dans la migration des pronoyaux au centre de 1’oeuf. Les microtubules se

développent & partir du centrosome, apporté par le spermatozoide. Ils s’organisent en un demi
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fuseau, appelé spermaster, qui s'étend progressivement a l'oeuf tout entier jusqu’a rentrer en
contact avec le pronoyau femelle. Il se rétracte alors, ce qui a pour effet d’entrainer les deux
pronoyaux vers le centre de l'oeuf. Quand les pronoyaux se rapprochent, les centrioles se
placent entre eux, puis il se répliquent et vont occuper les deux pdles du fuseau de la premicre
division de segmentation.

A la fin du premier cycle cellulaire, les chromosomes paternels et maternels se condensent
dans les pronoyaux en apposition, mais ne fusionnent pas. Les enveloppes nucléaires des deux
pronoyaux forment des indentations et sont trés proches l'une de I'autre. Apres leur rupture,
les chromosomes viennent s'aligner sur le fuseau de division mitotique qui se forme a partir
des microtubules et des centrosomes déja présents dans cette région cytoplasmique.

Au total, la fécondation permet le rétablissement de la diploidie (46 chromosomes), le
réassortiment de deux programmes génétiques différents (hérédité biparentale), et le

déterminisme sexuel basé sur le dimorphisme chromosomique (XX ou XY).

émission du 2° GP

granules

corticaux GC Temps écoulé aprés atfachement du |

| spermatozoide 4 la zone pellucide et le;
| début de la fusion :

| < souriz 1 heure ; lapin 2 h ; mouton 2 h ; ,1
bown 3 h hmnme 45131—2 h

, quu au dévuloppemem complu i _]usqu ala r{.pl;catmn del” r{\D ¥ 1
{ u spermaster : | 1 souris 13 h ?;lapin 4-5 h; 1
i souris 7 h;lapin 3 hymouton 4-5 h: ! mouton 6-8 h;bovin 10-12 h:

[ bovin 4-5 h;homme 7 h.

1 1™ division de segmeniation :
| souris 18-22 hilapin 10-12 h; ’
! mouton 16-18 h:bovin 20-24 by

| homme 9-13 h. | homme 24-30 h.

|
i
|
B S DO C— Frrasrricoss R EE

Figure 1.6. Les étapes de la fécondation jusqu'a la premicre division de segmentation (D aprés La

Reproduction chez les Mammiféres et I'Homme, C.Thibault, 2" ed., Ellipses)
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II. PREMIERE SEMAINE DE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE

La fécondation marque le début de la période embryonnaire caractérisée par une
succession de divisions cellulaires et l'apparition des premieres différenciations. Les
pronoyaux maternel et paternel se forment dans les 3 a 6 heures qui suivent le début de la
fécondation. Ils sont alors dans le méme environnement cytoplasmique, et réalisent
séparément la premiére réplication de leur ADN. La fusion des PN s’appelle la syngamie. Le
délai entre la syngamie et la premiere division mitotique est constant et est égal a 3 heures
(van Wissen et al., 1995). La premiére division de segmentation en 2 cellules (Figure II.1.)
sépare le zygote en deux blastomeéres de taille & peu prés équivalente et survient entre 11 et 20
heures aprés la fécondation. Le début du développement de I'embryon est donc lent. La
deuxiéme division (stade 4 cellules) est légérement asynchrone et se traduit par l'existence
transitoire d'un stade 3 cellules pendant une a deux heures environ. Jusqu'a la troisiéme
division de segmentation (stade 8 cellules), les divisions cellulaires sont égales, mais
s'effectuent sans régularité dans I'orientation des plans de division. Ces divisions cellulaires se

produisent relativement lentement (une division toutes les 24 heures).

Figure I1.1. La segmentation (D ‘aprés L’embryogenése humaine, D.Rabineau, J M. Dupont, P.

Plateaux)
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1. LA COMPACTION DE LA MORULA

La compaction se produit aprés le stade 8 blastoméres (environ 4 jours apres la
fécondation) et correspond a l'acquisition d'une polarité cellulaire et a la différenciation des

deux premiers types de cellules embryonnaires (masse cellulaire interne et trophoblaste).

1.1. Avant la compaction

Dans la morula, jusqu'au stade 8 cellules, les blastomeres occupent des positions
équivalentes, avec une face interne en regard d'autres blastomeéres et une face externe saillant
a la surface de la morula (étape de pré compaction). Jusqu'a ce stade, les blastomeéres sont des
cellules sphériques, apolaires (sans différence entre les poles apical et basal), dépourvues de
jonctions intercellulaires, dissociables les unes des autres (Figure I1.2.). A cet instant, la
membrane cytoplasmique des blastomeéres, perméable aux petites molécules, présente des

microvillosités sur toute sa surface.

Figure I1.2. Les divisions successives jusqu'au stade de morula (D ’aprés L’embryogenése humaine,

D.Rabineau, J.M. Dupont, P. Plateaux)
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1.2. La compaction proprement dite

Entre les stades 8 et 16 blastomeres, la morula est le siége de modifications
morphologiques et fonctionnelles. L'aspect extérieur de la morula se modifie, sa surface
devient lisse, compacte et imperméable au milieu extérieur (Figure 11.3.). Ces modifications
ne concernent que les blastomeres périphériques et résultent d'une polarisation cytoplasmique
et membranaire.

La polarisation du cytoplasme s'annonce par une redistribution des organites (appareil de
Golgi, mitochondries, lysosomes, vésicules d’endocytose), une restriction des microvillosités
au pole apical de la cellule et une réorganisation des filaments d’actine et des microtubules du
cytosquelette.

Les modifications membranaires se caractérisent par la mise en place de jonctions
intercellulaires serrées au pdle apical des cellules. Il se constitue a la surface de la morula une
couche cellulaire étanche qui isole la morula du milieu extérieur. Au niveau de leur pdle
basal, les cellules périphériques développent des jonctions gap et communiquent avec les
cellules centrales de la morula.

La compaction signe ainsi l'apparition de deux populations cellulaires de méme origine et de
destinées différentes (lignage). Les cellules apolaires constituent au centre de la morula, la
masse cellulaire interne (bouton embryonnaire). Les cellules polaires forment autour du

bouton embryonnaire la couronne de trophoblaste (trophectoderme).

Figure I1.3. Morula compactée
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2. FORMATION DU BLASTOCYSTE

Vers le 5%

jour (entre les stades 32 et 64 blastoméres), la premicre cavité
embryonnaire (blastocéle) se forme a l'intérieur de la morula par la confluence de micro
sécrétions trophoblastiques et s'intercale entre la masse cellulaire interne et le trophoblaste
(Figure 11.4.). A ce stade, l'apparition de desmosomes sur la face latérale des cellules
trophoblastiques renforce leur étanchéité et isole le blastocyste. Le blastocele refoule la masse
cellulaire interne au pdle dit embryonnaire et permet de définir dans le trophoblaste 2 zones :
polaire (en contact avec la masse cellulaire interne) et murale (en contact avec le blastocele).

Dés lors, la morula prend le nom de blastocyste.

Cellules du trophectoderme

Blastocele

Masse cellulaire

interne

Figure I1.4. Stade J5-J6 : formation du blastocyste (D aprés L’embryogenése humaine, D.Rabineau,
J.M. Dupont, P. Plateaux)

3. EXPANSION DU BLASTOCYSTE

Aprés sa formation, le blastocyste subit une phase d'expansion d'amplitude variable
aboutissant a une forme sphérique de diamétre également variable selon les espéces. Au début
de I'expansion, provoquée par l'afflux de liquide dans le blastocele, la zone pellucide se
distend ; puis, il se forme un ou plusieurs orifices par lequel le blastocyste s'échappe
activement par contractions : c'est I'éclosion (Fléchon et al., 1978) qui se produit au 6™ jour
du développement embryonnaire. Seuls les blastocystes sortis de leur zone pellucide peuvent

s'implanter. L'élimination de la zone pellucide permet un contact direct entre les cellules du
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trophoblaste et celles de I'épithélium utérin. Dans l'espéce humaine, la perte de la zone

pellucide se produit par protéolyse.

BLASTOCYSTE ECLOS

" Blastocyste

Zone pellutide vide

Figure IL5. Eclosion de blastocyste (D apres le site du CHU Toulouse)

4. MIGRATION DE L’EMBRYON

Les premiéres segmentations se font en méme temps que la migration. La migration du

zygote dans la trompe se fait de facon progressive du fait des contractions des cellules

musculaires lisses de la paroi tubaire (péristaltisme tubaire sous [’influence de la

progestérone). Elle est facilitée par les mouvements des cils. Ainsi, lors de la migration

(Figure I1.6.) :

la fécondation et le stade 2 blastomeéres, au 2°™ jour, s'observent au niveau du tiers
externe de la trompe (ampoule).
Les stades 4 et 8 blastoméres, au 3™ jour, s'observent au niveau de I’isthme.

4°™ jour, s'observe au niveau du segment interstitiel, c'est-a-dire

Le stade morula, au
dans la zone ou la trompe traverse la paroi utérine.
Au 5% 6™ jour, le blastocyste est libre dans la cavité utérine.

Au 7" jour enfin, le blastocyste s’accole a I'endométre par son pdle embryonnaire.
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Figure IL.6. Migration de I’ovocyte fécondé de la trompe a ’utérus : apres que la fécondation ait eu
lieu (1), les pronuclei méle et femelle fusionnent (2). L’embryon obtenu subit alors une premiere
division (3) puis une seconde (4), etc., et prend I"aspect d’une miire (morula : §). Il s’implante dans la
cavité utérine environ 7 jours apres la fécondation au stade appelé blastocyste (6) constitué d’un
bouton embryonnaire et d’une enveloppe cellulaire (trophoblaste) qui deviendra le placenta (D aprés
le site du CHU Marseille)

IIl. LA FECONDATION IN VITRO: ASPECTS CLINIQUES ET
TECHNIQUES

1. INTRODUCTION

La premiére fécondation in vitro d’un ovocyte de mammifére, confirmée
cytologiquement, a été réalisé en 1954 chez la lapine a partir de spermatozoides capacités
dans I’utérus et d’ovocytes récemment ovulés. Cinq ans plus tard, la naissance de lapereaux
confirmait la normalité biologique des embryons issus de la fécondation in vitro. Les
premicres FIV dans ces conditions ont été obtenues chez les rongeurs (1963-1968) puis chez

I’homme en 1969. En 1978, nait en Angleterre Louise Brown, le premier enfant issu d’une

34



fécondation in vitro. En France, aprés la naissance d’Amandine en 1982, plus de 60 000
enfants seront congus grice a cette technique.

La fécondation in vitro (FIV) consiste a recueillir les gametes du couple pour réaliser une
fécondation extracorporelle, puis a transférer les embryons ainsi obtenus dans I’utérus.
Contrairement a d’autres techniques d’AMP, la FIV nécessite la réalisation d’une série
d’étapes in vitro aboutissant a I’obtention d’embryons. Le conditionnement des gamétes in
vitro, ’interaction gamétique, la fécondation proprement dite, et le développement
embryonnaire sont d’une trés grande importance. L’obtention de grossesse a un taux
régulierement élevé exige une optimisation constante et quasi obsessionnelle de chaque étape
du processus de la réalisation de la FIV.

La procédure de la FIV se déroule sur deux ou trois jours, voire 5 si elle se poursuit en culture
prolongée et elle comporte plusieurs étapes :

- A J0, la récupération et la mise en culture des ovocytes apres stimulation ovarienne,
le recueil et la préparation du sperme, et I’insémination.

- A J1, aprés 18 a 22 heures d’incubation, les ovocytes sont décoronisés afin de
déterminer lesquels sont fécondés, les zygotes obtenus sont alors incubés encore 24
heures.

- A J2, aprés 44 a 48 heures, ou J3, aprés 72 heures, les embryons sont soit transférés
in utero, soit congelés pour un transfert ultérieur. Parfois la culture est prolongée

Sémc

jusqu’au jour.

2. ASPECTS CLINIQUES

2.1. La stimulation ovarienne

Le but de la stimulation ovarienne est de recueillir un bon nombre d’ovocytes matures
pour multiplier les chances d’obtenir des embryons.
Plusieurs types de protocole de stimulation sont utilisés. Ils dépendent du mode d’utilisation
des agonistes ou des antagonistes du GnRH. Aprés I’administration d’un agoniste du GnRH,
il se produit une premiére phase de libération de LH et FSH (« flare up »), suivie d’une phase
de désensibilisation hypophysaire correspondant a I’effondrement de la LH et de la FSH,

entrainant une baisse d’oestradiol et de progestérone.
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Dans le protocole long, on attend la désensibilisation pour commencer la stimulation par les
gonadotrophines. Compte tenu du blocage complet attendu pour démarrer la stimulation, le
démarrage de I’agoniste peut se faire en théorie a n’importe quelle phase du cycle. En
pratique, il se fait en général dans les quatre premiers jours du cycle pour les produits retard
ou en phase lutéale (J20) pour les produits rapides.

Dans les protocoles courts, 1’agoniste est démarré au début du cycle, et I’on utilise le « flare
up » pour initier la stimulation en prenant le relais par les gonadotrophines.

Les protocoles utilisant les antagonistes du GnRH sont plus récents. Ils permettent de prévenir
ou d’interrompre le pic de LH. Leur action antagoniste n’entraine pas d’effet « flare up » et la
désensibilisation n’est pas nécessaire. Ils peuvent étre utilisés en milieu ou en fin de phase
folliculaire.

Le monitorage de ’ovulation consiste a mesurer la croissance folliculaire et endométriale par
des échographies répétées ainsi que par la mesure des taux d’oestradiol, de progestérone et de
LH. Le rythme de la surveillance dépend du protocole choisi, du profil hormonal et des
antécédents de la patiente. Dans le protocole long, qui semble donner les meilleurs résultats,
on s’assure (18 a 30 jours apres I’injection retard ou 10 & 15 jours aprés les injections
quotidiennes) de la désensibilisation par une échographie et la mesure de I’oestradiol. La
surveillance est en fait fonction de la réponse ovarienne et répond a deux buts principaux :
déterminer le meilleur moment pour déclencher I’ovulation et prévenir le risque
d’hyperstimulation sévére. Schématiquement, le déclenchement de I’ovulation est proposé
lorsqu’il existe au moins deux a trois follicules de 16 a 18 mm de diamétre et que le taux
d’oestradiol est d’environ 200 a 250 pg/ml par follicule de plus de 14 mm.

Le déclenchement est obtenu par I'injection de gonadotrophine chorionique (hCG) (5000 ou
10000 UI). La ponction ovarienne doit étre réalisée environ 34 a 38 heures aprés le

déclenchement pour recueillir des ovocytes matures et éviter que la patiente ait ovulé.

2.2. La ponction folliculaire

La ponction est aujourd’hui réalisée sous contrle d’une échographie vaginale. La sonde
endovaginale est munie d’un guide sur lequel est monté une aiguille qui permet de venir
ponctionner et aspirer un a un les follicules de plus de 14 mm. Le liquide folliculaire est
transmis au laboratoire qui recherche les CCO. Cette ponction peut étre réalisée sous

anesthésie générale ou locale, au bloc opératoire.
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3. ASPECTS TECHNIQUES: DEROULEMENT D’UNE FIV AU
LABORATOIRE

3.1. A JO : Traitement des gamétes et insémination in vitro

a. Recueil et mise en culture des ovocytes

Les seringues contenant des liquides folliculaires et provenant du bloc opératoire aprés
la ponction ovarienne, doivent étre maintenues a 37° C et le plus possible a I’abri de la
lumiere. L’examen des liquides folliculaires & la recherche des ovocytes est réalisé a la loupe
binoculaire équipée d’un plateau chauffant réglé a 37°C.

Les CCO apparaissent a 1’oeil nu comme de petites masses bleudtres. Une fois retrouvés, ils
sont délicatement aspirés et lavés dans un milieu de culture afin de diminuer au maximum la
présence d’hématies (pouvant altérer la survie des spermatozoides au voisinage de I’ovocyte)
et de leucocytes (pouvant libérer le contenu de leurs granules intra cytoplasmiques et étre a
I’origine d’un stress oxydatif pour I’ovocyte). Aprés lavage, les ovocytes sont placés dans un
tube ou dans une boite a 4 puits contenant 1 ml de milieu de culture, ou en micro goutte sous

huile ou I’ovocyte séjourne seul jusqu’a I’insémination.

b. Préparation du sperme

" Le spermogramme

Le sperme doit, de par la loi, étre recueilli au laboratoire. 11 est le plus souvent recueilli
par masturbation dans un récipient approprié a usage unique et a col large. Le délai
d’abstinence sexuelle conseillée et de 3 a 5 jours. Ce délai influence le volume et la
numération. Le recueil est ensuite placé a 37°C ou a température ambiante pendant 30
minutes a une heure jusqu’a la liquéfaction du liquide séminal. Afin d’éviter une
contamination accidentelle du sperme, il est important que le patient procéde, avant le recueil
du sperme, a un certain nombre d’étapes : une miction, nécessaire pour éliminer les bactéries
commensales de l'uretre antérieure et un lavage des mains et du gland avec un savon
bactéricide et antifongique, suivi d’un ringage au soluté physiologique stérile.
Aprés homogénéisation du prélévement, un échantillon est prélevé pour établir un
spermogramme et un spermocytogramme. Les paramétres mesurés dans le spermogramme

sont : le volume (2 — 6 ml), le pH (7,2 — 7,8), le pourcentage de formes mobiles (> a 50 %), la
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vitalité (le pourcentage de spermatozoides vivants > 75 %), la numération (> 20x10° spz/ml),
et le pourcentage des formes typiques (= 30 %).

Au vu des données obtenues aprés réalisation du spermogramme et hormis les situations
extrémes d’anomalie de nombre (azoospermie) ou d’anomalie fonctionnelle
(asthénozoospermie sévére, autoagglutination), la méthode de préparation du sperme la plus
adaptée pour augmenter le pourcentage de spermatozoides mobiles et éventuellement

normaux sera choisie.

=  Méthodes de préparation du sperme

Selon les parametres spermatiques et I’indication de la FIV, différentes méthodes de
préparation de sperme peuvent étre adoptées. La migration simple, éventuellement ascendante
apres ¢limination du plasma séminal, permet le recueil des spermatozoides dans du milieu de
culture directement placé au-dessus du sperme et dans lequel ils migrent. Cette méthode est
réservée aux spermes normaux. La migration sur gradient de densité est la méthode de
préparation du sperme la plus utilisée. Elle permet d’éliminer les débris cellulaires ou
acellulaires, les spermatozoides portant plusieurs anomalies morphologiques, les germes
contenus dans le sperme, ainsi que les agglutinats. Les gradients peuvent étre simples, ne
comprenant que 2 niveaux de concentration (90 % et 45 %) ou plus, comprenant 6
concentrations allant de 30 % a 90 %. Dans ce dernier cas, la sélection est plus rigoureuse,
mais moins rentable. Elle est particuliérement indiquée en cas de leucospermie persistante.
Enfin, les spermes avec anticorps doivent étre recueillis directement dans un récipient
appropri¢ a usage unique contenant 2 ml de milieu de culture. Le coagulum est alors
immédiatement disloqué a 1’aide d’une pipette et le sperme est lavé ou passé sur gradient de
densité. Recueillir le sperme directement dans du milieu de culture permet de limiter la

fixation des anticorps sur la surface des spermatozoides.
c¢. L’insémination in vitro

* Moment de I’insémination

Le moment idéal pour inséminer les ovocytes est deux heures aprés 1’expulsion du globule
polaire. Celui-ci dépend a la fois du nombre de ponctions folliculaires et du mode de
fonctionnement du laboratoire. Le débat sur le choix du moment idéal de I’insémination
demeure encore ouvert et la majorité des équipes détermine le moment de I’insémination

selon I’aspect des ovocytes, mais aussi selon le mode de fonctionnement du laboratoire.
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* Insémination in vitro des ovocytes

Il existe une variation du nombre de spermatozoides mobiles inséminés par ovocyte selon
les laboratoires. En moyenne, 100 000 a 150 000 spermatozoides mobiles par millilitre, soient
3000 a 4000 spermatozoides mobiles par ovocyte en microgoutte de 20 a 30pl, sont déposés
délicatement dans la boite identifiée au nom de la patiente et contenant les ovocytes. Elle est
ensuite rapidement remise dans I’incubateur a 37°C. Le nombre de spermatozoides déposés
au voisinage de 1’ovocyte in vifro est trés ¢élevé si on le compare aux quelques dizaines de
spermatozoides présents dans 1’ampoule tubaire in vivo. Mais in vitro, ce nombre ¢levé de
spermatozoides permet, surtout en ’absence de sélection naturelle, d’obtenir des taux de

fécondation élevés.

3.2. A J1: Décoronisation et observation des ovocytes

L’observation des ovocytes intervient en général entre 18 et 22 heures apres
I’insémination in vitro. Elle recherche les signes de fécondation a savoir la présence de deux
pronoyaux et de deux globules polaires (Figure I11.1.). Mais cette étape ne peut étre visualisée
que lorsque les cellules périovocytaires sont dispersées. La décoronisation de I’ovocyte est
pratiquée mécaniquement a 1’aide d’un fin capillaire. Une fois ’ovocyte décoronisé, il est
ensuite transféré dans un milieu de culture neuf et équilibré pour étre examiné. L’examen se

pratique trés rapidement sous un microscope inversé maintenu a 37°C.

Figure I1L.1. Zygote au stade de 2 pronoyaux (D aprés site CHU Besangon)
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3.3. A J2 ou J3: Observation et transfert embryonnaire
a. Observation embryonnaire

Quarante huit heures apres 1’insémination in vitro (J2), les embryons ont atteint le stade
de 4 blastoméres et 8 blastoméres a J3 (Figure I11.2.). La qualité des embryons est un facteur
pronostique important de leur chance d’implantation. A ce stade, la priorité est donnée a la
sélection du meilleur embryon a transférer. Celle-ci est basée essentiellement sur 1’aspect
morphologique de I’embryon le jour du transfert et comporte une étude des blastomeres en
observant leur nombre, leur régularité et leur homogénéité. De plus, une évaluation du
pourcentage de fragments cytoplasmiques est réalisée dans le méme temps. Différentes
classifications concernant la qualité embryonnaire existent, permettant la sélection de

I’embryon a transférer (voir Chapitre « Evaluation de la qualité embryonnaire »).

aJ2 aJd3

Figure ITL2. Morphologie embryonnaire idéale a J2 (4 cellules), a I3 (8cellules) et sans fragments

b. Transfert embryonnaire

Le jour du transfert, les embryons sont montés dans un cathéter et transférés dans
l'utérus. L'orifice cervical est nettoyé avec du milieu de culture ou du sérum physiologique et
un cathéter d’essai est introduit pour s'assurer que le passage se fait sans difficulté. Les
embryons sont alors montés dans le cathéter de transfert lui-méme branché sur une seringue.
Celui-ci est introduit délicatement dans ['utérus en évitant de toucher le fond utérin. Les
embryons sont déposés dans la cavité utérine aprés avoir délicatement poussé sur le piston de

la seringue. Le cathéter est retiré une a deux minutes apres le transfert. Aujourd'hui, certaines
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équipes proposent le transfert écho-guidé. Un repos de 20 minutes est généralement observé
apres le transfert.

Une supplémentation de la phase lutéale est démarrée le jour du transfert par de la
progestérone naturelle administrée par voie vaginale. Le test de grossesse est effectué 12 a 14

jours apres le transfert embryonnaire par un dosage de BhCG sanguines.

c. Congélation des embryons

Les embryons non transférés peuvent étre conservés congelés a -196°C dans de l'azote
liquide. Les protocoles de congélation associent ['utilisation d'un cryoprotecteur, une descente
thermique lente réalisée de maniére automatique, et une induction de cristallisation en masse
ou « seeding » (afin d'éviter la formation de cristaux lors de la congélation de l'eau). Les
blastoméres qui sont de volumineuses cellules supportent assez mal la cryopréservation si

bien que seuls les embryons de bonne qualité sont habituellement congelés.

d. La culture prolongée

Dans le but d'améliorer le taux d'implantation, on peut envisager de prolonger la culture
in vitro des embryons jusqu'au stade de blastocyste. La culture prolongée permettra
d'identifier et d'éliminer les embryons dont la segmentation s'arréte apres quelques divisions

et de réaliser un transfert plus physiologique (transfert de blastocyste dans l'utérus).

» Techniques de culture

» Ja coculture : elle consiste a cultiver les embryons jusqu'au stade de blastocyste sur un
tapis cellulaire, in vitro. 11 y a plus d'une décennie, les embryons placés en milieu simple
étaient soumis, in vitro, a un arrét de développement, au moment de l'activation du
génome embryonnaire. Pour relever le blocage des divisions cellulaires, et apprécier
I’aptitude des zygotes au développement, les embryons de mammiféres ont été cultivés sur
des tapis cellulaires de différentes origines. Divers supports cellulaires (cellules
trophoblastiques, cellules d’oviducte, cellules utérines) ont montré que pour un méme
stade de développement, les embryons cocultivés avaient un nombre de cellules plus élevé
et les cellules de leur bouton embryonnaire adhéraient plus les unes aux autres, comparé

aux embryons obtenus en milieu simple. Les supports cellulaires utilisés en embryologie
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humaine regroupaient des cellules d'origine génitale (cellules de la granulosa, cellules
utérines ou cellules tubaires), des cellules provenant de lignées établies extragénitales,
notamment les cellules de la lignée Vero (cellule épithéliale de reins de singe). Ces
derniers types cellulaires ont permis d'obtenir 61 % de blastocystes contre 33 % en milieu
B2 de Ménézo.

L'arrété du 12 janvier 1999, relatif aux regles de bonnes pratiques cliniques et biologiques
en assistance médicale a la procréation, précise que seule la culture sur cellules autologues
(cumulus, granulosa, endometre de la patiente) n'induit pas de risques infectieux
exogenes. L'usage des cellules d’une autre patiente est strictement interdit. L'utilisation
des cellules Vero est déconseillée car elles n’ont fait l'objet d'aucune procédure de

validation au regard de la sécurité sanitaire, en 1'état de la 1égislation actuelle.

Culture prolongée en milieux séquentiels : les systémes de coculture ont permis
d'améliorer les connaissances sur les besoins métaboliques des embryons permettant ainsi
le développement de milieux de culture appropriés pour chaque stade de développement.
La culture en milieu séquentiel consiste a utiliser 2 ou 3 milieux successivement au cours
de la culture. Avant l'activation du génome embryonnaire, un milieu de culture simple
suffit pour la fécondation et le développement des jeunes embryons jusqu'a J3. Aprés
l'activation génomique, a partir de J3, un milieu de culture riche est nécessaire jusqu'a J6.
Alors que la coculture (technique lourde) s'adressait en priorité aux couples de mauvais
pronostic, la culture en milieux séquentiels (technique simple) est & proposer en priorité,

aux couples de bon pronostic dans le but d'éviter les grossesses multiples.

» Indications

Obtention de grossesse unique : le taux d'implantation plus élevé des blastocystes
autorise un transfert numériquement plus faible sans altération des résultats. La culture
prolongée des embryons permet de limiter l'incidence des grossesses multiples de haut
rang. Cela est particulierement intéressant pour les femmes ayant un utérus malformé ou
de petite taille.

Echecs répétés de transfert a J2 : pour les patientes n'ayant pas obtenu de grossesses
aprés au moins 3 transferts d'embryons d'assez bonne qualité, a J2, le transfert de

blastocystes permet de retrouver un taux de grossesse clinique par transfert satisfaisant.
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* Analyse de aptitude au développement des embryons : lorsqu'un probléme de qualité
ovocytaire est suspecté, la culture prolongée permet d’apprécier l'aptitude des zygotes au
développement. Une influence paternelle peut aussi avoir des effets déléteres sur le
développement embryonnaire préimplantatoire. De plus, la culture permet une sélection
cytogénétique des embryons (la moitié des embryons bloqués in vifro sont porteurs
d'anomalies cytogénétiques).

» Congélation des embryons : lorsque certains embryons ne répondent pas aux critéres
nécessaires pour étre congelés a J2 (retard important de clivage, fragmentation cellulaire
supérieure a 30%), ils peuvent étre cultivés jusqu'au stade de blastocyste et €tre ainsi
congelés a ce stade tardif. Cependant la congélation de blastocyste donne de moins bons
résultats qu’a J2. D'une fagon générale, la culture prolongée permet de sélectionner les
meilleurs embryons a congeler ; elle diminue ainsi le nombre total d'embryons

cryopréserves.

IV. LE STRESS OXYDATIF

1. INTRODUCTION

Le métabolisme de l'oxygéne, indispensable aux organismes supérieurs, représente un
véritable paradoxe. A la fois essentiel pour leur survie, il est potenticllement délétere a 1'égard
de leur existence. Le métabolisme cellulaire normal de 'oxygéne produit de maniére continue
de faibles quantités de dérivés actifs de l'oxygéne (DAO). Le role physiologique de cette
production basale de DAO n'est pas totalement connu, mais certaines de ces molécules ont
une fonction dans les processus de signalisation cellulaire. La production de DAO, lors du
métabolisme normal de 1’oxygéne par la cellule, est I’objet d’une régulation s’exergant entre
les réactions oxydatives d’une part, et les systémes de défense antioxydants d’autre part
représentés par, les piégeurs de radicaux libres oxygénés (ou scavengers), certaines voies
métaboliques et les chélateurs de DAO. Le stress oxydatif apparait lorsque les systemes de
défense antioxydants sont débordés, c'est-a-dire lorsque I'équilibre entre les réactions
prooxydantes et antioxydantes est rompu en faveur des premicres, soit par augmentation de la
production de radicaux libres, soit par diminution des défenses antioxydantes. Ce déséquilibre

est a I’origine d’altérations des structures protéiques, lipidiques (peroxydation lipidique),
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glucidiques, ainsi que nucléotidiques. Outre ces lésions directes, les radicaux libres sont
responsables de 1ésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des produits
libérés, notamment lors de la peroxydation lipidique, qui en se liant a ' ADN, vont former des

adduits responsables de mutagenése et de carcinogenése.

2. RADICAUX LIBRES ET LIEUX DE PRODUCTION

2.1. Définition

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) dont un ou plusieurs
électrons sont célibataires sur I’orbitale externe. Chaque atome est formé de deux éléments :
un noyau, formé de protons et de neutrons, et des ¢lectrons qui gravitent autour du noyau et
prenant place, selon les lois de la physique, sur les orbitales. Sur la premicre orbitale, il ne
peut y avoir que deux électrons; sur la deuxiéme, seulement huit. Pour qu’il y ait des
¢électrons sur une orbitale, toutes les orbitales inférieures doivent étre complétes. Dans un

radical libre, le nombre d’électrons sur la dernicre orbitale est impair.

Nombre d’électrons sur chaque orbitale

Orbitale 1 2 3 4 5
Nombre
2 8 8 18 18
d’électrons

Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé soit par I'acceptation d'un autre électron soit
par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. La probabilit¢ de chacune des
possibilités dépend essentiellement de la stabilité du radical libre considéré. Si cette instabilité
est modérée, la probabilité d'accepter un second électron est grande et, dans ce cas, le radical
libre ne représente qu'une étape transitoire dans une réaction d'oxydoréduction classique. Si
au contraire cette instabilité est importante, 1'électron libre est rapidement transféré sur une
autre molécule. Plus cette instabilité est grande, moins la réaction est spécifique. En d'autres
termes, l'électron passe sur une molécule non prévue a cet effet. Parmi ces molécules,
certaines deviennent trés réactives vis-a-vis de l'oxygéne et subissent une oxydation
définitive. Pour autant, le caractére radicalaire de la molécule ne disparait pas et 1’¢lectron
libre peut passer sur d’autres molécules, entrainant des phénomeénes d'oxydation en chaine.

C'est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique.
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Pour arréter cette réaction en chaine, certaines molécules sont capables de céder un de leurs
électrons. La molécule radicalaire acceptant ce second électron perd son caractére radicalaire.
En revanche, la molécule ayant perdu un seul électron devient radicalaire et peut
théoriquement générer une nouvelle réaction en chaine. Toutefois, si cette nouvelle espéce
radicalaire est relativement stable, elle va avoir le temps de compléter sa réaction
d'oxydoréduction soit en se régénérant (en regagnant un électron) soit en s'oxydant (en
perdant un deuxiéme électron). En impliquant un électron libre dans une réaction
d'oxydoréduction classique, ces molécules diminuent les phénomenes d'oxydation en chaine
et sont qualifiés de piégeurs de radicaux (scavengers, dans la littérature internationale) (Figure
IV.1.).

Les DAO présentant une toxicité cellulaire directe sont 1’anion superoxyde (O,"), le radical

hydroxyle ('OH) et le peroxyde d'hydrogene (H20,).

2.2. Lieux de production

Les radicaux libres oxygénés sont continuellement produits in vivo et principalement
au niveau de la chaine mitochondriale de transport des électrons. Cette production
mitochondriale dépend de la disponibilité en oxygene. Elle augmente avec la pression
partielle en oxygéne et diminue lorsque celle-ci baisse. De plus, cette production radicalaire
varie selon l'activité métabolique des mitochondries puisque la majorité des auteurs rapportent
que la diminution du potentiel de membrane mitochondriale s'accompagne d'une diminution
de la production radicalaire. Physiologiquement, les protéines appartenant a la famille des
UCP (pour uncoupling protein) récemment découvertes dans certains types de mitochondries
et capables de diminuer ce potentiel de membrane mitochondrial, pourraient jouer un role
dans la régulation de la production mitochondriale de radicaux libres.

Bien que cette production radicalaire mitochondriale ait été largement étudiée in vitro, on ne
connait pas réellement son role physiologique et il n'est pas clairement établi qu'elle soit
susceptible de varier significativement pour étre, en soi, a l'origine d'une pathologie
particuliére. En revanche, il est possible qu'au décours d'agressions cellulaires graves, les
mitochondries soient secondairement endommagées et produisent alors des quantités
importantes de radical superoxyde. La superoxyde dismutase (SOD) manganése est une
enzyme qui détoxique les DAO mitochondriaux. Un polymorphisme génétique de cette
enzyme est a I’origine d’une forme moins active. En hépatologie, des patients présentant une

cirrhose ont un risque 2 a 3 fois plus élevé de développer un carcinome hépato-cellulaire
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lorsqu’ils présentent la forme variante de la SOD manganése, donc une insuffisance de
détoxication des DAO. Ce constat permet d’émettre ’hypothése selon laquelle la sensibilité
des patients a un facteur oxydatif exogeéne puisse également dépendre d'un tel polymorphisme
génétique.

En complément de cette production de radical superoxyde localisée au niveau de la chaine
respiratoire, d'autres réactions biochimiques participent a la genese du stress oxydatif : les
cellules phagocytaires (polynucléaires et macrophages) possédent une enzyme membranaire,
la NADPH oxydase, qui est spécialisée dans la fabrication du radical superoxyde. Cette
enzyme normalement dormante est activée lorsque la cellule phagocytaire est stimulée
entrainant une forte consommation d'oxygéne. Cette production de superoxyde est a l'origine
de la synthése de molécules comme le peroxyde d'hydrogene (H202) ou I’hypochlorite
(C10), indispensables a la destruction du matériel phagocyté. Cette voie de production de
dérivés réactifs de l'oxygéne est particulierement stimulée au cours des processus infectieux et
participe certainement au stress oxydatif pouvant compliquer ces états.

Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre, sont de remarquables promoteurs de
processus radicalaires in vitro. Ils accélerent la peroxydation lipidique. En situation
physiologique, la concentration libre de fer ou de cuivre est particulierement basse, ces
métaux étant séquestrés par des protéines spécialisées, de sorte que cette réaction n'a pas lieu.
En revanche, les destructions cellulaires (hémolyse, rhabdomyolyse, cytolyse hépatique etc)

entrainent une libération de ces métaux pouvant engendrer un stress oxydatif.

Métabolisme
Cellulaire

Hypotaurine
taurine

acide glutamique,
cystéine,
glycine

Figure IV.1. Métabolisme de I'oxygene et défenses antioxydantes (d’aprés Thibault)
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3. ROLE DU STRESS OXYDATIF DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DE LA
REPRODUCTION

3.1. Dérivés actifs de I’oxygéne et infertilité masculine

Le spermatozoide constitue la cible privilégiée du stress oxydatif au sein de 'appareil
reproducteur masculin (Agarwal et al., 2003). Les dommages induits par les dérivés actifs de
l'oxygeéne sur le spermatozoide sont irréversibles car ce dernier ne posséde pas de systemes
enzymatiques cytoplasmiques réparateurs (Aitken et al., 1989).

Par ailleurs, la méta-analyse réalisée par Agarwal et al.,, met en évidence, de maniére
significative, une corrélation négative entre les taux de DAO dans le sperme et le taux de

fécondation en FIV (Agarwal et al., 2005).

a. Altération de la mobilité du spermatozoide

L’augmentation du taux de DAO dans le liquide séminal a été corrélée a une
diminution de la mobilité des spermatozoides. Une cascade d’événements aboutirait & une
diminution de la phosphorylation des protéines axonémales. Ceci induirait, d’une part, une
chute de la mobilité des spermatozoides, pouvant aller jusqu’a I’immobilisation, et d’autre
part, une altération de la fluidité membranaire (Aitken et al. 1987 ; Aitken, 1994), entrainant
une dégradation de la capacité de fusion avec I’ovocyte. Par ailleurs, la diffusion du peroxyde
d’hydrogene (H,05) au travers des membranes cellulaires permet d’émettre 1’hypothése selon
laquelle I’activité de certaines enzymes, telles que la GO6PD intra cellulaire, serait inhibée par
ce dernier. I’inhibition de cette enzyme, impliquée dans le métabolisme du glucose, conduit a
une accumulation de glutathione oxydée et réduite induisant ainsi une diminution des
défenses du systéme antioxydant du spermatozoide avec peroxydation des phospholipides

membranaires.
b. Altération de I’ADN du spermatozoide
Deux facteurs protegent I’ADN du stress oxydatif : sa compaction et les antioxydants

présents dans le plasma séminal. Des études ont montré que des spermatozoides exposés a de

fortes concentrations de dérivés actifs de I’oxygéne présentent une augmentation significative
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des altérations de leur ADN a type de modifications de bases, avec apparition de sites libres
sur la molécule conduisant ainsi a sa fragilisation. Ces phénomeénes entrainent des délétions,
des mutations, des échanges de séquences et des réarrangements chromosomiques (Duru et
al., 2000). Le stress oxydatif est li¢ a une fréquence élevée de cassures des brins d’ADN
aboutissant ainsi a sa fragmentation (Twigg ef al., 1998 ; Aitken et al., 2001). Yang ef al. ont
mis en évidence un taux de fragmentation de I’ADN multiplié par 4 aprés exposition aux
DAO (Yang et al., 1998). Ce phénomene est fréquemment observé chez les hommes

infertiles.

c. Apoptose

L apoptose est un phénoméne naturel se définissant comme une programmation de la
mort cellulaire. Celle-ci est génétiquement déterminée et se produit dés la vie embryonnaire.
A T’age adulte, ’apoptose permet 1’élimination de cellules défectueuses optimisant ainsi le
fonctionnement des cellules saines au sein du tissu. Dans la fonction de reproduction, elle
controlerait I’hyperproduction de gametes.

L’apoptose testiculaire est régulée a la fois par des facteurs intrinséques et extrinséques
(irradiations, chimiothérapie, exposition a des toxiques), le contrdle génétique se faisant au
niveau des génes régulateurs : génes inducteurs (p53, Bax, Fas) et génes suppresseurs (Bel-2,
c-kit). Le modéle animal a montré le role clé de I’apoptose dans la régulation de la
spermatogenese, physiologique et pathologique. Celle-ci est retrouvée a tous les stades de la
spermatogenése, au sein du testis de I’homme fertile et des patients présentant une
azoospermie. De méme, les spermatozoides ¢jaculés sont le si¢ége de processus apoptotiques.
Dans leur étude, Gandini et al. ont mis en évidence un niveau significativement plus élevé
d’apoptose précoce des spermatozoides de patients infertiles comparé aux spermatozoides
matures provenant d’un groupe contrdle de donneurs (Gandini et al., 2000). Dans la méme
étude, le niveau d’apoptose des spermatozoides matures était proportionnel au niveau de DAO
dans le liquide séminal. Les spermatozoides possédant des marqueurs apoptotiques tels que le
Fas, ainsi que des dommages de I’ADN, sont le si¢ge d’une apoptose anormale. Celle-ci est
présente notamment chez les patients ayant des parameétres spermatiques anormaux tels
qu’une anomalie de la morphologie, une altération de la biochimie séminale et des altérations

de I’ADN nucléaire.
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3.2. Dérivés actifs de ’oxygéne et infertilité féminine

a. DAO dans le liquide péritonéal

Afin de déterminer si les dérivés actifs de 1’oxygéne dans le liquide péritonéal
constituent un facteur d’infertilité, Wang et al ont évalué les taux de DAO du liquide
péritonéal dans 2 groupes de patientes (endométriose, infertilité inexpliquée), comparés a un
groupe contrdle de patientes ayant bénéficié¢ d’une ligature des trompes. Ces auteurs ont mis
en évidence une augmentation statistiquement significative du taux de DAO chez les patientes
présentant une infertilité inexpliquée comparée au groupe controle (Wang et al., 1997). En ce
qui concerne les patientes endométriosiques, aucune différence n'a été mise en évidence par
rapport au groupe controle. De plus, il a été constaté une association entre des taux élevés de
DAO et la présence d’une infertilité inexpliquée, suggérant qu’un stress oxydatif dans le
liquide péritonéal puisse jouer un role négatif chez les patientes présentant une infertilité
idiopathique.

b. DAO dans le liquide folliculaire et devenir en FIV

Le liquide folliculaire entourant les ovocytes jouerait un role crucial au cours de la
fécondation et du développement embryonnaire. L ovocyte baigne dans un environnement
métaboliquement actif contenant des hormones stéroidiennes, des facteurs de croissance, des
cytokines, des cellules de la granulosa et des leucocytes. En mettant en évidence la présence
de DAO dans le liquide folliculaire de patientes bénéficiant d’une FIV, Attaran et al. ont
évalué leur role dans le devenir de la tentative. Ils ont également analysé I’impact des DAO
dans le liquide folliculaire sur la maturation ovocytaire, la fécondation et la grossesse. Les
femmes ayant eu une grossesse ont présenté des taux de DAO significativement plus élevés.
De plus, les patientes endométriosiques ou ayant un conjoint présentant une infertilité, qui
sont devenues enceintes, avaient des taux de DAO significativement plus élevés que celles qui
n’ont pas eu de grossesse (Attaran et al., 2000). Ces résultats ont permis d’émettre 1’hypothese
d’un effet bénéfique des dérivés actifs de 1'oxygéne a des concentrations basses, pouvant
méme constituer un marqueur prédictif potentiel d’un succés en FIV. Toutefois, un stress
oxydatif a été mis en évidence dans le liquide folliculaire de patientes tabagiques. Ceci
pourrait expliquer un défaut de folliculogenése associé au tabagisme (Paszkowski et al.,
2002). Les DAO agissent également en durcissant la zone pellucide de I’ovocyte avec pour

conséquence, une diminution des taux d’implantation et de grossesse (Dirnfeld ez al., 2003).
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3.3. Stress oxydatif et embryon

L’hyperoxie, fréquemment rencontrée dans les conditions de culture in vitro,
augmente la production de DAO par I’embryon en stimulant [’activité enzymatique des
oxydases cellulaires. Par ailleurs, le métabolisme des spermatozoides inséminés en FIV, ainsi
que ceux en cours de lyse, constituent une source importante de DAO, en libérant le contenu
de leur acrosome dans le milieu environnant. Lors d'une FIV, parmi les ovocytes fécondés,
certains se développent et évoluent vers des embryons de bonne qualité. Les autres présentent
des anomalies morphologiques dues & une division cellulaire inégale ou a une fragmentation
cellulaire. Les embryons fragmentés ont un potentiel de développement limité et sont
rarement & ’origine d’une grossesse. En effet, outre la qualité initiale de l'ovocyte et du
spermatozoide, le stress oxydatif subi par 'embryon au cours de son développement in vitro
peut expliquer de telles anomalies de développement. Des taux élevés de DAO conduisent a
des altérations de la fluidité des membranes cellulaires par peroxydation lipidique (Aitken et
al. 1987 ; Aitken, 1994). De plus, une fragmentation de I’ADN et une initiation du processus
apoptotique s'opérent au sein des embryons fragmentés, avant le stade de blastoformation.
L. ADN mitochondrial, codant pour des enzymes agissant contre le stress oxydatif, présente 4
fois plus de mutations que I’ADN nucléaire aprés exposition aux DAO, aboutissant ainsi a un
dysfonctionnement métabolique pouvant aller jusqu’au retard voire I’arrét du développement
embryonnaire (Guerin e Ménézo , 2001).

Certains milieux de culture ont été incriminés dans I'apparition d'un stress oxydatif du fait de
leur teneur en cuivre et en fer. Cependant ’utilisation de ces mémes milieux n’a pas retrouvé
une augmentation des altérations de 1’ADN. Dans une étude menée par Agarwal et al., il a été
mis en évidence un effet délétére des DAO sur le développement in vitro des embryons ainsi
que sur les taux de grossesse dans des cycles de FIV avec micro injection (ICSI: Intra
Cytoplasmic Sperm Injection), aprés mesure du taux de DAO dans le milieu de culture a J1
(Agarwal et al., 2003). Dans la méme ¢tude, les auteurs ont également mis en évidence au
cours de cycles d’ICSI, une augmentation significative du taux de fragmentation
embryonnaire a J3 dans les milieux de culture présentant des taux élevés de dérivés actifs de

l'oxygene.

Au vu des différentes données de la littérature, il apparait clairement que le stress oxydatif
agit de fagon néfaste, tant au niveau gamétique qu’au niveau de I’embryon, notamment lors de

son développement in vitro. 1l est alors licite de penser qu’une diminution du stress oxydatif
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dans les milieux de culture embryonnaire, notamment en soustrayant l'embryon a cet

environnement délétére, améliorerait sa qualité et son potentiel implantatoire.

V. RACCOURCISSEMENT DU TEMPS D’ INSEMINATION DES
GAMETES EN FIV : REVUE DE LA LITTERATURE.

De nombreuses équipes ont étudié le bénéfice d’un raccourcissement du temps
d’insémination des gameétes en FIV classique. Les résultats sont résumés dans le tableau 1. La
majorité¢ des équipes conclut a I’absence de variation significative du taux de fécondation
entre les deux modalités d’insémination. Cependant, deux équipes ont démontré une
diminution du taux de fécondation lors d’insémination courte : Lundqvist et al.,, ont observé
une diminution significative du taux de fécondation (72.5% vs 80.5%, P=0.02 ; 87 cycles)
(Lundqvist ef al., 2001) ainsi que Boone ef al., qui sont arrivés a la méme conclusion avec un
taux de fécondation diminué en insémination courte des ovocytes (70.9% vs 80.4%, P=0.001)
(Boone et al., 2001). A I’inverse, Gianaroli ef al., ont mis en évidence une augmentation
significative du taux de fécondation par une insémination courte des ovocytes (74% vs 68%,
P=0.025 ; 167 cycles) (Gianaroli ef al., 1996). En terme de qualité embryonnaire et de taux de
grossesse, certains travaux ne rapportent aucun bénéfice de I’insémination courte alors que
Gianaroli ef al., et Dirnfeld er al, rapportent une amélioration significative de la qualité
embryonnaire (53% vs 41%, P=0.01 et 52% vs 30%, P<0.05, respectivement) et des taux de
grossesse (27% vs 12%, P<0.05 et 42% vs 26%, P<0.05, respectivement) en cas
d’insémination courte (Gianaroli et al., 1996 ; Dirnfeld et al., 1999). Kattera et al., mettent
également en évidence une amélioration significative de la qualité embryonnaire (56% vs
31.1%, P<0.01) avec amélioration du taux d’implantation (24.6% vs 12.1%, P<0.003) et une
augmentation du taux de grossesse (48.4% vs 28.6%, P<(0.002) aprés insémination courte des
ovocytes (Kattera et al., 2003). La littérature fait donc état, soit d’une conservation, soit d’une
amélioration, des résultats obtenus en termes de bénéfices d’une insémination courte des

gameétes. Ceux-ci restent donc encore a étre démontrés.
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VL. QUALITE EMBRYONNAIRE ET EVOLUTION VERS LE
TRANSFERT D’ EMBRYON UNIQUE

1. INTRODUCTION

Depuis son application humaine a la fin des années 60 et la naissance en Angleterre,
en 1978, du premier enfant congu par FIV, cette technique a pris une place prépondérante
dans le traitement de la stérilité et est désormais couramment pratiquée. En 2004, on estimait,
de par le monde, a 1,2 millions le nombre d’enfants nés apres FIV. Initialement, les taux de
grossesse obtenus aprés transferts d'embryon unique se sont rapidement avérés étre
catastrophiques. L'idée d'augmenter le nombre d'embryons a transférer au cours d'un méme
cycle fut adoptée. Parallélement a cette stratégie de transferts embryonnaires, les progres
accomplis en matiére de stimulation ovarienne et de culture embryonnaire in vitro, ont
rapidement abouti 4 une amélioration significative des taux de grossesse et d'implantation.
Cependant, a coté de ces résultats encourageants, s’est posé, et se pose encore, a l'heure
actuelle, le probléme des grossesses multiples, notamment de rang supérieur a deux. En effet,
plus d’une grossesse sur quatre obtenue par FIV est une grossesse multiple. Ces grossesses de
haut rang grévent lourdement le pronostic obstétrical des grossesses post-FIV, avec des taux
élevés de prématurité, d'hypotrophie et de mortalité périnatale. Tres vite, la réduction du taux
de grossesse de haut rang est devenue une priorité pour les médecins et biologistes de la
reproduction et les techniques ont évolué dans ce sens. Actuellement, I’un des objectifs est la
diminution du nombre d'embryons a transférer évoluant ainsi vers le transferts d'embryon
unique, pour diminuer de maniére importante le risque de grossesses multiples tout en
préservant les chances de grossesse. Ainsi, de nombreuses études ont été menées dans le but
de sélectionner le meilleur embryon & transférer, ceci par |'évaluation de la qualité
embryonnaire, associant a la fois une analyse morphologique et une étude de la cinétique de

développement de I’embryon in vitro.
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2. COMPLICATIONS DES GROSSESSES MULTIPLES

2.1. Prématurité

Elle est définie dans notre pays par un terme de grossesses entre 28 et 37 SA révolues.
Avec I'évolution des techniques de réanimation néonatale, elle a été étendue a l'ensemble des
enfants nés viables (terme supérieur a 25 SA et/ou poids de naissance supérieur a 500 g) avant
37 SA révolues. Son taux dans les grossesses post-FIV est évalué selon les séries entre 15 et

25, mais sa définition varie selon les pays.

2.2. Hypotrophie

L’hypotrophie correspond a un poids de naissance trop faible par rapport au terme. En France,
la répartition des poids de naissance pour un terme donné a été évaluée sur de grandes
populations et son résultat exprimé en percentiles. Par définition, 1'hypotrophie correspond
alors 4 un poids de naissance inféricur au 10°™ percentile pour le terme considéré. Cette
définition n'est pas universelle et de nombreux pays prennent pour indicateur d'hypotrophie le
taux d'enfants dont le poids de naissance est inférieur a 2500 ou 1500 g, sans tenir compte du
terme. Les taux d'hypotrophie dans les grossesses post-FIV sont respectivement de 15 %, 49,6
% et 62,4 % pour les grossesses simples, gémellaires et triples contre les 10 % théoriquement

attendus.

VII. EVALUATION DE LA QUALITE EMBRYONNAIRE

1. INTRODUCTION

Actuellement, I'évaluation de la qualité embryonnaire reste encore essentiellement basée
sur des criteres morphologiques. Différents parametres ont été proposés dans le but d'une
meilleure sélection embryonnaire : le clivage de I’embryon, comprenant également le clivage
précoce, la taille des blastomeéres, 1'existence d'une fragmentation et d'une multinucléation des

blastoméres. L'évaluation des stades embryonnaires précoces a ¢été améliorée ces dernieres
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années par 1’étude morphologique des pronoyaux 16 a 20 heures aprés l'insémination. La
capacité de développement in vitro de ’embryon vers le stade de blastocyste a également été
proposé comme un indicateur du potentiel implantatoire de l'embryon. Cependant les données
de la littérature sur ce sujet sont controversées. Certains auteurs ont rapporté des taux de
grossesses plus élevés apres transfert de blastocystes, frais ou congelés, comparés aux
transferts embryonnaires a J2 ou J3. Pour d’autres, les 2 types de transferts étaient

équivalents.

2. CINETIQUE DE DEVELOPPEMENT DE L’EMBRYON IN VITRO ET
QUALITE EMBRYONNAIRE

La plupart des informations concernant la cinétique de développement embryonnaire
proviennent de I'ICSI. En effet, cette technique permet une évaluation de la maturité nucléaire
et cytoplasmique de 1’ovocyte apres sa décoronisation. De plus, le moment de pénétration du
spermatozoide a l'intérieur de l'ovocyte est précisément connu.

Nagy et al., ont ainsi montré que la majorité des ovocytes avait expulsé leur second globule
polaire 4 heures aprés l'injection et 2 heures seulement pour 20 % d’entre eux. Au bout de 8
heures, les pronoyaux étaient visibles dans la majorité des ovocytes fécondés (environ 80 %)
et débutaient leur décondensation 16 heures aprés 'ICSI. A la 25°™ heure, environ 20 % des
ovocytes fécondés étaient clivés en 2 cellules (Nagy et al., 1994 ; 1998).

En FIV, ces délais sont rallongés en raison de la nécessité pour le spermatozoide de traverser
les différentes barriéres entourant l'ovocyte (cumulus, cellules de la corona radiata, zone
pellucide). Ainsi, les pronoyaux sont visibles 18 heures aprés I’insémination. Le premier
clivage débute a la 24°™ heure pour s'achever vers la 28°™ heure. Toutefois, différentes
études de la cinétique d’interaction des gametes humains in vifro ont mis en évidence la
survenue de la fécondation dans les 4 heures suivant la mise en présence des gameétes (Plachot
et al., 1986 ; Gianaroli ef al., 1996). Ces travaux montrent d’une part, qu’un nombre moyen
de 15 spermatozoides ont pénétré le cumulus dés 15 minutes de contact gamétique et d’autre
part, que 80% des ovocytes sont fécondés apres 1 heure d’incubation avec les spermatozoides.
Les résultats de ces différentes études ont permis de prendre en compte, a la fois la cinétique
de clivage de I'embryon et son analyse morphologique dans 1’évaluation de sa qualité. Celle-ci

inclut l'observation des pronoyaux aprés la fécondation de l'ovocyte, 1'étude du statut
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zygotique a la 25°™ heure ainsi que l'analyse morphologique de I'embryon jusqu'a son

transfert ou sa congélation.

2.1. Analyse des pronoyaux

Aprés s'étre formé dans la région cytoplasmique proche du second globule polaire, le
pronoyau femelle rejoint le pronoyau male au centre de 1'ovocyte. Chaque pronoyau contient
les précurseurs des corps nucléolaires, distribués de maniére aléatoire dans le nucléoplasme.
Ceux-ci, au départ petits et abondants, verront leur nombre diminué et leur taille augmentée
lors de leur fusion. Ils viendront alors se positionner le long de la membrane nucléolaire
permettant ainsi leur polarisation.

Cette évaluation se fait entre la 16°™ et la 18°™ heure aprés insémination des gamétes. Les
pronoyaux sont considérés comme morphologiquement normaux lorsque leur membrane est
bien individualisée, lorsqu'ils sont disposés au centre de 1'ovocyte et que leur taille est égale.
L'analyse des pronoyaux prend également en compte un certain nombre de parameétres tels
que la position, la taille, I'aspect, le nombre et la distribution des nucléoles. Chaque pronoyau
doit contenir trois nucléoles, polarisés ou non, ou la différence du nombre de nucléoles entre
les deux pronoyaux ne doit pas excéder trois.

Une perturbation ou une asynchronie dans la formation et le développement des pronoyaux
affecte séverement 1’enchainement des premiers stades embryonnaires. 11 existe une relation
entre leur morphologie et la constitution chromosomique de l'embryon. En effet, certaines
aneuploidies sont associées a des anomalies morphologiques du pronoyau.

Les scores d'évaluation des pronoyaux différent selon les auteurs. Pourtant, tous s'accordent a
dire que l'existence d'un méme nombre de nucléoles ainsi que leur alignement au sein des
deux pronoyaux favorise grandement l'implantation de l'embryon. Ainsi, Scott et al., ont mis
en évidence une amélioration des taux d'implantation apres avoir pris en compte le statut des
pronoyaux dans I'évaluation de la qualité embryonnaire, associée a 1'étude morphologique a J3
du développement embryonnaire (Scott et al., 2000 ; 2003). Tesarik et al. ont obtenu des
résultats allant dans le méme sens (Tesarik et al., 2000).

Ainsi, 1'évaluation morphologique des pronoyaux, combinée a celle du clivage embryonnaire
ct de la fragmentation cytoplasmique, a permis une meilleure sélection des embryons a

transférer.
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2.2. Evaluation du clivage embryonnaire

Les critéres les plus couramment pris en compte dans 1’évaluation du clivage et de la
qualité¢ embryonnaire sont basés sur le nombre et l'uniformité des blastomeéres, leur taille,

l'existence d’une fragmentation cytoplasmique et la présence de blastomeres multinucléés.

a. Cinétique de clivage (Figure VI.1.)

Un embryon de bonne qualité est clivé en 2 cellules a la 25¢ heure (clivage précoce) et
doit posséder 4 blastomeres a J2 et 8 a J3. Le transfert d'embryon clivé précocement augmente
de maniere significative le taux de grossesse. Il a été rapporté par différents auteurs qu’une
croissance embryonnaire trop lente ou, a l'inverse, trop rapide avait un impact négatif sur le
taux d'implantation. En effet, les transferts d'embryons possédant une cellularité différente de
celle attendue a J2 ou J3 du développement embryonnaire, sont responsables d'une diminution
des taux de grossesses. Un clivage embryonnaire lent voire un arrét des divisions cellulaires,
ou au contraire un clivage embryonnaire trop rapide, ont été associés a certaines anomalies

chromosomiques de I'embryon telles que des mosaiques ou des aneuploidies.

Figure VI.1. Cinétique de développement embryonnaire : a) 19 heures, une cellule ; b) 24 heures,
deux cellules ; ¢) 35 heures, quatre cellules ; d) 48 heures 8-10 cellules ; €) 72 heures, stades morula ;
f) 96 heures, blastocyste en formation ; g) 110 heures, blastocyste (BL) en éclosion hors de la zone
pellucide (ZP) ; point de rupture de la zone pellucide entre les 2 pointes de fleche (D aprés La

Reproduction chez les Mammiféres et I'Homme, C.Thibault,., Ellipses)
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b. Taille des blastoméres

Un clivage inégal de l'embryon, responsable d'une cellularité différente de celle
attendue, est a l'origine d'une diminution du taux d'implantation et de grossesse aprés son
transfert.

Différentes hypothéses ont été émises a ce sujet. Selon certains auteurs, le clivage inégal est
dQi a une distribution non homogene des organites intracellulaires, des mitochondries, de
I’ARNm et des protéines. Des études récentes ont montré qu'un certain nombre de protéines et
de transcrits de génes sont polarisés dans l'ovocyte. Un clivage inégal du zygote serait ainsi a
l'origine d'une perturbation de la polarité du futur embryon. Par ailleurs, des anomalies
chromosomiques de nombre ont été mises en évidence dans des blastoméres provenant
d'embryons issus d'un clivage inégal (Hardarson et al., 2001). Les embryons a 4 cellules a J2
de développement, possédent généralement des blastomeres de taille égale a la différence des
embryons ayant un nombre supérieur de blastomeres (5, 6 voire 7 blastoméres). L asymétrie
cellulaire a ce stade est trés probablement due a une asynchronie de clivage et non a une

distribution cytoplasmique inégale des composants intracellulaires.

c¢. L'existence d'une fragmentation cytoplasmique (Figure V1.2.)

L’évaluation de la qualité embryonnaire prend également en compte le pourcentage de
fragments cytoplasmiques dans l'embryon. La cause de la fragmentation cytoplasmique est
encore, a l'heure actuelle, peu claire et son réle dans le développement embryonnaire reste
encore mal défini. De faibles taux d'implantation ont été rapportés aprés transfert d’embryons
fragmentés a J2. Cependant, une fragmentation cytoplasmique inférieure a 20 % n'affecte pas
le développement embryonnaire. De méme l'existence d'une fragmentation au sein d'un
embryon dont les blastoméres sont de taille égale, ne modifie ni sa viabilité ni sa qualité. Il a
par ailleurs été montré que les fragments cellulaires peuvent étre résorbés au sein de
blastoméres nouvellement clivés (Hardarson et al., 2001).

Le type de fragmentation serait également un élément important dans l'évaluation de la
viabilité et de la qualit¢ de l'embryon. En effet, le caractére spatio-temporel de la
fragmentation a été relié a la capacité de I'embryon a évoluer vers le stade de blastocyste ainsi
qu'a sa capacité d'implantation. Ainsi, la présence de fragments de grande taille a été associée

a une diminution du développement embryonnaire alors que de petits fragments localisés
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n’affectent pas le potentiel implantatoire de I'embryon (Alikani et al., 1999 ; Antczak et Van
Blerkom, 1999).

Figure VI.2. Fragments cellulaires au sein d’un embryon de 2 cellules (< 50% de la surface totale :

embryon de type C2)

d. Statut nucléaire des blastomeéres

Un autre parametre morphologique a été récemment pris en compte dans 1'évaluation
du pouvoir implantatoire de l'embryon, a savoir la multinucléation du blastomere (Figure
VI.3.). Celle-ci est due a la présence de plus de deux noyaux fragmentés a l'intérieur d’un seul
blastomére ou a un défaut de migration des chromosomes au cours de la mitose. Il a, par
ailleurs, été constaté une multinucléation des blastoméres dans des conditions de culture in
vitro suboptimales. Certains auteurs ont étudi¢ la relation qui pouvait exister entre la
multinucléation des blastomeéres et le potentiel d’évolution et d’implantation de I’embryon.
Ainsi, I’équipe de Alikani a retrouvé une baisse significative du potentiel d'évolution de
I'embryon vers le stade de blastocyste (Alikani et al., 2000). Par ailleurs, un lien a été établi
entre la présence d'une multinucléation et le clivage embryonnaire, les embryons possédant un
nombre inégal de blastomeéres présentent également un taux de multinucléation plus élevé.
Enfin, une corrélation positive entre la multinucléation des blastoméres et le degré de
fragmentation des embryons a été mise en évidence par 1'équipe de Van Royen (Van Royen et

al., 2003). L'analyse génétique des embryons multinucléés a retrouvé une élévation, des taux
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d’aneuploidie, des anomalies chromosomiques et un défaut dans la synthése d'ADN,

expliquant ainsi une diminution des taux de grossesses et d'implantation aprés leur transfert.

Figure V1.3. Blastomere multinucléé (3 noyaux) dans un embryon a 2 cellules.

e. Scores embryonnaires

De nombreux systémes de scores embryonnaires ont été proposés par différents
auteurs, reposant sur une ¢valuation morphologique des différents stades de développement
embryonnaire in vitro, allant d'une analyse des signes de fécondation 18 heures apres
I'insémination des gamétes, a l'aspect global de l'embryon le jour du transfert, au 2°™ ou 3°™

jour de développement. Ainsi, I'évaluation des pronoyaux, I'étude du statut zygotique a la

2émc 3éme

25" heure et l'analyse morphologique de l'embryon au et jour de son
développement, peuvent étre pris en compte de maniére globale dans un systeme de score
embryonnaire permettant ainsi d'améliorer l'évaluation de la viabilité et de la qualité
embryonnaire. Cependant, les critéres d'appréciation de ces scores embryonnaires dépendent
des conditions et des procédures biologiques propres a chaque laboratoire, ne permettant pas
une standardisation de 1'évaluation de la qualité embryonnaire. Pour exemple, 1'équipe de
Rienzi a développé un score embryonnaire dont les différents parameétres sont reportés dans le

tableau suivant.
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1 jour 2™ jour jour Points
Stades pronoyaux = Normal 0
= pathologique )
Clivage précoce = Qui 0
" non 1
Clivage embryonnaire 4 a5 cellules > 6 cellules
2 a 3 cellules 4 2 6 cellules 2
> 5 cellules
< 2 cellules <4 cellules 4
Taille des blastoméres Egale Egale 0
inégale 1
inégale 2
Fragmentation (%) <10 <10 0
10-30 10-30 1
30-50 30-50 2
> 50 > 50 3
Multinucléation (%) Absente Absente 0
<50 <50 2
> 50 > 50 4

Rienzi et al., 2005

Ainsi, selon ce score embryonnaire, plus le nombre de points attribués a I'embryon est élevé et

moins sa qualité est bonne, I'embryon de meilleure qualité ayant 0 point.

Aujourd'hui, chaque centre d’AMP évalue la viabilité et la qualité embryonnaire selon ses
propres critéres, plus ou moins regroupés dans un systéme de scores embryonnaires.
Toutefois, il est clairement établi que plus les critéres analysés sont nombreux et plus fine est
'évaluation de la qualité embryonnaire permettant la sélection du meilleur embryon a

transférer, évoluant ainsi dans le sens de la politique du transfert d'embryon unique.
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2¢me pARTIE : NOTRE ETUDE
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I. INTRODUCTION

Les protocoles de FIV actuels préconisent une insémination des gametes d’environ 16
a 20 heures (Arrété du 12/01/1999, relatif aux régles de bonnes pratiques cliniques et
biologiques en Assistance Médicale a la Procréation (AMP), Journal Officiel n°50 du
28/02/1999). Ce délai permet d’observer les zygotes au stade de deux pronoyaux avec

2°" olobule polaire et ainsi d’attester de la survenue de la fécondation

expulsion du
ovocytaire. Toutefois, différentes études de la cinétique d’interaction des gamétes humains in
vitro ont mis en évidence la survenue de la fécondation dans les 4 heures suivant la mise en
présence des gametes (Plachot ef al., 1986 ; Gianaroli et al, 1996). Ces travaux montrent
d’une part, qu’un nombre moyen de 15 spermatozoides ont pénétré le cumulus dés 15 minutes
de contact gamétique et d’autre part, que 80% des ovocytes sont fécondés aprés 1 heure
d’incubation avec les spermatozoides.

Le métabolisme aérobie est a I’origine de la production de dérivés actifs de I’oxygéne (DAO).
Ces radicaux libres font partie de la physiologie puisqu'ils interviennent notamment dans les
phénomeénes de transduction du signal entre les cellules. Leur production est régulée par des
systemes de défense antioxydants qui se trouvent a la fois dans le tractus génital féminin et
dans le liquide séminal. Il est trés probable que lI'embryon dans le milieu in vitro posséde
moins de défenses antioxydantes subissant ainsi un stress oxydatif. Ce dernier résulte de la
concentration élevée en DAO, provenant du métabolisme des nombreux spermatozoides
vivants ou en cours de lyse ainsi que I’hyperoxie, fréquemment rencontrée dans les conditions
de culture in vitro. 11 est 1égitime de penser que la qualité embryonnaire puisse étre améliorée

en diminuant le stress oxydatif subi par l'embryon notamment en le soustrayant a cet

environnement délétere.

II. OBJECTIFS DE L’ ETUDE

La variabilité des résultats de la littérature en termes de bénéfices de raccourcissement
du temps d'insémination des gametes dépend certainement de la variabilité des conditions
d'insémination voire des protocoles de stimulation et des qualités ovocytaires. Toujours est-il
que les techniques sont différentes en puits, sous huile, les concentrations de spermatozoides

aussi, ainsi que leurs techniques de préparation. C'est pourquoi il a été important de faire une
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évaluation dans nos conditions de travail de I’impact en FIV d’un protocole d’insémination
courte (3 heures) comparé a une insémination classique (18 heures). Lors d’une précédente
étude, un délai d’insémination de 1 heure avait été étudié (Barraud-Lange, DESS 2003). Il
avait alors été montré une amélioration non significative de la qualit¢ embryonnaire et des
taux de grossesse lors de l'insémination courte, mais surtout une baisse du taux de
fécondation. C’est pourquoi nous avons augmenté le temps d’insémination jusqu’a 3 heures
pour améliorer le taux de fécondation tout en bénéficiant de la réduction globale du temps de
contact des gametes. Pour cela, nous avons effectué une étude prospective comparant le taux
de fécondation, le taux de fixation des spermatozoides a la zone pellucide, la qualité
embryonnaire et le taux de grossesse en fonction de la durée d’insémination. Par ailleurs, dans
ce type d'étude, nous avons été les premiers a aller plus loin dans I'appréciation de la qualité
embryonnaire en évaluant le statut zygotique & la 25°™ heure dans les 2 protocoles

d’insémination.

II1. PATIENTES ET METHODES

1. PATIENTES

De novembre 2004 a avril 2005, I'ensemble des couples pris en charge pour FIV dans
le centre d’AMP de I'hopital Jean Verdier a été inclus dans 1'étude. Pour chaque tentative, la
cohorte ovocytaire des patientes a été divisée en deux, le groupe A (groupe d'étude) qui a
bénéficié d'une insémination de 3 heures et le groupe B (groupe témoin) qui a bénéficié d'une
insémination de 18 heures. La répartition des ovocytes entre les 2 groupes a été de un sur
deux en privilégiant le groupe d'étude en cas de cohorte ovocytaire impaire. Cette
méthodologie, faisant de chaque patiente sont propre contrdle, a permis d'étudier de fagon
élective I’effet du délai d'insémination sur des cohortes de gamétes identiques en excluant
tous les autres paramétres intervenant dans la FIV. Les tentatives pour lesquelles ont été
observés un échec complet de fécondation ou une absence d’ovocytes en métaphase 2 dans un

des 2 groupes, ont été exclues de I'étude.
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2. STIMULATION ET PONCTION OVARIENNES

La stimulation ovarienne a été réalisée selon 2 types de protocole :
- un protocole agoniste long, comportant une premicre phase de désensibilisation
hypophysaire par un agoniste de la GnRH (Décapeptyl®, Ipsen S.A., France)
(attestée par un taux d’oestradiol < 50 pg/ml) et une deuxiéme phase de
stimulation par FSH recombinante (Puregon®, Organon S.A., France ; Gonal-
F®, Serono S.A., France) ou un protocole court, pour lequel I’administration
de I’agoniste de la GnRH est débuté 2 jours avant celle des gonadotrophines.
- un protocole antagoniste comportant une stimulation ovarienne en début de
cycle par injection quotidienne de FSH recombinante (Puregon®, Organon
S.A., France; Gonal-F®, Serono S.A., France) et 1’administration d’un
antagoniste de la GnRH (Cétrotide®, Serono S.A., France; Orgalutran®,
Organon S.A., France) lorsque le follicule dominant a atteint une taille
d’environ 14 mm.
Les doses de FSH ont ét¢ adaptées aux résultats des dosages sanguins d’oestradiol, de LH et
de progestérone et aux résultats des échographies ovariennes endovaginales. Le
déclenchement de 1’ovulation a été effectué par une injection de 10 000 unités d’hCG
(Gonadotrophine Chorionique endo®, Organon S.A., France) en présence d’au moins 3
follicules de plus de 17 mm de diametre. La ponction ovarienne écho-guidée a été réalisée, au
bloc opératoire, 36 heures aprés le déclenchement de I’ovulation. A partir du jour de la
ponction, la préparation a I’implantation a été effectuée par I’administration de progestérone
(Utrogestan®, Besins-iscovesco S.A., France) 400 mg/jour, par voie orale jusqu’au transfert
puis par voie vaginale. En I’absence de risque d’hyperstimulation (oestradiol < 2500 pg/ml),
une injection de 2500 unités d’hCG le lendemain de la ponction et de 1500 unités 3 a 6 jours

plus tard ont été prescrites.

3. FECONDATION IN VITRO

La préparation et I’insémination des gameétes ont été effectuées conformément a la
procédure habituelle du laboratoire, mis a part la durée de I’insémination gamétique (cahier de
procédures, Wolf et al., 1999). Apres le recueil des complexes cumulo-ovocytaires (CCO) et

la préparation de sperme, chaque CCO a été déposé dans une microgoutte de 20 pl de milieu

65



de culture, dans une boite de culture FIV J0-J1 sous huile, et inséminé avec 3000
spermatozoides mobiles. Un ringage des CCO, 3 heures aprés leur insémination, a été réalisé
dans le groupe A. Les CCO du groupe B ont été rincés au bout de 18 heures. Lorsque les
embryons n’ont pas été transférés a J2, ils ont été remis en culture dans une goutte de 10ul de

milieu séquentiel, jusqu’au transfert, a J3, dans les 2 groupes.

3.1. Préparation des boites de culture FIV (Figure 111.3.)

Les boites de culture FIV ont été préparées et incubées la veille de leur utilisation afin

d’étre correctement équilibrées a 37°C, sous air enrichi a 5% de CO2.

a. Boite de ringage des CCO

En vue du rincage des complexes cumulo-ovocytaires inséminés durant 3 heures, des
gouttes de 20ul d’ISMI1 ont été¢ déposées dans 1’ensemble d’une boite 3004 (Falcon®,

Becton-Dickinson, USA), recouvertes d’huile minérale équilibrée (Médicult, France).

b. Boite de culture FIV J0-J1

Des gouttes de 20ul d’ISM1 ont été déposées a la périphérie de boite de culture 3004
(Falcon®, Becton-Dickinson, USA). Des gouttes de 20ul d’ISM1 ont été déposées en dedans
des gouttes périphériques, dans la méme boite de culture. La totalité¢ des gouttes a été

recouverte d’huile minérale équilibrée (Médicult, France).

c¢. Boite de culture FIV J1-J3

Des gouttes de 10ul d’ISM1 ont été déposées a la périphérie de boite de culture 3004
(Falcon®, Becton-Dickinson, USA). Des gouttes de 10ul de milieu séquentiel ont été
déposées en dedans des gouttes périphériques, dans la méme boite de culture. La totalité des

gouttes a été recouverte d’huile minérale équilibrée (Médicult, France).
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3.2. Recueil ovocytaire

Les liquides folliculaires provenant des seringues de ponction ont été examinés sous
loupe binoculaire a la recherche des CCO. Ceux-ci, aprés avoir été rincés, ont été déposés
dans une goutte de 20ul de la couronne externe de la boite de culture FIV J0-J1 et incubés 3-4

heures, avant insémination, a 37°C et sous air enrichi a8 5% de CO2.

3.3. Recueil et préparation de sperme

Le jour de la tentative, le recueil de sperme a été effectué par masturbation, au
laboratoire, aprés un délai d’abstinence sexuelle de 3 & 5 jours maximum. Apres liquéfaction,
le sperme a été préparé par centrifugation en gradient discontinu de densité (45% et 90%)
(PureSperm®, Nidacon, Suéde) et analysé pour les paramétres classiques du spermogramme
(normes OMS). L’insémination des ovocytes, 3 a 4 heures apres leur recueil, a ét¢ faite de
fagon a ce que la concentration finale des spermatozoides soit comprise entre 100 000 a
150 000 spermatozoides mobiles/ml, soit 3000 spermatozoides mobiles dans chaque

microgoutte.

3.4. Ringage des complexes cumulo-ovocytaires (Figure 111.3.)

Aprés 3 heures d’incubation, chaque complexe cumulo-ovocytaire du groupe A a été
rincé délicatement dans une goutte de 20ul d’ISMI1 située dans la boite de ringage, par
aspiration et refoulement au travers d’un cdne stérile (Gilson, France), a ’aide d’une pipette
réglée sur 15l (Pipetman®, Gilson, France). Les cumulus ainsi rincés ont ensuite été déposés
dans une goutte de 20ul de milieu ISM1 frais, en dedans des gouttes périphériques, dans la
boite FIV J0-J1 initiale et remis en culture dans les mémes conditions. Les complexes
cumulo-ovocytaires du groupe B ont été exposés aux spermatozoides pendant la durée
classique d’insémination de 18 heures. Pour les 2 groupes, I’évaluation de la présence de 2
pronoyaux a été effectuée 18 heures apres I’insémination, ainsi que le comptage des
spermatozoides fixés a la zone pellucide de chaque ovocyte, aprés décoronisation au
Stripper® (Mid-Atlantic Diagnostics, USA) et lecture au microscope inversé. A J1, apres
décoronisation, chaque ovocyte a été déposé dans une goutte périphérique de 10pl d’ISM1
dans la nouvelle boite de culture FIV J1-J3. Lorsque les embryons n’ont pas été transférés a

J2, ils ont été remis en culture dans une goutte de 10ul de milieu séquentiel située en dedans
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des gouttes périphériques, jusqu’au transfert a J3 et congélation des embryons restants. Au
total, tous les embryons ont été¢ quotidiennement changés de milieu de culture, avec un

ringage supplémentaire des zygotes issus du protocole d’insémination courte.

4. QUALITE EMBRYONNAIRE

L’évaluation de la qualité embryonnaire a été effectuée en considérant, a la fois, la
cinétique de développement et la morphologie embryonnaire.
La cinétique de développement embryonnaire a pris en compte le statut zygotique a la 25°™
heure (zygote a 2PN, zygote syngamique, zygote clivé) (Figure III.1.) et le nombre de
blastoméres au 2™ et 3°™ jour de développement. La cinétique idéale a été définie comme
étant celle pour laquelle un ovocyte vu fécondé a J1, a présenté un clivage a 2 cellules a la

25%™ heure et un nombre de blastoméres égal a 4, 4 J2, et a 8,4 J3.

a b c

Figure I1L1. Statut zygotique a la 25°™ heure : a) stade 2 PN ; b) stade syngamique ; ¢) stade clivé

La morphologie embryonnaire a été évaluée selon une classification basée sur 2 criteres :
- le pourcentage de fragments cellulaires présents dans I'embryon :
» 0 % de fragmentation cellulaire : embryon type A
» 1220 % de fragmentation cellulaire : embryon type B
» 21 a50 % de fragmentation cellulaire : embryon type C
» 50 % de fragmentation cellulaire : embryon type D
- l'aspect des blastoméres constituant l'embryon (régularité, homogénéité, taille,

blastoméres multinucléés, ...) (Figure I11.2.)
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Figure II1.2. Morphologie embryonnaire selon le score ABCD : a) embryon de type A4 ; b) embryon
de type B4 ; ¢) embryon de type C2 ; d) embryon de type D2

Au total, les embryons de type A et de type B ayant respecté la cinétique de développement
ont été considérés comme ¢tant de bonne qualité. Le taux d'embryons de bonne qualité a été

comparé entre les groupes A et B, pour toutes les patientes ayant obtenu au moins un embryon

dans chacun des 2 groupes.
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Figure IIL3. Procédure d’insémination courte et longue en FIV classique

Insémination courte

Insémination classique

Boite de culture FIV Boite de rin¢age
Jo-J1
O Goutte de 20 ul d’ISM1 é‘f \ Ringage des CCO a 3 heures

2 ﬁ Décoronisation des CCO a 18 heures

Transfert a J2

Transfert a J3

Boite de culture FIV
J1-J3

O Goutte de 10 pl d’ISM1 u Transfert embryonnaire

@  Goutte de 10 ul de milieu séquentiel

> Passage des embryons en milieu séquentiel a J2 pour les transferts a J3
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5. TRANSFERT

Les transferts embryonnaires ont été effectués apres 2 ou 3 jours de culture in vitro.
Les embryons transférés ont été choisis en privilégiant la qualité embryonnaire, quel que soit
le groupe auquel ils appartenaient. Ainsi, trois catégories de transferts ont été individualisées :
I : transferts homogénes d'embryons issus du groupe A ; II : transferts homogénes d'embryons
issus du groupe B ; III : transfert mixte d'embryons issus des groupes A et B. Un dosage de -
hCG plasmatiques a été effectué 10 a 12 jours aprés le transfert embryonnaire afin
d'objectiver la survenue d'une grossesse. Nous nous sommes intéressés qu’aux transferts

homogénes.

6. ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats des deux méthodes ont été¢ comparés a I’aide de modeles de régression
généralisés utilisant des generalized estimating equations (GEE), qui permet d’étudier les
corrélations entre les techniques d’insémination et leurs résultats tout en tenant compte de la
taille des cohortes ovocytaires de chaque patiente. Les données sont présentées en moyenne
(écart-type). Les taux de fécondation et les taux moyens de fixation des spermatozoides a la
zone pellucide ont été respectivement comparés par un test exact de Fischer et un test de
Wilcoxon apparié. Un seuil de significativité a été retenu pour un P<0,05.

Ces analyses statistiques ont été réalisées en collaboration avec le Dr Raphaél Porcher et son
équipe, dans le service de Biostatistique et d’Informatique Médicale au CHU Saint-Louis de

Paris.

IV. RESULTATS

Un total de 59 patientes, dgées de 34.0 + 4.4 ans, a été inclus dans l'étude. Les
étiologies de I’infertilité des couples étaient respectivement, tubaires dans 58 % des cas,
échecs d'insémination intra-utérine dans 17 % des cas, endométriosiques dans 15 % des cas,

FIV avec sperme de donneur dans 3 % des cas et dysovulatoires dans 2 % des cas.
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Un total de 578 ovocytes résultant de 60 cycles de FIV a été analysé en fonction du temps de
contact gamétique. Le nombre d'ovocytes attribués aux groupes A (insémination courte) et B
(insémination longue) était, respectivement, de 290 et 288. Nous n'avons pas mis en évidence
de diminution statistiquement significative du taux de fécondation par ovocytes mature dans
le groupe A par rapport au groupe B (65.3 £ 24.4% vs 71.5 £ 25% ; P = 0.14). Il n'existait pas
de différence statistiquement significative en termes de taux moyen de fixation des
spermatozoides a la zone pellucide entre les 2 groupes malgré une tendance a une plus faible

fixation dans le groupe A (3.9 +4.5vs 5.6 £ 5.4 ; P=0,16).

Tableau 2 : Taux de fécondation et de fixation des spermatozoides a la zone pellucide (ZP) en

fonction du temps d’exposition des gamétes.

Ovocytes par tentative 4. 2:7 48+2.6 - ”
Ovocytes matures 3.8+£2.5 3.7+22 NS

Taux de fécondation (%) 653 +244 71.5+£25 0.14
Taux de fixation a la ZP (%) 3.9 (4.5) 5.6 (5.4) 0.16

En ce qui concerne les différents parameétres retenus dans notre étude pour explorer la qualité
embryonnaire, a savoir, la cinétique de développement et la morphologie embryonnaire,
aucune différence significative n'a été mise en évidence (Tableau 3). En effet, a la 25
heure, les taux de zygotes a 2PN, syngamiques et clivés étaient comparables dans les groupes
A et B (zygotes 2PN : 66 £ 35 % vs 65 + 38 % ; zygotes syngamiques : 26 = 34 % vs 25 + 33
% ; zygotes clivés : 8 £ 14 % vs 10 £ 24 %). Le taux d'embryons A ou B dans les deux
groupes (J2: 66 £ 38 % vs 64 + 40 % ; J3: 58 £ 40 % vs 52 + 42 %) ainsi que le taux
d'embryons de bonne qualité (J2: 35 £ 38 % vs 33 £39 % ; J3: 21 £30 % vs 17 + 28 %)

¢étaient comparables.
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Tableau 3 : Qualité et cinétique de clivage embryonnaire a la 25°™ heure, a J2 et J3 en fonction du

temps d’exposition des gameétes.

Groupe B

Nombre d’ovocytes fécondés 26£1.5 27+1.8 NS
zygotes 2PN (%) 66 + 35 65+ 38 0.98
zygotes syngamiques (%) 26 +34 25 +33 0.94
zygotes clivés 2 cellules (%) 8+ 14 10+24 0.84

~ Nombre d’embryons 24+14 25+1.7 NS
Embryons de type A ou B (%) 66 + 38 64 + 40 0.49
Embryons A4 ou B4 (%) 35+ 38 33+39 0.59

Nombre d’embryons 25+14 26+1.7 NS
Embryons de type A ou B (%) 58 +40 52+42 0.27
Embryons A8 ou B8 (%) : 21+£30 17 +28 0.72
Embryons de type A ou B > 6 cellules (%) 47 +£42 40 £ 42 0.23

A lissue des 60 cycles de FIV, 60 transferts embryonnaires ont été effectués permettant

d'obtenir au total 18 grossesses (30%). Les taux de grossesse entre les 2 populations de

patientes ayant bénéficié d'un transfert homogéne d'embryons, issu soit du groupe A soit du

groupe B, en fonction de 1'age, ont été résumés dans les tableaux 4 et 5.

Tableau 4 : Grossesses cliniques.

Nombre d’embryons « courts », m (s)

Age, m (S) 34.4(4.1) 332052 0.63
Nombre d’embryons transférés, m (s) 2.1 (0.7) 2.3 (0.5) 0.28
1.0 (0.8) 0.9 (0.7) 0.94%*

* dans un modéle de régression logistique ajusté sur le nombre d’embryons transférés

m (s) = moyenne (€cart-type)

73




Tableau 5 : Transferts homogenes courts et longs.

Age, m (s) B 34.6 (5.5) 32.1 (4.2) 0.074
Nombre d’embryons transférés, m (s) 1.9 (0.7) 1.8 (0.7) 0.57
Grossesses cliniques, N (%) 2 (18 %) 531 %) 0.66
Taux d’implantation, m (s) (%) 9.1 (20.2 %) 19.8 (35.1 %) 0.48

m (s) = moyenne (écart-type)

V. DISCUSSION

Nous avons étudié¢ l'influence de la réduction du temps d'insémination des gamétes
sur l'issue de la FIV classique. Nos travaux n'ont pas mis en évidence de diminution
significative du taux de fécondation des ovocytes matures lorsqu'ils étaient exposés pendant
trois heures aux spermatozoides malgré une tendance a une plus faible fixation des
spermatozoides a la zone pellucide dans le groupe A comparé au groupe B mais sans
différence statistiquement significative. Nous avons par ailleurs montré qu'il n'existait pas de
différence statistiquement significative concernant la cinétique de développement et la
morphologie embryonnaire entre les deux groupes. Ces résultats concordent avec les données
de la littérature.

Le premier but de notre étude était de vérifier 1’équivalence voire la supériorité du taux de
fécondation apres insémination courte de 3 heures comparée a I’insémination classique. En
effet, I'ensemble des données disponibles dans la littérature rapporte que la fécondation de
l'ovocyte serait un événement survenant précocement apres contact avec des spermatozoides
capacités (Plachot et al., 1986). Les résultats de nos travaux sont en accord avec ceux des
équipes n'ayant pas montré de variation significative du taux de fécondation entre les deux
modalités d'insémination avec, tout de méme, une diminution constante de fécondation lors
d'une insémination courte (Coskun et al., 1998 (59% vs 64%) ; Dirnfeld et al., 1999 (56% vs
61%) ; Lin et al., 2000 (79% vs 87%) ; Swenson et al., 2000 (66% vs 70%)). Cependant la
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méthodologie choisie par ces auteurs a été différente de la ndtre, malgré des conclusions
similaires. Celle que nous avons retenue (séparation en 2 de la cohorte ovocytaire de chaque
patiente) nous a permis de constituer deux groupes comparables en tout point, chaque femme
étant son propre contrdle. Enfin, ['usage d'un modéle logistique permettant de tenir compte de
l'effectif des patientes mais aussi du nombre d'ovocytes par patiente a augmenté
considérablement la puissance statistique de l'analyse de nos résultats ; en effet chaque
ovocyte issu d'une méme patiente a représenté un événement a part entiére.

Nous n'avons observé aucune différence significative de la qualité embryonnaire lors d'une
insémination courte des gametes, comme le rapportent certaines études (Coskun et al., 1998 ;
Lin et al., 2000 ; Lundqvist et al., 2001 ; Plachot et al., 1986 ; Swenson et al., 2000). A
l'inverse, d'autres équipes démontrent une amélioration du score morphologique des embryons
issus d'une insémination courte des ovocytes (Dirnfeld et al., 1999 ; Gianaroli et al., 1996 ;
Quinn et al., 1998). Notre hypothése de travail était basée sur une diminution de la production
de dérivés actifs de l'oxygene au voisinage du complexe cumulo-ovocytaire par son ringage
précoce, permettant ainsi d’améliorer potentiellement la qualité embryonnaire. Cette
hypothese n'a pas été vérifiée et la discordance des résultats publiés dans la littérature pourrait
étre liée a la variation des procédures biologiques de la FIV, proprement dite, effectuées dans
les différents laboratoires d’AMP. En effet, I'é¢tude des procédures publiées par ces €quipes
montre une différence a la fois du nombre des spermatozoides mobiles inséminés (de 0.05 x
10°4 4 x 106/ml) et de leur temps d'exposition avec l'ovocyte (de 1 a 4 heures) ainsi qu'une
variation du volume des milieux d'incubations des ovocytes (de 5 a 750 ul). Ainsi, il est
légitime de penser que ces différents modeles de culture cellulaire et leurs conséquences,
notamment sur la production de DAO, ne sont pas comparables. Il faudrait pour cela que les
procédures de FIV soient standardisées d’un laboratoire a un autre, ce qui nous semble
difficilement réalisable.

La qualité embryonnaire n'est peut-étre pas le témoin le plus direct des modifications induites
par un raccourcissement du temps d'exposition des gamétes. En effet, les éventuels bénéfices
métaboliques secondaires a une diminution de la concentration en DAO dans le milieu de
culture embryonnaire n’ont pas forcément de traduction morphologique. C'est pourquoi, nous
nous sommes ¢également intéressés aux capacités implantatoires des embryons issus d'une
insémination courte et longue. Cependant, la petite taille de la série (59 patientes), un faible
nombre de grossesses cliniques obtenues apres transferts homogeénes courts (2/11) et longs
(5/16) avec une majorité de transferts mixtes (33/60), ne nous a pas permis de conclure quant

a la qualité¢ implantatoire des embryons malgré une différence non significative des taux de
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grossesses obtenus entre les 2 populations de patientes ayant bénéficié d'un transfert
homogeéne avec, toutefois, une différence d’age non significative entre les 2 groupes (tableau
5). Cette différence d'dge pourrait expliquer, en partie, le faible nombre de grossesses
obtenues dans le groupe des transferts homogénes courts. A l'inverse, certaines équipes ont
démontré un taux de grossesse statistiquement plus élevé dans le protocole court, en
inséminant 0.5 x 10° spermatozoides mobiles/ml (Gianaroli et al., 1996) et 4 x 10°
spermatozoides mobiles/ml (Dirnfeld et al., 1999). 1l semble logique de penser que la quantité
de DAO produits par les spermatozoides est augmentée lorsque la concentration des
spermatozoides inséminés est ¢levée. Ceci pourrait expliquer le bénéfice, dans ce cas, d’'un
raccourcissement du temps d'insémination des gamétes a la fois sur la qualité embryonnaire et
sur les taux de grossesses. La procédure de FIV appliquée dans notre laboratoire est optimisée
grace a une insémination en goutte de 20 pl, sous huile, réunissant ainsi toutes les conditions
tensioactives et de température, de 100 000 a 150 000 spermatozoides mobiles progressifs par
ml. Un changement des milieux de culture embryonnaire est effectu¢ a J2 et J3. Cette
concentration est donc 3 a 40 fois plus faible que celle utilisée par les équipes rapportant une
amélioration de l'issue de la FIV en insémination courte (Gianaroli et al., 1996 ; Dirnfeld et
al., 1999). Ainsi, il est permis d'envisager que la procédure standard appliquée dans notre
laboratoire, comparée a ces études, diminue la concentration de DAO dans les milieux de
culture embryonnaire. Le nursing embryonnaire réalisé en changeant plusieurs fois de milieux
de culture entre le jour de l'insémination et le jour du transfert embryonnaire, ne laisse pas le
temps a I'embryon de subir un éventuel stress oxydatif. Ainsi, le raccourcissement du temps

d'exposition des gamétes, dans ces conditions, n'améliore pas nos résultats.

VI. CONCLUSION

En augmentant le temps d’insémination jusqu’a 3 heures, nous avons effectivement
augmenté le taux de fécondation, comparé au délai d'insémination courte d'une heure, évalué
lors d'une précédente étude, puisqu’il est comparable a celui obtenu en 18 heures
d’insémination. Mais I’amélioration de la qualité embryonnaire n’apparait pas suffisamment
déterminante dans nos conditions d’insémination pour que le délai court soit intéressant. De

plus, I’analyse du taux d’implantation et du taux de grossesse dans les 2 groupes ne peut étre
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faite qu’au cours d’une étude semblable prolongée ne comportant que des transferts
homogenes. Cela est impossible pour des raisons éthiques.
Au total, au terme de cette étude, nous avons décidé de ne plus poursuivre l'insémination

courte des gametes durant 3 heures, en FIV classique, dans nos conditions de travail.
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RESUME

INTRODUCTION : Pour améliorer les taux de grossesses en FIV tout en diminuant le risque
de grossesses multiples, il y a nécessité d’améliorer la qualité embryonnaire. Les dérivés
actifs de I’oxygeéne (DAQO) peuvent avoir un effet délétere. Or il n’y a plus ou peu de défenses
antioxydantes dans les milieux de culture et les DAO produits par les spermatozoides en
surnombre peuvent entrainer un stress oxydatif. La fécondation survenant dans les quatre
heures, la réduction du temps d'incubation est susceptible d'avoir un effet protecteur. Nous
avons évalué I’intérét d’une insémination courte (3 heures: groupe A) comparé a une
insémination classique (18 heures : groupe B). PATIENTES ET METHODES : Soixante
tentatives de FIV ont été incluses dans une étude prospective. Chaque cohorte ovocytaire a été
distribuée de fagon randomisée entre les groupes A et B. L’insémination a été réalisée dans
des microgouttes de 20 pl sous huile avec 3000 spermatozoides mobiles par goutte.
L’utilisation de milieux de ringage et de milieux séquentiels ont permis aux embryons d’étre
changés au moins 3 fois de milieu. RESULTATS : Il n’y a pas de différence significative en
termes de taux de fécondation et de qualité embryonnaire (statut zygotique a la 25°™ heure,
morphologie embryonnaire a J2 et J3).entre les deux grc;upes. Soixante transferts
embryonnaires ont été effectués permettant d'obtenir au total 18 grossesses (30%). Nous
n’avons pas observé de différence des taux de grossesse aprés transferts homogénes
d’embryons issus des protocoles court et long. CONCLUSION : L’amélioration de la qualité
embryonnaire n’apparait pas suffisante dans ces conditions d’insémination pour que le délai
court soit intéressant. L’analyse du taux d’implantation et du taux de grossesse nécessite une

étude prolongée, sur des transferts homogenes. Cela est impossible pour des raisons éthiques.

DISCIPLINE : Médecine

Mots clés : stress oxydatif, dérivés actifs de I’oxygéne, FIV, insémination courte, qualité
embryonnaire.
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Service d’Histologie-Embryologie-Cytogénétique, Hopital Jean Verdier AP-HP, Avenue du
14 Juillet, 93140 Bondy.




