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Liste desabréviations et définitions

AMH : Honnoneanti-Mullerienne

AMP : Aide Médicaleà la Procréation

CCO : Complexescumulo-ovocytaires

DAO: Dérivésactifsde l'oxygène

ESHRE: EuropeanSocietyof HumanReproductionandEmbryology

GP : Globulepolaire

HSO : Hyperstimulationovarienne

ICSI : Intra-cytoplasmicSpennInjection

nu : InséminationIntra- Utérine

IMSI: Intracytoplasmicmorphogicallyselectedspenninjection

PVP (PVP Clinical Grade): Polyvinylpyrolidone

SET: Singleembryotransfert

SOPK: Syndromedesovairespolykystiques

SPZou spz: Spennatozoïde

SUZI : SubZonal SpennInjection

IVF ou Global: Milieu synthétiquepourculturecellulairein vitro

FlushingMedium: Milieu de lavage

Décoronisation: Isolerl'ovocytedescellulesfolliculaires qui l'entourent.

Hyaluronidase: Enzymequi pennetla dissociationchimiquedescellulesfolliculaires qui

entourentl'ovocyte.

PolScope: microscopeà lumièrepolariséepennettantl'étudenon-invasivedu fuseau

méiotique
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PVP (PVP Clinical Grade): Polyvinylpyrolidone.Substancevisqueusequi permetle

ralentissementde la progressiondesspermatozoïdes.

Huile Minérale(Liquid Pat'affin) : huile qui versée surun milieu pennetd'isolercelui-ci des

contaminationsextérieurestout enrespectantles échangesthenniqueset gazeux.
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1. INTRODUCTION

Depuis sa découverte, l'essor de la FIV avec micro-injection intra-cytoplasmiquedu

spermatozoïde(FIV-ICSI) est incontestable.L'augmentationde la réalisationde l'ICSI ces

dernièresannéessemblerésulterprincipalementde l'extensiondesindicationsde l'ICSI et du

passageplusrapideà l'ICSI encasdequalitéspennatiquemodérémentaltérée.

La fécondation in vitro avec micromanipulationou l'ICSI, en augmentantles taux de

grossesseet de fécondation, a freiné les investigations et traitements des infeliilités

masculinessévères.Mais, en outrepassantles balTièresphysiologiquesde la fécondationen

FIV: la capacitation,la fixation à la zone pellucide, suivie de la réaction acrosomique

pennettantl'accolementdu spermatozoïdeà l'ovocyte avant l'incorporation de celui-ci,

l'ICSI a pennisdemieux comprendrele mécanismede fécondation.

Les taux de fécondationsontélevésen ICSI : 65 à 78 %, cependanttouteICSI ne permetpas

un replacementd'embryon, soit par échec complet de fécondation, soit par l'obtention

d'embryon(s)de qualitéinsuffisante.Avec l'accèsà l'ICSI en augmentationcroissantedepuis

plusieursannées,la confrontationà l'absencede replacementembryonnaireposeproblème

aux coupleset à l'équiped'AMP.

Dans une premièrepartie, une revue de la littérature exposerales principaux paramètres

c1inico-biologiquesconditionnantle résultat de l'ICS!. Seront évoquésles facteurspris en

comptelors de l'exerciceactuel, ainsi que quelquespistes de la recherche,qui intègreront

peut-êtrela pratiquededemain.

Dansunesecondepartie,uneétudenancéenneporterasur l'étudede tentativesayantconduit

à uneabsencede replacementembryonnaireen ICSI soit parun échecde fécondationsoit par

l'absenced'embryonde qualitépennettantun replacement,constituantle groupedescas. Ce

groupe de cas sera comparé à un groupe témoin ayant obtenu au moins un embryon

pennettantun replacement.

Les critèresclinico-biologiquespris en comptedansla pratiquequotidienneserontanalysés

dansla populationtotalede l'étude,et comparéschez lescaset les témoins.

L'objectif principal de cetteétudeest d'identifier les principaux facteursc1inico-biologiques

cOlTélésà l'absencedereplacementembryonnaireen ICS!.

Une fois identifiés, le but est de décrire la fréquencede cesparamètresau sein des groupes

cas et témoins, de définir s'ils sont significativement associésau risque d'absencede

replacementembryonnaireen ICS!.
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L'objectif secondaireest d'extraire,panni ces paramètres,ceux sur lesquelsle patient, le

clinicien, le biologisteou le technicien ont uneincidencepourpermettreuneaméliorationde

la priseenchargeenamontou pendantla tentatived'leS!.

Les résultatsserontprésentéspuis discutésselonlesdonnéesde la littératureet critiquésselon

les limites del'étude.
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2. REVUE DE LA LITTERATURE

2.1. La technique de l'IeSI

La découvelie de l'ICSI est fOliuite. En effet, en 1992, le Dr G. Palenno perfore

involontairementla membraneplasmiquede quelquesovocytesen réalisantla techniquede

micro-injection de l'époque:la SUZI ou SubzonalInsemination.Le lendemainle taux de

fécondationde ces ovocytesest plus élevé que celui des ovocytessoumisà la SUZI. Ainsi

apparaîtune nouvelle technique: l'ICSI, Intra-cytoplasmicSpenn Injection ou la micro

injectiond'unspennatozoïdedansle cytoplasmeovocytaire.

2.1.1. Le matérielde l'lCSl

Pourréaliserunemicro-injection,on disposed'unepart, d'unmicroscopeinversé,muni d'une

platinechauffanteà 37°C et équipéd'un systèmede modulationde contrasted'Hoffmannet

d'autrepartd'un systèmed'injectionet d'aspiration.

Le systèmed'injectioncomprendunepipettede 60 à 120 )lm de diamètreexterneet de 20 à

40 )lm de diamètreinterneet un dispositifextrêmementfin d'aspirationet de refoulementde

l'ovocytegrâceà la présenced'air dansunetubulurereliéeà la pipettede contention.

2.1.2. Préparationdesgamètespour l'lCSl

2.1.2.1. Préparation desovocytes

Au recueil, les ovocytesseprésententdansun complexecumulo-ovocytaire(CCO). Avant la

réalisationde l'ICSI, il est indispensabled'éliminer les cellules du cumuluset de la corona

radiata qui, d'une part, peuventobstruer la pipette de contention, et d'autre part sont un

obstaclephysiqueà la visualisationdu 1er globulepolairepermettantd'apprécierla maturité

nucléairede l'ovocyteà injecter.

L'élimination des cellules du cumuluset de la coronaradiataest réaliséeen associantune

action enzymatiquebrève par l'hyaluronidaseà une action mécanique.Après un contact

enzymatiquequi doit être le plus bref possible, les ovocytessont lincés dansune solution

tamponpuis placésen milieu de culture dans un incubateurà C02 à 37° avant la micro

injection.
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2.1.2.2. Préparationdesspermatozoïdes

Les techniquesde préparationdesspermatozoïdesvarienten fonction des laboratoireset des

caractéristiquesinitiales plusou moinsaltéréesdesspermatozoïdes.

En ICSI, le souci simple mais primordial estde disposerd'autantde spermatozoïdesvivants

qu'il y a d'ovocytesmaturesà injecter. En effet, le choix du spermatozoïdeà injecter est

délicat lorsque tous les spermatozoïdessont immobiles. Cependantsi le spermatozoïdeest

immobile mais vivant, c'est-à-direavec toutes ses membranesintactes, les chancesde

fécondationsontsimilairesà cellesd'unspermatozoïdemobile.

2.1.2.3. Préparationde la boîtede micro-injection

La micro-injectionse dérouledansune petite boîte de Pétri comprenanthabituellementdes

gouttescentralesde polyvinylpurrolidoneou PVP (51ll) destinéesà revoir un aliquot (llll) de

la suspensionde spermatozoïdespréparés; des gouttes latérales(5111) de milieu de culture

sont destinéesà recevoir isolémentles ovocytes.Toutesces gouttessont recouvertespar de

l'huile minéralepréalablementéquilibréeà 37° C et 5% de C02.

Si une absencetotale de mobilité complique sérieusementle choix du spermatozoïdeà

injecter, une mobilité fléchantedu spermatozoïdepeut rendreaussidélicatesa manipulation.

Pour faciliter ce gestetechnique,il a alors étéproposéde placerles spermatozoïdesdansune

solutionvisqueusede PVP. Le PVP ralentit donc la progressiondesspermatozoïdeset ralentit

le déplacementdu fluide à l'intérieur de la micropipettece qui diminue le volume de milieu

déposédansl'ovocytelors de l'injection.

�-�-�-�-�-�-�-�~

, ..

�~�-�-�-�-�-�-�-
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Figure 1 : Lesétapestechniquesde l'ICSI
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2.1.3. Principalesétapesdu gestedemicro-injection

2.1.3.1. Immobilisation du spermatozoïde

Le spermatozoïdemobile et de morphologie nonnale est immobilisé à l'aide de la

micropipettepar un gestede cisaillementdu flagelle en arrière de la pièce intermédiaire.

Après immobilisation,le spennatozoïdeestaspirédansla micropipettepar l'extrémitéde son

flagelle (figure 2-A).

2.1.3.2. Positionnementde l'ovocyte

L'ovocyteprésentdansunegouttede milieu de cultureestpositionnéau contactde la pipette

de contentionde telle manièreà placerle 1er globule polaire à 6 heuresou 12 heures.Une

aspiration délicate permet de maintenir fermement l'ovocyte, sans défonnation de la

membraneplasmiqueà la pipette de contention(figure 2-B). L'absencede globule polaire

voire deprésenced'unevésiculegerminativeet l'exclut doncde la micro-injection.

2.1.3.3. Dépôt du spermatozoïdedans l'ovocyte

Après immobilisationadéquatede l'ovocyte, la pipettede micro-injectionestpositionnéeà 3

heuresau contact et dans le même plan que l'ovocyte. Le spennatozoïdeétant avancéà

l'extrémité de la micropipette (pour injecter un volume minimal de milieu avec le

spermatozoïde).L'avancéede la micropipettepem1etde traverserla zone pellucide et de

défonner vers le centre la membraneplasmiquedont la rupture est visualisée par une

aspirationdu cytoplasme(figure 2-C). Le cytoplasmeaspiréet le spennatozoïdesont alors

délicatementreplacésau centrede l'ovocyteavantle retrait de la micropipetteet la libération

de l'ovocyte(figure 2-D). A la fin de l'IeSI, les ovocytessontrincéset placésen puits ou en

goutte de milieu de culture puis incubés à 37°e et 5% de e02 jusqu'à l'observationdu

lendemain.
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Figllre 2: Le procédéde microilljectioll dll spermatozoïdedalls l'ovocyte décorollisé:

l'ICS/. A. Un spermatozoïdeest immobiliséaprèsqueson flagelle ait ététouchépar la pipette

de microinjection. B. La pipette de microinjection transportantle spermatozoïdeperfore la

zone pellucide. C. La pipettede microinjectiondéforme la membraneplasmiquejusqu'àla

rupture et aspire le cytoplasme. D. Le cytoplasme aspiré et le spermatozoïdesont

délicatementreplacésdansl'ovocyte.

2.2. Reflet de l'épidémiologie de l'IeSI en France

La prévalencede l'infertilité a étéestiméeen Franceà 14,1%descoupleset en Europeà 14%.

Selon une étude française,dans20% des cas, l'infertilité est masculine,dans34% des cas

féminine,dans39%descasmixte, et dans8% descasindéterminée.

L'leSI est classiquementréaliséeen casd'infertilité masculine.Les infertilités masculines

sontprincipalementidiopathiques,associéesà une varicocèle,secondairesà une infection ou

immunitaires, de causes génétiques. La fréquence des anomalies génétiquesdans les

spermatozoïdesde patientsprésentantdes troublesde la fertilité peut être voisine de celle

observéedansla populationmasculinefertile (10%)ou êtrejusqu'àdix fois plus élevée.
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D'aprèsles donnéesépidémiologiqueset l'avis desexpertsdesgroupesde travail de la Haute

Autorité de Santéde 2007, il ne paraît pas y avoir de variations impOliantes, en ce qUI

concerneles incidencesd'infeliilité et depathologiesgénétiquescesdernièresannées.

Une augmentationde l'activité d'ICSI a été rappOliéeen Francepar l'EuropeanSocietyof

Human Reproductionand Embryology (ESHRE), FIVNAT, l'Agence de la biomédecineet

l'Assurancemaladie,en Europepar l'ESHRE et aux Etats-Unispar le Center for Disease

Control and Prevention (CDC). Cette augmentationse ferait au détriment de la FIV

conventionnelle.L'ICSI représentait22,3% des fécondationsin vitro (FIV et ICSI) en 1995,

53% en 2002 (FIVNAT) et 57% en 2004 (Agencede la biomédecine).Le nombred'ICSr

augmenterégulièrementau cours de ces dernièresannéeset atteint 60 % de l'ensembledes

fécondationsin vitro en Franceselonle bilan de l'Agencede la biomédecineen2006.

Une diminution de la réalisation de l'ICSI dans les indications masculines et une

augmentationdansles indicationsnon masculinesa étérapportée.La réalisationde l'ICSI en

contextede diagnosticpréimplantatoire (DPI)ne représentaiten 2004 que 0,5% du volume

d'activité totale de l'ICSI mais croîtrait de 15 à 20% par an, en raisonde l'augmentationdu

nombredepathologiesdétectablesparDPI et de la diffusion de l'information aux couples.La

réalisationde l'ICSI en contexteviral ne représenteraitque 1,6% du volume d'activité de

l'ICSI sansvariationimportanteconstatée.

L'analysedesdonnéesd'activité française(ABM) a montréentre2003 et 2006une efficacité

globalede l'ICSI significativementsupérieureà la FIV (20.3% versus18.7%) en tennesde

taux d'accouchementpar ponction. L'estimationdu taux moyen de grossesseclinique par

ponction, fondée sur les donnéesde 2003 à 2006 de l'Agence de la biomédecine,était de

25,8% pour l'ICSI versus 24,3% pour la FIV, différence non significative. Le taux de

grossessecliniqueparponctionpourl'ICSI variait de 23,9 % à27,1%, et pour la FIV de 22%

à 24.3%. Le nombre moyen d'embryons transférésest en diminution en 2006 avec 2

embryonspar transfert. On observepar ailleurs une diminution discrèteet régulière des

accouchementsmultiples. A noter que le taux d'embryonstransféréset congelés,semble

diminuer au cours des annéeset traduit une plus grandesélectionpour le transfert ou la

congélation.Le taux d'implantationde 16,1 % est comparableà celui observéen FIV hors

ICS!.
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2.3. Paramètresféminins influençant l'ICSI

2.3.1. Influence de ['histoire clinique

2.3.1.1. Age Maternel

La feliilité des femmesdécroît avec l'âge dès 35 ans. Toutes les étudess'accordentsur ce

point.(1-l2) Les techniquesd'AMP voient leur taux de succèss'effondrerdès37-38 ans (9

13). Selonl'Agencedebiomédecine,uneaugmentationrégulièreet lentede l'âgedesfemmes

en FIV et en ICSI a été constatéeen Francejusqu'en2006. Mais au momentde la tentative

d'ICSI, plusde 78 % desfemmesont moinsde 38 ansen2006.

En FIV, C Pipetteet al, dansleur étude sur 5590 tentatives,montrentdestaux de grossesse

partentativepassantde 19.6%à l'âgede25 ansà 9% à l'âgede40 anset plus.

Dès40 ans(4, 6, 14, 15), les dosesdestraitementsde stimulationsontsignificativementplus

élevéeset les duréesde traitementplus longues.Le nombred'ovocyterecueillisparponction

chuteprogressivementet le nombred'embryonsobtenuestplus faible.

L'âgematemelélevésembleêtrele principal facteurd'échecde fécondationen ICSI selonles

études.(12-16). L'échecest essentiellementdu au vieillissementovarien altérant la qualité

ovocytaire, notamment la méiose ovocytaire. Selon Rosen (16), la fragmentation

embryonnaireaugmenteavecl'âgede la patiente.

Cependantl'étudede Bar- Hava et al (15), sur un nombred'ICSI total de 3360 ne retrouve

pas d'impact de l'âge matemel sur la qualité de l'embryon en ICSI selon les critères

morphologiquesde taux de clivage, de taux de fragmentation,de taille et régularité des

blastomères.Mais il retrouve un impact significatif de l'âge matemel sur la qualité de

l'embryonenFIV classique.

2.3.1.2. La réserveovarienne

Corréléeà l'âgede la femme,la réserveovarienneestle reflet du vieillissementovarien(2, 4,

17). La réserveovarienneestévaluéepar le dosageconcomitant à J2 ou J3 du cyclede la

FSH (12-14,16),la LH, le 17 PŒstradiol optimisépar le dosagede l'Hormone Anti

Mullerienne (AMH). Il s'agitdeparamètrestrèsdécritset utilisésenpratiquequotidienne.

Un taux de FSH de basesupérieurà 10 ou 12 UIIL et une AMH inférieureà 2 (consensus)

sontretenuscommepéjoratifs.Il existeunevariabilité inter-cycliquede la FSH. Si plusieurs

dosagesde FSH sonteffectués,la valeur la plus péjorativede FSH estretenuecommefacteur

pronostique.

26



Le taux debasede LH à 13 modifie et améliorel'information apportéepar le taux debasede

FSH. Un taux de FSH bas« 6.7U/L) associéà un taux élevéde LH (> 4.9U/L) reflète très

probablementmieux la qualité de la réserveovarienneet est associéeà de meilleurs taux de

succèsen FIV- ICSI entermede grossesse(18).

L'AMH est,quantà elle, constantetout au long du cycle et présenteune moindrevariabilité

inter-cyclique(17). L'AMH estun meilleurreflet du statutfolliculaire ovarienpar rappOli aux

honnonesplus classiquementutilisées. L'AMH peut être envisagéecomme un marqueur

quantitatif et potentiellementqualitatif de la qualité et de l'activité des cellules de la

granulosa.

Le taux d'AMH estun outil utile deprédictionde la réponseovarienneà la stimulationqui est

refléténon seulementpar la taille du pool de follicules primordiauxmais aussipar la qualité

des ovocytes. Ebner et al. (19), dans leur étude, retrouventque les taux d'annulationdes

cyclesde stimulationsont corrélésau taux d'AMH (P<O.OS).Chez les patientesdes groupes

d'étudescorrespondantaux valeurs extrêmesd'AMH «1.66ng/mL et >4.S2ng/mL) sont

retrouvés des ovocytes moins bonne qualité (granulation cytoplasmique,agrégation du

réticulum endoplasmiquelisse) comparésà ceux du groupemédian(AMH entre1.66 et 4.S2

ng/mL).

La valeur de l'AMH a une valeur supérieureau taux de FSH à 13 (1S, 16) pour prédire le

nombre et la qualité des ovocytes prélevés mais ne semble pas avoir d'impact sur la

fécondationdesovocyteset l'évolutivité desembryons.

Cesdosages,effectuésengénéralchezles femmesdeplus de 38 ans,nedoiventpasêtreseuls

responsablesd'une absencede prise en charge,mais s'accompagnentd'un test de réponse

ovarienne aux gonadotrophines,c'est-à-dire d'une 1ère tentative de stimulation, en cas

d'indication d'ICS!. Une faible réserve ovarienne augmentele risque de prolonger les

traitementsde stimulation,de majorerles dosesde gonadotrophines,mais aussi le risquede

ponctionsblancheset d'absenced'embryonstransférables.

L'inhibine B a un intérêtcontroversé,sonutilisationestfonction deséquipes.

2.3.1.3. Pathologieféminine

2.3.1.3.1. L'obésité

L'obésité est un problème croissantde notre société occidentale.En ce qui concernela

populationféminine, 9 à 2S% souffrent d'une obésitésévèredans les pays développés.En

Franceen 2006, étaientconcernés13% des femmeset 9.8% deshommes.Elle est associée
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chez la femme (20) à une augmentationde l'infécondité, des troubles ovulatoires, de

l'hirsutisme, des fausses couches et des complications obstétricales.L'obésité androïde

(rapport taille/hanche supérieurà 0.85) est plus particulièrementcorréléeà l'hypofertilité,

vraisemblablementcorréléeau syndromemétabolique(augmentationde la triglycéridémie,du

rappOli cholestéroltotal! HDL-cholestérol,de la glycémie,de l'insulinémie,de la résistanceà

l'insuline, destransaminases).

L'ovaire soumis aux traitementsde stimulation pour l'lCSl ne joue pas un rôle exclusif.

L'environnementendocrinien et métaboliquepeut affecter la qualité de l'ovocyte et le

développement embryonnaire. De même lors de l'implantation, cet environnement

endocrinienet métaboliquedéfavorablepeutagir sur l'endomètreet influer sur le déroulement

de la grossesse.En outre, l'obésité semble avoir des répercussionssur la fonction

reproductive dans la descendancedes femmes, probablementpar le biais d'altérations

métaboliquesinduiteschez lesenfants (21).

2.3.1.3.1.1. Liensphysiopathologiquesentrel'obésitéet l'infertilité

Desmodèlesmurins attribuentl'anovulation,dansle cadrede l'obésité,à un hypogonadisme

hypothalamique,consécutifà unehyperleptinémierelativeà uneinsulinorésistance(22). Dans

l'espècehumaine,desaltérationsdu métabolismecellulaireont effectivementété constatées.

Au niveau du métabolisme lipidique, en particulier stéroïdien, on retrouve un

hyperandrogénismeavec une diminution de la sex hormonebinding globulin (SHBG), au

niveaudu métabolismeglucidique,unehyperinsulinémieavecinsulinorésistance.Concernant

le métabolismeprotidique,la sécrétiondesleptineset desadiponectinesaugmente.

Dansla populationféminineobèseen âgedeprocréer,les troubleshypothalamiquesobservés

correspondentà ceux constatéschezl'animal, à savoirun profil évocateurd'hypogonadisme

central:diminution destaux de FSH, LH et d'inhibineB. Cependanten casde syndromedes

ovairespolykystiquesassocié,les troubles sont ceux habituellementconstatésà savoir une

augmentationde la LH relative à la FSH, indépendammentde l'lMC. Ces altérations

semblentêtre dues à une stimulation centralesérotoninergiqueinadéquate,une stimulation

dopaminergiqueexcessive,ou uneinsensibilitéaux endorphines.

L'obésité androïde, généralement associée à un état d'insulinorésistance avec

hyperinsulinisme, est vraisemblablement responsable d'une surstimulation de la

stéroïdogénèse ovarIenne insulinomédiée. Ces modifications entraînent un

hyperandrogénisme,aggravé par la diminution de la SHBG plasmatique, et une

hyperoestrogénieparle biaisde l'aromatase(23).
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Le pronosticd'uneprise en chargeen AMP est variableselon les donnéesde la littérature:

une étude portant sur des patientes en insémination intra-utérine (IIU) a rappolié une

augmentationde la feliilité despatientesen surpoidsou obèsespar rappOli aux patientes dont

l'IMC est nonnal (24). Celiainesétudesmenéessur des femmessuivies en AMP n'ont pas

montréde différencesignificativeentreles différentesclassesd'IMC (23-26).

D'autresétudestelles quecelle de Lintsen(27) permettentde constaterque le taux de succès

chezles patientesobèsesestmoindrequechezles femmesdont l'IMC estnormal, 38 % chez

les patientesà IMC > 32 versus58 % si l'IMC < 32 (26) ; OR du taux de grossessevivante

en fécondationin vitro, protocoleclassiqueet ICSI, en casd'IMC > 27 = 0,67(0,48-0,94)

2.3.1.3.2. Influencedu syndromedesovairespolykystiquessur la qualité

ovocytaire

2.3.1.3.2.1. Définition du SOPK

Selonles critèresde Rotterdam,le syndromedesovairespolykystiques(SOPK) estdéfini par

la coexistencede2 critèressur les 3 suivants:l'oligo-anovulation,l'hyperandrogénieclinique

et/ ou biologique, la présencede critères échographiquescomprenant10 à 12 follicules

ovariensrépartisencouronneavecun stromadense.

Le SOPKestcaractériséparuneproductionexcessivede follicules et d'ovocytes.La question

de la qualitédecesovocytesresteouvelie.

Dans la genèsedes troublesendocrinienset de la croissancefolliculaire qui caractérisentle

SOPK,le rôle de certainsfacteursd'origineovocytairea étémis en évidence(28). Le concept

quel'ovocytepuisseêtreà l'origine destroublesde la folliculogénèseparaîtplausible.

La fertilité des femmesprésentantun SOPK ne se limite pas à la seule anovulation.Les

étudesrécentesindiquentquele taux de feliilisation desovocytesissusde femmesprésentant

un SOPKestcomparableà celui desfemmesnonno-ovulantes.

Mais la survenuede fausses-couchesà répétition chez ces femmes pourrait refléter une

altération de la qualité ovocytaire ou être le reflet d'un environnementendocrinienpeu

favorableà l'endomètreou aux facteursd'adhésionembryonnaires.Or, la relation entre les

fausses-couchesà répétition et SOPK est particulièrementétroite: 36 à 56% des femmes

présentantdes fausses-couchesà répétition sont affectéespar un SOPK. Chez les patientes

présentantun SOPK, la coexistenced'une obésitémajore cet état d'hyperandrogénieet les

troublesmétaboliques,altère la régularitédes cycles en augmentantles spanioménorrhées,

celle de l'ovulation, et réduit les chancesde grossesse.Les femmesporteuses d'un SOPK

présentantdes fausses-couchesà répétition ont des taux d'androgènesélevés et une
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prévalenceélevée d'insulino-résistance.Ces donnéestémoignent d'une probable relation

entrel'environnementmétaboliqueet/ou hormonal et la qualité desovocytesou celle de la

fenêtred'implantationembryonnaireendométrialedespatientesprésentantun SOPK.

2.3.1.3.2.2. Maturation ovocytaireetgénétiquede l'ovocytechezles

SOPK

L'analysede l'expressiondes gènesovocytaireschez les femmesatteintesde SOPK a été

rappOliée dès le début des années2000 (28), avec une attention particulière pour GDF9

(Growth Differenciation Factor 9), facteur d'origine ovocytaire impliqué à la fois dans la

proliférationdescellulesde la granulosaet dansla productiondes androgènespar la thèque

inteme. Ainsi l'observationd'unediminution de l'expressionde GDF 9 par les ovocytesde

SOPK est en accordavec le rôle potentiel des ovocytes sur la croissancefolliculaire et la

stéroïdogénèseovarienne.

La relationentrel'ovocyteet les cellulesde la granulosaimpliquantGDF 9 mais aussi BMP

15 ( Bone MorphogenicProtein 15) montre l'implication des facteursd'origine ovocytaire

dans la régulation de nombreusesfonctions folliculaires, en particulier l'expressiondu

récepteurde la LH (29).

Des différencessignificativesdu transcriptomeont été misesen évidenceentreles ovocytes

normauxet ceux des patientsSOPK (30). L'expressionde certainsgènesimpliqués dansla

méioseet la dynamique chromosomiqueest modifiée. On ne sait s'il s'agit d'uneanomalie

primaire de l'ovocyte ou s'il s'agit d'une anomalie induite par une altération de

l'environnementendocrinien.Bien qu'il existe des arguments qui témoignent de liens

familiaux dansla genèsedu SOPK, aucunepreuvesuffisantene permetd'établirune liaison

héréditaireentre les gènesspécifiquesde l'ovocyte et le SOPK. Cependantil n'y a pas de

preuveà cejour queles chromosomesdesovocytesde SOPKsoientaltérés.Les perturbations

du transcriptomenepeuventêtretenuespour responsablede désordreschromosomiques.Ces

donnéesattestentainsi de l'intérêt de la rechercheen biologie moléculairedansl'analysedes

désordresovocytaires.

2.3.1.3.3. Qualitéovocytairelors du syndromed'hyperstimulation

Dansson étude,Fabrègues(31) a évaluéla qualitédesovocytesde patientesporteusesd'un

syndromed'hyperstimulationovariennesévère(HSO) surunepériodede 10 ans. Le nombre

total d'ovocytesrecueillisestsignificativementsupérieurparrapportà unepopulationtémoin,

notammentle nombred'ovocytesen métaphaseII. Les taux de fécondationen FlV et lCSl

30



sont comparables et en conséquence,le nombre d'embryons est supérieur en cas

d'hyperstimulation.Les taux d'implantation et de grossessesont similaires dans les deux

groupes.Le rendementovocytaireet embryonnaireainsi que la qualitéest comparableen cas

d'hyperstimulationprécoceou tardive. Le rendementde l'ovocyteet saqualité, le devenirde

l'embryon, les taux d'implantationet de grossessesont comparableslors des cycles HSO et

témoins. L'hyperstimulationovariennen'altèrepasdanscetteétudela qualitéovocytaire.

Cependant,des étudescommecelle de Xia (64) ont suggéréque le taux de dégénérescence

ovarienneest supérieurlorsque la ponction retrouve plus de 20 ovocytes et quele taux

d'œstradioldépasse3000pg/mL le jour du déclenchement.Celapeutsemblercontradictoire,

mais Xia ne retrouvepasde différenceau niveaude la qualité des embryonsmalgré le taux

élevédedégénérescenceovocytaire.

2.3.1.3.4. El1dométriose

Au total, 25 à 50 % des femmesinfertiles ont une endométrioseet 25 à 50 % des patientes

endométriosiquessontinfertiles. Il estadmisquel'endométrioseet l'infertilité sontassociées.

2.3.1.3.4.1.Définition

L'endométrioseexterne,définie par la présencede tissuendométrialenpositionectopiqueest

uneaffectionmultifactorielledont l'étiopathogénieest, aujourd'huiencore,mal élucidée(32).

Cettepathologieprésenteun grandpolymorphismeclinique et morphologique.L'évolution est

peuprévisibleet très variabled'unepatienteà l'autre. Plusieursmécanismespouvantréduire

la feliilité ont étéexposésmaisaucunn'a fait réellementsapreuve.

2.3.1.3.4.2. Mécanismeslésionnelsde l'endométriose

Non seulement,les lésionsendométriosiquessévèressontresponsablesd'infertilité tubairepar

la présencede séquellesinflammatoirestubaires,d'adhérencespéritubairesou périovariennes

ou d'endométriomes,mais aussi, lors de lésions d'endométriose superficielles, des

mécanismesplus complexessurviennentà différents stades : folliculogenèse, ovulation,

fécondation,qualitéde l'embryonet implantation.

Des études ont montré des altérations de l'environnementpéritonéal: élévation de la

concentrationdescytokinesinflammatoires(IL-l, IL-6, IL-12, IF, TNF), desmacrophageset

des prostaglandines(33, 34)(33-36), augmentant le stress oxydatif. Ces modifications

biochimiquesont des actions néfastessur l'ovocyte, les spermatozoïdes,l'embryon et le

fonctiOlmementtubaire.
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L'endométrioseentraîneraitdes altérationsde la réponseimmunitaire locale enaugmentant

les taux de lymphocyteset d'anticorpsIgG et IgA au sein de l'endomètre,ce qui aurait des

répercutionssur la réceptivité endométrialeet sur l'implantation embryonnaire(35). Des

sécrétionsd'anticorpsanti-zonepellucideont étérappoliées.

L'endométriosepounait entraînerdes altérationsdes fonctions endocrineet ovulatoire de

l'ovaire: dysfonctionde la phaselutéale, anomaliesde la croissancefolliculaire, pics de LH

prématurésou multiples. Plusieursauteursont rapportésun défaut de régulation de l'axe

hypothalamo-hypophysaireet ovarien, mis en évidencepar des taux de progestéroneplus

faibleset altérationdu corpsjaune.

L'endométrioseentraînedesaltérationsdesmécanismesd'implantationau seinde l'endomètre

en réduisantl'expressiondes intégrinesa et �~ au sein de l'endomètreou en intervenantdans

l'interactiontrophoblaste-blastocyste(36).

2.3.1.3.4.3.Altérationsqualitativesde l'ovocyteetde l'embryon

Des étudesdesmarqueursbiologiqueset moléculairesdu développementdesovocyteset de

la qualité de l'embryon ont pu être effectuéesen comparantles patientesavec et sans

endométriose.Dans une étude comparative,le nombre d'ovocytesponctionnés,le taux de

fécondation et le nombre de blastomèresà 48 heures étaient identiques avec ou sans

endométriose(37). En revanche,après72 heures,il existait un nombrede blastomèresplus

faible dans le groupe endométriose.Sur des observationsin vitro, d'autres auteurs ont

égalementmontréque le pourcentaged'embryonsanonnauxétait plus impOliant en présence

d'uneendométriose.Brizek et al. ont analysé235 embryonsissusde 56 cyclesde FlY. Dans

le groupeendométriose,plusieursanomaliescytoplasmiqueset nucléairesont été observées

au coursdu développementembryonnaire(38). Au total, il semblequela qualitéde l'embryon

soit plus faible en présenced'une endométriose,reflétant une qualité ovocytaireégalement

plus faible.

2.3.1. 3. 4. 4. Endométriose,FlV Classiqueet lCSl

La stratégiethérapeutiqueest à adapteren fonction de l'âge de la patiente, du stade de

l'endométriose,de la duréede l'infertilité, de l'associationà unesymptomatologiealgique.

Concernantl'influence des endométriomessur les résultatsde la FIV, la littératurerapporte

plusieursétudes(39, 40)(42, 43). Aucune différence significative n'est notée au sujet des

paramètressuivants: nombred'ovocytesrecueillis, taux de grossesse,taux d'accouchement.

Cependantla présenced'endométriomesoblige à desdosesde gonadotrophinesplus élevées,
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une stimulation plus longue. Au total il semble que l'impact d'un endométriomesur les

résultatsde la FIV soit faible.

Dans un contexte d'endométriose,différents paramètrescompliquent la pnse en charge:

réponseovariennevariableaprèsstimulationsurtoutenprésenced'un endométriomeou encas

d'altérationde la réserveovariennesuite à une kystectomieitérative (40) ; réduction de la

qualitéde l'ovocyteet de l'embryonet réductiondescapacitésd'implantationde l'endomètre.

L'efficacité de la FIV dans ce contextea été évaluéedans plusieursétudes.Les résultats

semblentvariables.

Tout d'abord, il semble que la réponseovanenneà la stimulation soit moins bonne. La

croissancefolliculaire est le plus souvent plus lente, les posologiesde stimulation plus

importanteset le nombred'ovocytesrecueillisplus faible (41)(44,45).

Olivenneset al. ont montré que le taux de grossesseaprèsFIV était comparabledans un

contexted'endométrioseisolée (n = 214) ou dansun contexted'infertilité tubaire (n = 111)

quelquesoit le stade(42). À l'opposé,Aboulgharet al. ont montréqueles résultatsde la FIV

étaientsignificativementplus faibles chezles patientesprésentantune endométriosede stade

IV avecun antécédentde traitementchirurgical par rappOli à un groupetémoin de patientes

présentantuneinfeliilité tubaire(43).

La FIV classiqueet ICSI, dans un contexted'endométriosefait l'objet d'une méta-analyse

regroupant22 études.Le taux de grossesseétait significativementplus faible dansun contexte

d'endométrioseque dans un contextede stérilité tubaire (odds ratio : 0,56). Une analyse

multivariéemontrait égalementque les taux de fécondation,de réimplantationet le nombre

d'ovocytes étaient significativementplus faibles dans un contexte d'endométriose.Cette

différenceest encoreplus marquéedansle groupedesendométriosessévères(stadesIII-IV)

(44). Cependantcesrésultatssontà prendreavecle recul nécessaire:l'étudeinclut desséries

assezanciennes,les sériessonttrèshétérogènesenpmiiculierpourles groupestémoins.

2.3.1.3.4.5. Lesrésultatsdesétudessontcontroversésenmatièrede

résultatsde l'leSlvis-à-visde l'endométriose.

Si l'on s'entient aux différentessériescomparatives,il est difficile de concluretant les avis

divergentaussibien pour le résultatglobal en taux de grossessepar tentativeque pour les

différentesétapes:nombred'ovocytes,taux de fécondation,taux d'implantation.
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2.3.1.3.5. Influencedu tabac

La connmssancedu rôle délétère du tabac sur la fonction reproductive s'améliore

constamment.

Dansleur étudeprospectivede 1977à 1982,comprenant1882couples,De Mouzonet al (45)

ont retrouvéune diminution des taux de grossessesspontanés,lorsqueles deux membresdu

couplesontfumeurs.

Maintenant,on sait que le tempsà concevoiren fertilité naturelleestplus long, la fréquence

de l'inféconditéest augmentée,le taux de fertilité déclinede 10 à 20% avecun effet dose

dépendant.Mêmeles femmesayantété exposéesin utero au tabacont une feliilité moindre.

Les fumeusessontplus à risquede troublesmenstruelset deménopauseprécoce.

En AMP l'effet nocif du tabaca été clairementdémontré:taux d'œstradiolinférieurs,chute

des taux d'implantationet de grossesse,altérationdes critèresmorphologiquesde l'ovocyte.

Les deux méta-analysespubliéesont conclu que ces effets délétèrespersistentmalgré les

techniquesde l' AMP(46).

Les femmesdoivent être infonnéesde l'effet néfastede la cigarettesur leur fertilité. Le rôle

éducatif médical doit être prépondérant,surtout dans des pays comme la France où le

pourcentagede fumeursaugmentechezles femmeset pmiiculièrementles femmesjeunes.

2.3.2.Morphologieetqualitéovocytaire

Actuellement, les équipes clinico-biologiques sont confrontées quotidiennement à

l'évaluationde la qualitéde l'ovocytedont l'aspectmorphologiqueestl'un descritères.

La littératureà cejour attestede la cOITélationentrel'aspectmorphologiquede l'ovocyteet le

développementembryonnaire et/ou les chances de grossesse(47-49). Aucun critère

morphologiquen'apu à cejour êtreclairementassociéà la qualitéfonctionnellede l'ovocyte.

L'hyperstimulationovariennecontrôléea pour but d'obtenirdes ovocytesdont la capacitéà

devenir un embryon avec un potentiel de développementdurable. La mesure du taux

d'œstradiolplasmatiqueet de la taille du follicule pennetde déclencherl'ovulation dansdes

conditionssuffisantespour recueillir des ovocytesmatures,mais en aucuncas,n'apportela

preuvede la compétencedesovocytes.La maturationfinale desovocytesconcerneà la fois le

cytoplasmequi préparel'ovocyte à son activation et à sa fertilisation par notammentla

libération de calcium et de glutathion,et la noyau avec reprisede la méioseet progression

versle stadedemétaphaseII.
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Ainsi le noyau et le cytoplasmeont fait l'objet d'étudesmorphologiques.Celiains traits

morphologiquessemblentassociésà un pronosticde compétenceplus réservé.

2.3.2.1. Mesuresde l'ovocyte

Un ovocytede plus de 200 �~�m de diamètre,dit « géant», estun événementrarequi contribue

à risquesignificatif de trisomie génique(50).Les embryonsissusde cesovocytespeuventse

développerjusqu'austadeblastocystemaiscausentensuitedesfausses-couches.

2.3.2.2. Viscositédu cytoplasme

La viscositédu cytoplasmepeut être appréciéelors de la micro-injectionpar sarésistanceet

satendanceà coller à la pipettelors de la microinjection.Une étuded'Ebneret al.(51)suggère

quel'augmentationde saviscositéestassociéeà unequalitéembryonnairediminuée avecune

faible capacitéà l'implantationet à menerunegrossesseà tenne.Cettehyperviscositéestun

marqueur pronostic négatif, quoi que subjectif, du développement embryonnaire

préimplantatoire.

2.3.2.3. Aspectgranuleux du cytoplasme

Selon une autre étude d'Ebneret al., l'aspectgranuleuxdu cytoplasmede l'ensembledes

ovocytesseraitobservédans8% des cycles(47).Danscesconditions,le taux d'implantation

estsignificativementréduit (4.3%) ainsi que le taux de grossesseévolutif (12.8%).Ceci serait

corréléà un taux d'aneuploïdieparticulièrementélevé(52.3%).

L'agrégationdu réticulum endoplasmiquelisseestobservéedans6.2 à 9.4% descycles (47).

Saprésencesemblediminuerlégèrementla fertilisation en ICSI (58.9 % versus77.4%dansle

groupe contrôle, P< 0.001)) mais est surtout corréléeà un taux de grossessebiochimique

élevé, à un mauvaispronosticobstétricalet à un faible poids à la naissance.Cetteanomalie

morphologiquerécemmentrapportéepar Ebnerne paraîtpasliée au protocoleutilisé, à l'âge

ou une endométriosemais une corrélationavec le taux d'œstradiolplasmatique,la dosede

gonadotrophineet la duréedu traitementde stimulationa étérapportée.

Ebneret sonéquipe,enconséquence,recommandentd'éviterle replacementd'embryonou de

blastocystesissusd'ovocytesayantprésentéuneagrégationdu réticulumendoplasmiquelisse.
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2.3.2.4. Les vacuolescytoplasmiques

Figure3 : LlI vlIcuolislItioll lIU coursdu développemellt.Fertility & Sterility 2005

(A) Vacuole �(�l�7�~�m�) dans un ovocyte en MétaphaseIl; (8) Vacuole de �l�O�~�m au stade

zygote;(C) Embryonen coursde compaction avecunevacuolisationsévère( 22 à 35

�~�m�) ; (D) Vacuolede �1�7�~�m dansle bourgeoncellulairedu blastocysteexpansé(V) ;

(CS) = cytoplasme.

Les vacuolescytoplasmiquessont la conséquenced'inclusions à partir de la membrane

cytoplasmiqueet contiennentun fluide dont la compositionest identiqueà celle du fluide

péri-vitellin. Leur apparitionseraitconcomitanteà l'expulsiondu ICf globulepolaire.

Les conséquencesde leur présencesont souventdébattues.SelonEbneret al. (48), 3.9% des

ovocytesen métaphaseII auraientau moins une vacuole. Le taux de fécondationen ICS] de

ces ovocytesest significativementdiminué (48.9 versus65.3%) lors de la présencede ces

vacuoles.Un seuil de 14 �~�m de diamètrede la vacuole a été retrouvéau-delàduquelaucune

fécondationn'est observée.De plus, le taux de développementde l'embryon vers le stade

blastocyste,corréléà la présencede vacuoles,estsignificativementréduit.

2.3.2.5. Ovocyteet fuseauméiotique

2.3.2.5.1. L'étudedufuselluméiotique

L'identification du fuseau de métaphasede deuxièmedivision méiotique des ovocytesest

possibleen raisonde la biréfringencespontanéedu fuseauen lumièrepolarisée.
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Le fuseau méiotique joue un rôle important dans l'ovocyte pendant l'alignement des

chromosomeset leur séparationlors de la méiose.L'altérationdu fuseauméiotiqueaugmente

les risquesdemal-ségrégationdeschromosomes.

Les anomaliesdu fuseauaugmententavecl'âgede la femmeau-delàde40 ans(52), cequi est

un facteurcontributif d'aneuploïdiechez les embryonset facteurd'échecde développement

embryonnaire.

L'étudenon-invasiveau microscopeà lumièrepolarisée(PolScope)du fuseauméiotiquea été

effectuéepardenombreuseséquipes.

L'étudeShenet al. (53) reconnaîtl'explorationde l'imageriedu fuseauméiotiqueen lumière

polariséede cetteétudecommefacteurprédictifde la qualitéovocytaire.Elle estliée au score

des pronucléi et de l'embryon et peut être pmiiculièrementutile pour évaluerla qualité des

ovocytes.

La biréfringencedu fuseauméiotiquesembleassociéeau potentielde fertilisation aprèslCSl

selonWang et al. Ils expliquentla possibilitéque les ovocytessansbiréfringencedu fuseau

méiotiquepuissentavoir d'abondantesanomalieschromosomiquesqui induiraient l'arrêt du

cycle cellulaire. Ils suggèrentégalementque les changementsdans la structuredu fuseau

puissentêtrele reflet dedysfonctionscytoplasmiquesou d'autresaltérationsovocytaires.

2.3.2.5.2. Positiondu fuseauméiotique

La localisationdu 1er globule polaire situe théoriquementla position du fuseauméiotique.

L'orientation obligatoire du biseaude la micropipettevers le bas a pour conséquencede

rendrele plus prochedu fuseaule spermatozoïdelorsquele 1er GP estpositionnéà 6H plutôt

qu'à 12 H. Il a été montré que dans cette situation, le taux de fécondation, le nombre

d'embryonstransférableset le taux de grossesseétaient améliorés. Cette proximité du

spennatozoïdeet du fuseaude division pourrait faciliter les premièresdivisions de l'ovocyte

après fécondation. Si une étude a montré que la majorité des fuseaux métaphasiquesse

trouventdansle mêmehémisphèrequele 1er globulepolaire(54).

Cependantil a étémontréavecl'aidedu Polscopequela positiondu 1er GP étaitun indicateur

imparfait de la localisationdu fuseau.Ainsi la techniquedu Polscopepourrait être utilisée

pour positionnercorrectementl'ovocyte avant la micro-injection afin de réduire les risques

de lésionsdu fuseaupouvantêtreà l'origine d'aneuploïdie(55).
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Figl/re 4: Etl/de de Mooll. HI/mail Reprodl/ction ell 2003. FI/seal/ bi-réfrillgent chez

l'ovocytehl/maill vivallt ellmétaphaseIl avecle PolscopejI/ste avallt l'ICSl.

(A) Ovocyteavec le fuseau localisésousle 1er globule polaire (pb). (B) Ovocyteavec le

fuseau localisé entre 0° et 60° par rapport au globule polaire. (C) Ovocyte avec le

fuseaulocalisé entre 60° et 120°. (D) Ovocyte avec le fuseaulocaliséentre 120° et

180°. (E) Ovocyteavec le fuseaulocaliséexactementà 180° du globule polaire. (F)

Ovocytesansfuseauméiotiquevisualisé.Grossissementx 200.

Devant la variabilité de position des fuseauxméiotiques,l'équipede Moon et al. en 2003 a

tentéd'établirsi celle-ci avait un impactsur l'issuede l'ICSI.

2.3.2.5.3. Repéragedela positioll dl/fl/seal/ et lCSl

L'étude de Moon et al. (56) a évalué la compétenceembryonnaire,selon les positions

variablesdu fuseauméiotiquechez l'ovocyte et chez l'ovocyte avec un fuseaunon visible,

aprèslCSI. Leur étudedémontreque la présenced'un fuseauméiotiquebiréfringentau niveau

de l'ovocyte en utilisant le microscopeà lumière polarisée,le Polscopepeut prédire une

meilleure compétenceembryonnaireau développement.Le polscope permettrait aussi de

vérifier la stabilitédesmicrotubulesde tubulineconsécutifsdu fuseau.En effet la stabilitédu

fuseau,permisepar un contrôlethermiquerigoureuxau coursde l'ICSl amélioreles taux de

fécondationet de grossesse(57). Cependant,la position du fuseauau sein de l'ovocyte ne

semblepasinfluencerle potentielde développementembryonnaire.
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L'étuderécentede Madashiet al. (58) retrouveunecorrélationpositiveentrela biréfringence

de la zonepellucideet la visualisationdu fuseauméiotique.

De plus,unefois le fuseauméiotiqueobservé,le taux de fécondationdesovocytesà faible ou

fOlie biréfringencede la zonepellucideest similaire. Les taux d'implantationet de grossesse

ont été significativement plus élevés lorsque les embryons issus d'ovocytes de haute

biréfringence étaient exclusivementtransférés(p=0,041 et p=0,004, respectivement).En

outre, le taux de faussecoucheest plus élevé lorsque les embryonsrésultantd'une faible

biréfringenceovocytesétaientexclusivementtransférés.D'autrepart, la dosetotale de FSH

élevéeaffectenégativementla visualisationdu fuseauméiotique.Leursrésultatsmontrentque

la sélectiondes embryonsbaséesur la zone pellucide et l'imagerie du fuseau méiotique

peuventsensiblementaméliorerl'implantationet le taux de grossesse.

Les conséquencesdu repérageet de la localisationdu fuseausur la fécondationet surtoutle

développementembryonnaireont étéconfirmées,demêmequel'impactde l'anisotropiede la

zonepellucidedesovocytesvis-à-visde la lumièrepolariséeparticulièrementpour la couche

la plus interne.

2.3.2.6. Autres critères additionnels de développementprécoce

Les restrictionsimposéespar la législationdanscertainspays(Allemagne,Suisse,Italie) ont

paradoxalementstimulé les recherchesde critères additionnelsde développementprécoce

(59).

D'autresaspectsdysmorphiquestels que la granulosité de l'espacepéri-vitellin, l'épaisseur

ou l'irrégularité de la zone pellucide, la présencede corps réfractaires, l'aspect ovoïde de

l'ovocyte ou des embryons ont égalementété associésà un moins bon pronostic de

fertilisation ou de développementembryonnaire.

Xia et al. (60) ont montréquele classementdesovocytesselonces3 critères:l'aspectde leur

1el' globule polaire, la mesure de l'espace péri-vitellin et la présence d'inclusions

cytoplasmiquesest corréléau taux de fertilisation des ovocyteset à la qualité embryonnaire

aprèsleS!.

La morphologie du 1er globule polaire a aussiété proposéecommepossibleindicateurde

fécondationet de qualitéembryonnaireen ICS!. Ebneret al. en 2000 (49) retrouvent,lors de

leur étude rétrospective, de meilleurs taux de fécondation et une meilleure qualité

embryonnaireen ICSI, lors de l'utilisation d'ovocytesayant montrésun 1er globule polaire

intactet bien fonné.
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Cependantdes études plus récentesont échoué à démontrer cette corrélation entre la

fragmentation du 1er globule polaire et la qualité embryonnaire mnSI que le taux

d'implantation embryonnaire.De plus, il a été démontré que le taux d'aneuploïdiedes

ovocytesenmétaphaseII n'estpascorréléà la morphologiede leur 1er globulepolaire.

Cesétudesdonnentdesindicationsindirectessur la qualitédesovocyteset celiaines équipes

tententd'établirdesscores.

La législation italienne limite la fécondationovocytaire à trois par tentative. Les équipes

italiennes se sont penchéesavec d'autant plus d'intérêt sur la question de la sélection

ovocytaire. Notamment l'étude de Rienzi en 2008 (50) a travaillé sur une classification

morphologiquedes ovocyteset a cherchéà définir un score,le Metall oocytemorphologie

score ou MûMS, capablede prédire la compétenceovocytaire en terme de potentiel de

fécondation,demorphologiedespronuc1eiet de capacitéà un développementembryonnaire.

2.3.3. La génétiquedel'ovocyte

Le termede génétiquede l'ovocyteenglobe3 grandespartiesquesont:

les anomalieschromosomiquesovocytairesà l'origine d'aneuploïdiesembryonnaires,

les mécanismesgénétiquesde la maturationovocytaire,

les facteurs génétiquesde prédispositionaux atteintesovariennesou de la réponse

ovarIenne.

2.3.3.1. Les anomalieschromosomiquesovocytaires

Le taux d'échecdu développementembryonnaireest très important dansnotre espèceavec

une causemajoritairementchromosomique.Il est admisqu'unorganismene peut vivre avec

un déséquilibrede plus de 1% de son génomeen cas de monosomieet de 3% en cas de

trisomie(61).

L'origine parentalede ces non-disjonctionschromosomiquesa pu être détenninéegrâce à

l'existencede nombreuxpolymorphismesgénétiques.Plusieurséquipesont pu démontrerla

forte prévalencede l'origine maternelle de ces anomalies de nombre, qui surviennent

essentiellementlors de la première division méiotique (Métaphase1). Ainsi, 93% des

trisomies18,95%destrisomies21 et 100%destrisomies16 sontd'originematernelle.

Puisqueles anomalieschromosomiquesrelèvent,pour l'essentiel,de causesméiotiques,elles

préexistentdansles ovocytesmatures.

Aujourd'hui, la cytogénétiquedes gamètesconstitueun domained'analysecytogénétiqueà

part entièreet fournit desdonnéesessentiellespour l'étudede la transmissiondes anomalies
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chromosomiques,de l'étiologie de cesanomalieschromosomiqueset des mécanismesde la

méiose.Les donnéesactuellesfont étatde taux d'anomalieschromosomiquesovocytairesde

15 à 20% (61).

Ces étudescytogénétiquesont mis en évidencel'existenced'un mode de non-disjonction

jusqu'ici passé inaperçu dans le processusméiotique humain, à savoir la séparation

prématuréedeschromatidessœurs(SPCS)au coursde l'anaphasede la Métaphase1.

Ce type d'anomalieméiotique aboutit à la ségrégationaléatoiredes chromatideslibres au

cours des 2 divisions méiotiques successiveset peut ainsi conduire à la fonnation de

trisomies.

Ce type de non-disjonctionest en fait le mode majeur de non-disjonctionopérantdans la

méioseféminine (61). De plus, il sembleque la SPCSsoit liée de façon plus significative à

l'âge de la patiente que la non-disjonctionconventionnelle,avec une prépondérancedes

anomaliesdansles chromosomesdepetitestailles.
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Figure 5 : Lesnon-disjonctionsméiotiquesovocytaires.(MédecineSciencesjuillet 2004)

Anaphase 1 Métaphase Il

Ovocyte Il

\ Globule pol;re

() �~�~�( �.�~

Méiose normale

A Diacinèse

Non-disjonction chromosomique Chromosome

()
Séparation prématurée des chro atides Chromatide

(}) �~�-�-�I�-�-�+�( > �~
B

A. Représentationschématiqued'une 1èredivision méiotiquenormaleet de deux types

de non-disjonctionpouvantavoir lieu au coursde cettedivision. La non-disjonction

chromosomiqueclassiqueaboutit à la présencede deux chromosomeshomologues

dansla métaphaseII, alors que la séparationprématuréed'unepaire de chromatides

se traduitpar la présenced'une(ou de deux)chromatide(s)libre(s) dansla métaphase

II.

B. Exemple d'une métaphaseII présentantune chromatide libre (flèche). À noter

l'aspect très particulier des chromosomesd'ovocytes rendant leur identification

patiiculièrementdélicate.
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2.3.3.2. Analysedesglobulespolaires

Grâceau développementdestechniquesde sélectionembryonnaires(PGS)ou ovocytairepar

analysedesglobulespolaires(PCS)pourdiagnosticpréconceptionnel,différentespopulations

de patientesdéfinies comme à haut risque d'aneuploïdesont été identifiées. Il s'agit des

femmesâgéesde plus de 35 ansou 38 ans,cellesen échecd'implantation(aprèsle transfert

de JO embryons sans grossesse),celles ayant des faussescouchesà répétition ou des

aneuploïdesà répétitiondont l'origine maternellea étédémontrée.

L'étudedu premierglobule polaire a confilmé que la séparationprématuréedeschromatides

sœursest le mécanismemajoritairementimpliqué dansles aneuploïdes,et que leur survenue

estcorréléeà l'âgematernel.

Figure 6 : Biopsiedu globulepolaire (62)

Cette techniquepassepar la biopsie du premierglobule polaire, sa fixation sur une lame et

l'hybridationavecun mélangede 5 sondes.

Grâceà cettetechnique,on peut identifier le mécanismeà l'origine de l'aneuploïdie,maisen

revanche,elle ne permet ni le diagnosticdes anomaliesde la secondedivision méiotique

(MIl) ni de celle du spermatozoïde,ni celle survenant lors des premièresdivisions de

l'embryon.

Enfin, il sembleraitque le PCS,commele PGS,ait une valeur prédictive sur les chancesde

grossesse,puisque les taux d'anomaliesembryonnairesou ovocytairessont stablesentre 2

tentativessuccessives.

Vialard et al en 2008 (62), ont confirmé la stabilité du taux d'aneuploïdiedu 1cr globule

polaire au cours de plusieurs tentatives d'ICSt. En se basant sur la stabilité du taux

d'aneuploïdiepourchaquepatient,une premièreétudedu 1cr globulepolairepeutêtreutilisée

commefacteurpronosticpour les tentativesd' ICSI ultérieures.Ceci doit êtreconfirmépardes

étudesdansde plus largesséries.
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2.3.3.3. Acteursmoléculairesde la ségrégationchromosomique

L'ensemblede ces résultatsà ouvert la voie à de nombreusesétudesvisant à identifier les

acteursmoléculairesde la ségrégationchromosomiqueet de sa régulation,en particulier en

coursde la méiose.Pannicesfacteurs,desprotéinesrécemmentidentifiéeset regroupéessous

le termedescohésines,responsablesde la cohésionentreles chromatides-sœurs(63). Pendant

la transition métaphase-anaphase,ces protéines clivent, entraînant la ségrégation

chromosomique.L'actiondescohésiness'exerceauniveaudescentromères,maisaussisurde

nombreuxsitesle long desbraschromosomiques.

Les principalesprotéinesde cohésionsse nommentSMCI, SMC3, RAD2I et RECS (64).

Récemment,l'étudede souris KO pour le gène �S�M�C�I�~ a montré le rôle essentielde cette

protéinedans la cohésiondes chromatides-sœurs.Ces souris femelles, n'exprimantplus le

gène �S�M�C�~�, présentent toutes un épuisement ovarien prématuré, qui s'effectuent

conjointementàuneSPCS.

Avec l'âge,une dégradationprogressivede cesprotéinesde cohésionparaîtprobable.Cette

hypothèsepourrait s'expliquerle lien entre la SPCS, l'âge maternel et une susceptibilité

génétique.L'existenceéventuelledepolymorphismesou demutationsgénétiquesdesfacteurs

impliquésdansgamétogenèsechezcespatientespoulTaitexpliquercettecOlTélation.

Tous ces travaux constituentun pas supplémentairevers une meilleure compréhensiondes

dysfonctionnementsméiotiquesovocytaires.Or, ces gènespeuventégalementinfluencer la

folliculogenèseet de trèsnombreuxgènesimpliquésdansla maturationde l'ovocyte.

2.3.3.4. Mécanismesgénétiquesde la maturation ovocytaire

Au niveau de la maturation ovocytaire, l'exemple historique d'anomalie génétique est

constituépar les femmesatteintesdu syndromedeTurner.

Dû à la présenced'un seul chromosomeX chezces femmes,le caryotypeest 45, XO (55 %

descashomogènes45, XO ; 45% descasenmosaïqueou X remanié).Au niveauovarien,ces

femmes présententune dysgénésiegonadiquecomplète avec la présencede bandelettes

fibreuses.

Les dosageshormonauxmontrent une FSH et une LH très augmentées,associéesà un

œstradioleffondré. Il s'agit en fait d'un épuisementovarien accéléré,puisqueles gonades,

présentesdurantla vie fœtale,aprèsépuisement,involuenten bandelettesfibreuses.On parle

aujourd'huideménopausetrèsprécoce.

Depuis,de nombreusesdélétionsdu chromosomeX et de translocationsX-autosomeont été

décritescommeassociéesà desaménorrhéesprimaireset/ousecondaires.
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De nombreux gènes ont été décrits comme impliqués dans les mécanismesà l'origine

d'insuffisanceovarienneprématuréecommeles gènesFMR1, BMPI5, FüXL2.

Une autre famille de gènesa étédécrite, celle des gènesBMP (bonemorphogeneticprotein)

appartenantà la superfamilledes�T�G�F�~ qui estune large famille de facteursde croissanceet

de différenciation. BMP15 (appelé égalementGDF9B (growth differencation factor-9B)

s'exprimeavecGDF9 dansla folliculogenèseprécoce.Les résultatssuggèrentque GDF9 et

BMP15 régulentla folliculogenèsede façon spécifiquedansles ovairesavecune expression

sélective et croissante de BMP15 dans les ovocytes tout au long du développement

folliculaire, et BMP15 seraitprobablementun modulateursélectifde l'actionde la FSH.

Il est admis aujourd'hui,que BMP15 et GDF9 sont 2 gènesessentielsà la croissancedes

follicules primaireset à la formationdesfollicules secondaires.

A l'heure actuelle, les étiologiesgénétiquesde ces atteintessont peu connues,des progrès

restentà faire dansla compréhensionde l'ensembledes atteintesovariennes,en sachantque

celaconcerneraprobablementde trèsnombreuxgènes.

2.3.3.5. Facteurs génétiquesde prédisposition aux atteintes ovariennesou de

la réponseovarienne.

Récemment,l'étude des polymorphismesgénétiquesa montré qu'il existait des facteursde

prédispositionpour certaines pathologies comme les ovaires polykystiques. De même,

l'existenceéventuelledu polymorphismeou de mutationsgénétiquesconcernantdes facteurs

impliquésdansl'ovogenèse.

Les polymorphismesgénétiquessontdesvariationsdansuneséquenceconcernantunerégion

codanten'entraînantpas de disparitionde la protéine.Certainsde cespolymorphismessont

associésà une variation de l'expressiondu gène.Cettevariation peut être soit positive, soit

négative,mais, en aucuncas,il ne peuty avoir une absenced'expressioncommedansle cas

desmutationsponctuelles.

Au niveau ovarien, de nombreuxpolymorphismescommencentà être décrits commeétant

impliquésdanslesmécanismesdel'ovogenèse.

Le plus décrit est celui du récepteurà la FSH (65) qui conduit au remplacement,en position

680 au niveaude la séquenceprotéique,d'uneasparaginepar une sérine.Ce polymorphisme

serait associéà une augmentationde la FSH basale,à une augmentationde la duréede la

phaselutéale et donc de celle du cycle. Des étudessont en cours, mais il semble qu'il

existeraitune réponseovariennedifférente aux hyperstimulationspar les gonadotrophines

exogènes chez les individus homozygotes pour ce polymorphisme (66). Ainsi, une
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augmentationdes doses de FSH recombinantepermettrait de compenserla moins bonne

réponsede cespatientes.

L'étude des polymorphismesouvre l'ère de la phannacogénomiqueen AMP comme le

suggèrele polymorphismedu récepteurde la FSH (65).

La phannacogénétiquese fonde sur la connaissancedu profil génétiquedu patient pour

pennettreun ajustementindividuel du choix des médicamentset/ou de leur posologie. La

phannacogénomiqueest un conceptplus large, fondé sur une approchedu génomehumain,

consistantà découvrirdesmarqueursgénétiquessensiblesau métabolismedesmédicaments.

Le but est de mettreau point une stratégiede fabrication de médicamentspennettantde les

adapterà un groupe ou une ethnie définis. Ces polymorphismespeuvent alors servir de

marqueurscorrespondantssoit à de nouvellescibles thérapeutiques,soit à de nouveauxoutils

pour le diagnostic.

En ce qui concerne les gènes ovanens, des augmentationsde fréquence de certains

polymorphismesont étémontréeschezles patientesayantdesménopausesprécoces,comme

pour les gènesGDF9 ou BMP15. Aujourd'hui de nombreusesétudessont en cours et les

gènes potentiellementimpliqués sont nombreux (67). De plus, d'autres gènes, à action

ubiquitaire, pouuaient égalementêtre impliqués, comme ceux des cytokines, des gènes

impliquésdansles mécanismesde l'apoptose.

L'utilisation de ces techniquesdevrait apporter une aide importante au diagnostic maIS

égalementune aide au pronosticd'unepathologiedonnéeet au choix de la thérapeutiqueà

utiliser.

L'étude d'autres polymorphismegénétiquespennettraprobablementune adaptationplus

précise des protocolesde stimulation de l'ovogenèse,mais également d'apprécier la

réceptivitéutérinedespatientesafin d'optimiserles résultatsde l'AMP.

2.3.4.Approchesfonctionnellesde la compétenceau développement

Au-delà de critères « morphologiques», des approchesplus fonctionnelles deviennent

envisageables.Elles concernentl'ovocyte ou l'embryon, d'une part, l'environnementde

l'ovocyte avantla fécondation,d'autrepart. Si l'approchetranscriptomiquesur l'ovocyte ou

l'embryon n'est envisageablequ'en situation expérimentale,elle a néanmoinsapportédes

infonnationsprécieusespoursituerla qualitéembryonnaire.
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2.3.4.1. Approchesindirectesde l'environnementovocytaire

2.3.4.1.1. Analysedu liquidefolliculaire: Évaluationde cytokinesou

hormones

De subtils changementsdans la régulationde la folliculogenèseet la maturationovocytaire

paraissentcapablesd'induiredesaneuploïdies,commecelaa étémontréchezles souris.Chez

la souris,uneexpositionà forte dosede FSH durantunematurationin vitro peutaccélérerla

croissancenucléaireet augmenterle pourcentaged'aneuploïdiesen méioseII: la FSH semble

agir commeun facteurinfluençantla configurationdu fuseau.

Chez l'humain, de nombreux arguments plaident en faveur d'une interaction entre

environnementhormonal (FSHen particulier),qualitéde la maturationovocytaire,qualitéde

la méioseet doncrisqued'aneuploïdie.

Une corrélation positive entre la vascularisationpérifolliculaire en cours de stimulation

ovarienne, l'état chromosomiquede l'ovocyte et le taux d'implantation a été montré,

l'hypoxie périfolliculaire jouerait égalementun rôle néfastesur la configurationdu fuseau

méiotiqueet surla qualitéembryonnaire.

Envisageantde trouver des marqueursdosablesdans le sanget le liquide folliculaire (LF)

prédictifsdu risqued'aneuploïdie,l'étudedu liquide folliculaire lors descyclesde diagnostic

préconceptionnel(PCS)de F Vialard retrouveuneaugmentationsignificative(p = 0,0144)du

taux de FSH du LF desovocytesdiagnostiquésanonnauxpar rapportaux ovocytesnonnaux

(68). Cette augmentationserait plus significative pour les ovocytes avec séparationdes

chromatides-sœurs(SPCS)par rapport aux ovocytesnonnaux (p = 0,0334). Au total, les

anomalieschromosomiqueset surtout les anomaliesavec séparationdes chromatides-sœurs

apparaissentplus fréquenteslorsquela quantitéde FHS dansle LF estplus élevée.

En outre, certainscomposantsdu liquide folliculaire ont pu être reliés avec le devenir de

l'ovocyteprésentdansle follicule.

Ainsi, les concentrationsd'honnoneantimüllérielme(AMH) dansle liquide issu du follicule

dominantont été corréléesavec les chancesd'implantationet de poursuitede la grossesse

(69). D'autrestravauxont rapportérécemmentunerelationentrele niveaud'unecytokine, le

GranulocyteColony Stimulating Factor (G-CSF) dans le liquide folliculaire et le potentiel

d'implantation et de développementpost-implantatoirede l'embryon qui résultera de

l'ovocyteissude ce follicule (70).
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2.3.4.1.2. Approchetranscriptomiquesur lescellulesdu cumulus

Cette approchenon invasive reposesur le rôle majeur pour la maturation ovocytaire du

dialogueovocyte-cumulus.Ce dialoguene met pas seulementen jeu la synergieentre les

deux compartimentssur le plan métaboliquemais aussi l'expressionde certains gènesau

niveaudescellulesdu cumulussousla dépendanceou non de la LH (71). Cetteidentification

ouvre la voie au développementde marqueurs de compétenceaccessiblesen pratique

clinique.

2.4. Influencedesparamètresde la tentative

2.4.1. le rang dela tentative

De Mouzon a calculé en 1998, d'après les registres de FIVNAT, les taux de grossesse

clinique et les taux cumulés de grossessepour 35714 couples ayant bénéficié de 1 à 6

tentativesdeFlV (72).

Le taux de grossesseclinique passede 20.2%à la premièretentative,à 17.4%à la deuxième

tentative,àmoinsde 13% à la sixièmetentative.

Parcontre,le taux de grossessecumuléest de 60% avant35 ansmais chuteà 17% à 41 ans.

L'âgematernelrestele facteurprépondérant.

2.4.2. Influencedel'indication de l'ICSI

L'analysecritiquedesdonnéesde la littératurea permisunesynthèsedesdonnéesd'efficacité

(Tableau1) parl'équiped'expertsde la HAS en2007.

Les meilleurs taux de fécondationsont obtenusen cas d'azoospermieobstructiveet d'QAT

modérée. Concernant les cas d'échecs de FlV pour infertilité féminine, les taux de

fécondationau coursdeséchecsde FlV n'ontpaspu êtrecolligéspar l'HAS, mais le taux de

grossesseparcycle estinférieur à la moyennenationaleen lCSl, ainsi cetteindicationsemble

la pluspéjorativepourle pronosticdel'IeSI.
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Indications
Moyenne Nombre* NiveauParamètres d'études depreuve

Comparateur
(extrême)

Azoospermienon Tauxde 51,5% 12 Faible Aucun
obstructive fécondation/cycle (39-67,8)

Azoospermieobstructive
Tauxde 62,8% Il Faible Aucun

fécondation/cycle (52-74,5)

Absencebilatéraledes Taux de 43% 2 Faible Aucuncanauxdéférents fécondation/cycle

Oligoasthénotératospermie Taux de 58% 6 Faible Aucun
modérée fécondation/cycle

EchecdeFIV (infertilité Taux de 59,1%
8 Faible FlV

masculine) fécondation/cycle (52-65,6)

EchecdeFIV (infertilité Taux de 21,2%
2 Faible FIVféminine) grossesse/cycle (15-27,7)

*Nombred'étudesrecenséesdansl'indication

Tableau nO] : Evaluation de l'efficacité de l'ICSl par indication. Equipe d'expertsde
l'HASen 2007

2.5. Influencedesparamètresde la stimulation

2.5.1. Influencedu tauxd'Œstradiolaujour du déclenchement

De nombreusesétudes dontcelle de Shenen 2003 (12)et Rosenen 2006 (16) retrouventune

corrélationpositiveentrele taux d'œstradiolplasmatiquele jour du déclenchementet les taux

de fécondationet de grossesseen ICS!.

2.5.2. lesprotocolesdestimulation

2.5.2.1. protocolesagonistesversusantagonistesde la GnRH

Les antagonistessontapparusdansles stimulationspourFIV en 2000.Depuisleur misesur le

marché,la discussions'estouvertesur leur efficacité, par comparaisonavec les protocoles

longsavecagonistesdu GnRH.

FIVN AT a effectué une évaluation sur les FIV et ICSI réaliséesen France en 2001 en

comparantles cycles réalisésavec protocoleslongs et ceux avec protocole antagoniste.Il

s'agitd'uneétudede cohortequi, par songrandnombrede cas,pelmetde réaliserdesétudes

multivariées.
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De nombreuxmiicles comparentleur efficacité sur des sériesen général assezcomies et

manquantde puissance.Elles concluent,pour la plupart, en l'absencede différenceentreles

stimulationsparantagonisteset les stimulationsavecagonistesen protocolelong, ce qui n'est

pasétonnantcomptetenudu faible nombrede cas.

En se référant à la méta-analysepubliée dans Human Reproduction, qui reprend les

différentesétudesde phase3 concernantsoit le Ganerelix®soit le Cetrorelix®, soit en doses

multiples soit en doseunique, cetteétudeconclueen une diminution du nombred'ovocytes

recueillisde 1.86 (2.47-1.25).Dansl'étudeFlVNAT, la perteapparaîtun peumoinsnette,de

1.32.

Le taux de grossessepar ponction est abaissélors de l'usagedes antagonistesavecun üdd

ratio à 0.79 (0.63-0.99)pour la méta-analyse,similaire à celui de FlVNAT 0.82 (0.75 -0.90).

Le nombre de cas très important de l'étude FlVNAT permet de resserrerl'intervalle de

confiancemais globalementla conclusionest identique.De mêmele taux de grossessepar

transfert est abaisséavec un üdd ratio à 0.76 (0.60-0.97)pour la méta-analyseet un üdd

Ratio à 0.83 (0.76-0.90)pour FlVNAT. La concordancedes donnéesne laisseque peu de

placeà la contestation.

Parailleurs, une autreétudede cohorte,celle du DlR (DeutscheslVF Register)arrive à des

conclusionstrèsprochesdesétudesprécédentes.En FlV destaux de grossesseparponctionet

par transfertde 21.7 % et 25.8 % en antagonistes(5631 cas) contre 26.1 % et 30.4 % en

protocoleagonistelong (18175 cas). En lCSl les chiffres sont respectivementde 22.8 % et

24.5 % avec antagonistes(4662 cas) et 28.5 % et 29.9 % en protocole long (16243 cas).

L'üdd ratio estde0.815(0.77-0.88).

L'étude FlVNAT montre que les protocoles avec antagonistesprocurent de moins bons

résultatsqueles protocoleslongs avecagonisteset estimela pertede chanceà 18 %. Elle est

encorrélationavecles résultatspubliéspar le DlR enAllemagneet avecla méta-analysede la

CochranepubliéedansHumanReproduction.
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Nombre Tauxdegrossesse le
Etudes Oddratio

decas antagoniste agonistes 95%

FIVNAT 16279 18.56% 20.97%
FIV

0.819 (0.78 -0.89)
FIVNAT 15261 21.24% 24.75%
ICSI

Méta- 1796 25.3% 30.1 % 0.790 (0.63-0.99)analyse

DIR FIV 18175 21.7%* 25.8 %*
0.815 (0.77-0.86)

DIR ICSI 16243 26.1 %* 30.4%*

* Tauxd'implantation.
DIR : RegistreallemanddeFIV 2001 ; Metanalyse: CochraneMéta-analyse

TableaunO2: RécapitulatifdesétudescomparantAgonisteset antagonistesde la Gn-RH

Cependant,certaines équipes telles que celle de Felberbaumen 2003, prônent encore

actuellementla placedesantagonistesde la GnRH, notamment,des plus récentstels que le

cétrorelixet ganirelix en FIV et ICSI (73). En raisonde leur moded'actionpharmacologique

distinct, les protocoles antagonistespermettent une réduction significative du temps de

traitementde stimulation. Aucune réaction allergique n'a été signaléejusqu'en2003 et la

compliancedes patientesest excellente.La complication la plus grave, l'apparition de cas

d'hyperstimulationsovariennessévères,étantréduite,les auteursparlentd'uneprocédureplus

sûrequele protocoleagoniste long.

Le fait que les antagonistesdu GnRH permettent une suppressIOn immédiate des

concentrationsde gonadotrophines,tout en préservantla réactivité hypophysaireà la GnRH

endogènedonne une grande flexibilité dans le traitement. Les antagonistesde la GnRH

permettentde surmonter certains inconvénientsmajeurs des agonistesde la GnRH, en

particulier du protocole long, qui est actuellementle protocolestandardpour la stimulation

ovarienne. Les symptômesdu blocage hormonal complet sont éliminés, puisqu'aucune

périoded'inhibition hypophysairene seproduit. Les deuxprotocolesantagonistesdéveloppés,

la dose unique et à dosesmultiples, sont comparables,en utilisant les donnéesde grandes

études prospectivesde phaseIIIb.

Bien que plusieursétudesaient indiqué une légèreréductiondu taux de grossesseavec des

antagonistesde la GnRH par rapportaux agonistes,Felberbaumpenseque ce problèmepeut

être rectifié par le développementde schémasantagonistesflexibles conçusau cas par cas.
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L'introduction de schémassouplesantagonistesde la GnRH pounait être une évolution de

cesprotocoles.

Une étudeitaliennede Greco(74) en 2007 a évaluél'impact du protocoleantagonistelors de

la stimulationpour l'ICSI, dansle cadrelégal limitant à trois le nombred'ovocytesmicro

injectés. Les 200 patients ont bénéficié de traitementsplus courts et d'une dose totale

inférieurede gonadotrophinesmais les taux d'œstradiol,le nombretotal d'ovocytesretrouvés

et d'ovocytesmaturessontsignificativementplusbas.Aucunedifférencen'estretrouvéeentre

les 2 groupesconcernantla quantitéet la qualitédeszygotes,leur taux de clivage, le nombre

d'embryonsde bonnequalité replacéset leur devenir clinique. Ils concluentqu'en cas de

restrictiondu nombred'ovocytesà micro-injecterce protocolesemblele moins invasif, plus

sûret tout aussiefficacequele protocoleagonistelong standard.

Plus récemment,Pinto F. et al, en 2009 (75) ont étudié l'impact du protocoleagonisteou

antagonistede la GnRH sur le devenirde l'lCSI au coursd'uneanalysemultivariéeaprèsun

ajustementde nombreuxparamètresclinico-biologiques.Sur2 groupescomptantau total 278

cycles d'ICSI, 123 cycles sous agonistede la GnRH ont été comparésà 155 cycles sous

antagonistede la GnRH en termedenombred'ovocytesretrouvésà la ponctionet de quantité

et qualitéd'embryonsobtenus.

Dans cette étude, les antagonistessont associésde façon significative à une durée de

traitementmoins longue,à desdosestotales,uneduréede stimulationpar FSH recombinante

moins longue, une quantité d'ovocytesrecueillis supérieureet une qualité embryonnaire

supérieurealors qu'avec les agonistesde la GnRH, les taux de fécondation et taux de

grossessesontsupérieurs.

2.5.2.2. Intérêt desantagonisteschezlespeo.

Les protocolesantagonistessont appréciéspour leur meilleure tolérance,leur plus grande

sécuritévis-à-visdu syndromed'hyperstimulationet notammentchezlespatientesà risquede

typeSOPK.

L'étudeprospectiverandomiséede Xavier P. (76) a comparél'utilisation d'un antagonistede

la GnRH (cétrorelix) et d'un agoniste(buséruline)pour 131 patientes.La duréemoyelmedu

traitementde stimulationest plus courtesousantagonistepar rapport au protocoleagoniste

(9.5 vs 10.6 jours). Aucunedifférencesignificative n'estnotéeentre ces 2 protocolesen ce

qui concernela quantitétotalede FSH requise,le taux d'œstradiolaujour du déclenchement,

le nombrede follicules, l'épaisseurendométriale,le nombred'ovocytesretrouvés,le taux de

fécondationet le nombrede casd'hyperstimulation.Les taux de grossessepar tentativeet par
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transfert sont de 15.1% et 17% dans le groupe antagoniste,et de 16.9% et 20.0% dans le

groupeagoniste.

La revuede la littératurede 2006 (77) retrouveplutôt une diminution destaux de grossesse,

destaux de naissancedansle groupeantagoniste.Cependant,une réductionsignificative des

syndromesd'hyperstimulationsévèreest retrouvéeavec le protocoleantagoniste(OR 0.44,

95% IC 0.21 à 0.93 ; p=O.Ol). De plus, les mesurespréventivesde l'hyperstimulation

(coasting, annulation) étaient plus souvent appliquées avec le protocole agoniste. Les

avantageset inconvénientsdoivent être pondérésau cas par cas et discutés avant un

changementdeprotocole.

2.5.2.3. les gonadotrophinesutilisées

2.5.2.3.1. FSHrecombinanteversusFSHurinaire

En 2007, une équipecanadiennea conduit une revuede la littérature (EMBASE, Cochrane,

MEDLINE, Sciencedirect) et uneméta-analysed'étudesrandomiséescomparantl'efficacité

de la FSH recombinante(FSH rec) et celle de la FSH urinaire (FSHur) en protocolesde

stimulationovariennepourla FIV et l'ICSI (78).

Les principales données étudiées sont les taux de grossessesdébutantespar cycle de

stimulation, les taux de grossessescliniques par cycle de stimulation aboutissantà une

ponction,par cycle de stimulationaboutissantà un transfeli d'embryon,les fausses-couches

précoces, les grossessesgémellaires, les syndromes d'hyperstimulation, le nombre de

follicules et le taux d'œstradiolaujour du déclenchement,la dosetotalede FSH et le nombre

total d'ovocytesretrouvésà la ponction.

L'odd ratio (OR) global concernantles taux de grossessepar cycle est de 1.21 (p=0.05 ; IC

[1.04,1.42])en faveurde la FSH rec. L'OR desgrossessesdébutantesparcyclede stimulation

estde 1.29en faveurde la FSH rec. Aucunedifférencesignificativen'aétéretrouvéeentrela

FSH rec et FSH Urinaire en termede fausses-couchesspontanées,de grossessesmultiples ou

desyndromed'hyperstimulationovarienne.

La dosetotalede FSH utiliséeestinférieureavecla FSH rec. Aucunedifférencesignificative

n'a été retrouvée concernantle nombre de follicules estimés et le taux d'œstradiol au

déclenchementainsi que le nombre d'ovocytesretrouvés à la ponction. Cependantcette

améliorationsignificativedes taux de grossessesousFSHrecpar rapportà la FSHur, n'a pu

êtredémontréequepour la FIV et non l'lCS!.
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2.5.2.3.2. FSHrecombinanteversushMG urinaire

SelonHompesPG et al (79) en 2008, lors du premiercycle de stimulationpourune lCSl, il

n'y a pas de différenceretrouvéeentre l'utilisation de FSH recombinanteou celle d'hMG

urinaire purifiée, en termesde taux de fécondation,pour une dosede départde 150UI/j. Le

groupe utilisant l'hMG a un nombre d'ovocytes par ponction inférieur, une tendance

diminuée à l'hyperstimulation,un taux d'implantationidentiqueet des taux de grossesses

débutantescomparables.

La dernièrerevuedela littérature(EMBASE, Cochrane,MEDLINE, Sciencedirect) effectuée

en 2008 sur le sujet,a identifié 7 étudesrandomiséespourun total de 2159patientes(80). La

métaanalysede cesétudesa retrouvéuneaméliorationdu taux de naissancesavecl'hMG en

comparaisonavec la FSH rec (RR=1.18; 95% lC: 1.02-1.38, p=0.03) ainsi qu'une

amélioration du taux de grossessescliniques (RR=1.17, 95% lC: 1.03-1.34). Aucune

différencen'a été remarquéeconcernantles dosesde gonadotrophines,les fausses-couches

spontanées,les grossessesmultiples, les taux d'annulation de cycle et de syndromes

d'hyperstimulation.Pour cettepopulationétudiée,l'utilisation d'hMG a été associéeà une

augmentationglobalede 4% du taux de naissance,en la comparantà l'utilisation de la FSH

recenFlV lCSl enprotocolelong.

2.5.2.3.3. L'associationdeLH etFSHrecombinantes

La validité de la théoriebicellulaire, la nécessitéde l'associationde la FSH et de la LH pour

la stéroïdogénèseovarienne pour les patientes déficitaires en gonadotrophinessont

démontrées. Cependant, la controverse persiste sur la nécessité d'adjonction d'une

supplémentationen LH lors descyclesd'AMP utilisant le protocoleagonistelong de la Gn

RH (81-83). Il estdémontréque,pendantla stimulation par FSH et protocoleagonistelong,

le taux de LH endogènedécroit jusqu'à des taux les plus bas en fin de stimulation. Il

sembleraitdonclogiquequ'unesupplémentationen LH puisseavoir un effet bénéfiqueen fin

de stimulation.Une supplémentationguidéepar le ratio décroissantdestaux de LH enmilieu

et fin destimulationestproposée(83).

Barrufi et al.(82) ont effectué une méta analyse pour évaluer l'efficacité d'une

supplémentationpar LH recombinanteà une stimulation par FSH recombinantelors d'un

protocoleagonistelong en FlV et lCS!. Ils retrouventune duréeplus courtede stimulation,

unedosetotaledeFSHrecinférieure,un taux d'œstradiolaujour du déclenchementsupérieur

lors de cetteadjonction.Cependant,aucunedifférencen'estretrouvéeen termesde nombre
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d'ovocytesretrouvés, de nombre d'ovocytes matures, de taux de grossessepar ovocyte

retrouvéà la ponction,de taux d'implantationet de fausse-couches.

D'autresétudescommecelle de Francoen 2009 (84), concluentà une améliorationde ces

critèresd'étudeset défendentl'utilisation de la supplémentationen LH, lors desprotocoles

FSHrecet agonistelong de la Gn-RH.

De nouvellesétudesprospectivesrandomiséesplus largessontnécessairespourconclure.

2.5.3. Influencedu nombred'ovocytesponctionnésetnombre

d'ovocytesmicro-injectés.

Le nombred'ovocyteponctionnépar tentativechuteavec l'âgecroissant,smiout au-delàde

38 ans.(9,15)

Selon plusieurs études (11, 15), le nombre d'ovocytes micro-injectés correspondantau

nombred'ovocytesmaturesenmétaphaseII estun facteurprédictifpositif du développement

embryonnaire.Un recueilovocytairepauvreestpourtousun facteurderisqued'échec.

2.6. Paramètresmasculins

2.6.1. Paramètrescliniques

2.6.1.1. Age paternel

Concernantla variation desparamètresspermiologiquesavec l'âgepaternel,la majorité des

étudesne retrouventpas de différencesignificative en tennesde numération,en tennesde

pourcentagede formesnormalesmaisunealtérationde la mobilité l'âgeavançant.Malgré ce

constat,la capacitéde fécondancedu spennenesemblepasêtrealtérée.

Guérin et al. ont, grâceaux donnéesde FIVNAT sur 30000cyclesde FlY en 1997 retrouvé

une diminution des taux de fécondation en FlY classiqueselon l'âge paternel, malgré

l'absencedemodificationsignificativedescritèresspermiologiques.En définitive, les taux de

grossessepartranched'âgede la femmesontidentiques(85).

La plupartdesétudess'accordentà nepasretrouverde différencessignificativesen termede

tauxdegrossesseenICSI enfonction de l'âgepaternel(86).

CependantAboulghar,M et al (87) retrouventunedifférencesignificativeen telmesde taux

de fécondationen ICSI en comparant2 classesd'âge:un premiergroupede 227 individus de

38 ans de moyenned'âgeet un secondgroupede 227 individus de 53 ans en moyenne.Le

taux de fécondationétait significativementplus élevé dans le groupe des hommesjeunes

(P<O.OOOl;OR= 1.36,95%IC=1.19-1.55).
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2.6.1.2. Obésitéchezl'homme

Chez l'hommeobèse,des troublesde la fonction érectilesont observés,notammentplus de

50% chezles hommesobèsesde 40 à 70 ans. Danscettepopulationdes troubleshormonaux

sont égalementconstatésassociésà des anomaliesdu spermogramme.Un examendu profil

honnonalchez l'hommeoligoazoospenniquerévèleune diminution significative du rappOli

testostérone/œstradiolchez les patientsdont l'IMC est supérieurà 25 comparésà ceux dont

l'IMC est inférieur à 25 (88). Les auteursrattachentcette hypoandrogénismerelatif à un

troublehypothalamo-hypophysairecausépar l'excèsd'œstrogèneschezles patientsobèses.

Une étudeaméricaineportantsur 500 patientsa mis en évidenceunealtérationquantitativeet

qualitativedu spenneen fonction de l'IMC : la numérationdesspermatozoïdesnonnalement

mobiles est négativementcorrélée à l'IMC (18.5 millions/mL, 3.6 millions/mL et 0.7

millions/mL respectivementdans les groupes inférieurs à 25, compris entre 25 et 30, et

supérieurà 30) et positivementcorréléeavecl'index de fragmentationde l'ADN (89).

L'impact de l'obésitésur la feliilité masculineestmoinsbien documentéquechezla femme.

Cependant,les anomaliesbiochimiques et spermiologiquesrapportéessont effectivement

associéesà une hypofeliilité masculine.L'étude de M Sallmenet al (90) portant sur 1329

couplesinclus dans l' Agricultura1 Health Study a en effet révélé que l' odds ratio ajustéde

l'infertilité en fonction de l'IMC du partenaireétaitde 1.12 (lC à 95%= 1.01-1.25).

Chezl'homme,des casd'azoospermiesecondairesont été rapportéssuite à la réalisationde

by-passgastrique,avecpertede 60 à 80 kg, ce qui a été relié à des carencesnutritionnelles

postchirurgicales.

2.6.1.3. Diabète

Le diabèteaffecteun nombrecroissantd'hommejeunesen âgedeprocréer.Non seulementse

posele problèmedes troublesérectileset éjaculatoires,liés aux complicationsvasculaireset

neuropathiques,mais aussileurs conséquencessur la qualité du spennepar la diminution de

fréquencedes éjaculations.Les traitementsde ces troubles tels que les inhibiteurs de la

phosphodiestérasepeuventaltérer la qualité du spenne.Les résultatssont controversésà ce

sujet dans la littérature. Le diabèteen lui-même altère la spennatogénèseen diminuant la

mobilité et la quantitédesspennatozoïdes(91).

Certainesétudes retrouvent une altération globale de tous les paramètresspennatiques:

volume de l'éjaculat, numération spennatique,mobilité et fonnes typiques. Le mauvais

équilibre du diabète et l'associationà une neuropathieconcomitantesont des facteurs

péjoratifs. Mais d'autresétudesont retrouvésdes spennessubnonnauxselon les critères
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d'analyseconventionnelschez des patientsdiabétiqueshypofertiles (92). De plus, il existe

unelargevariabilité intra-individuelle.

Plusieurséquipes,suspectantune altérationmoléculaireplus que cellulaire liée au diabètese

sont intéressésà l'altérationde l'ADN spennatique.Parmi celles-ci, l'équiped'Agbhageen

2007 (92), retrouvechezsespatientsdiabétiqueshypofertiles,en comparaisonà un groupede

patients hypofertiles non diabétiques,une augmentationde la fragmentation de l'ADN

nucléairespermatiqueet uneaugmentationdesdélétionsde l'ADN mitochondrial.

De nombreux facteurs sont mis en causecomme le stressoxydatif, les mécanismesde

phosphorylationoxydative,le manquedeprotectiondeshistones.Ils ont émisl'hypothèseque

cettealtérationde l'ADN puisseêtre en partie provoquéepar cetteexpositionrépétéeà des

glycémies supra-physiologiques,comme une agressionoxydative. D'autres études sont

nécessairespour préciserla naturede cesaltérations, leursmécanismesphysiopathologiques

et leursimplicationscliniquesprécises.

2.6.1.4. Origine du sperme

L'origine du spenneutilisé sembleavoir un impact sur la réussitede l'ICS!. Les taux de

fécondationen ICSI peuvent être classés,du meilleur au moins bon, selon l'origine des

spennatozoïdes: frais éjaculé,éjaculécongelé,épididymairepuis testiculaire(5).

L'ICSI pennetuneaméliorationdu taux de fécondationpar rapportà la FIV classiquelorsque

l'utilisation de spennetesticulaire et épididymaire est nécessaire(5). La pmi des ICSI

réaliséesavecdesspennatozoïdesrecueillis au niveauépididymaireou testiculaireest stable

de l'ordre de 6 à 7 %selonl'ABM de 2000à 2006.

Aoki et al en 2004 retrouventune améliorationde la qualité embryonnaireet du taux de

grossesseen ICSI par l'utilisation préférentiellede spermatozoïdestesticulairesà l'état frais

plutôt quecongelé(93).

Leur étude rétrospectivea comparé l'issue d'une première tentative de FIV ICSI (92

tentatives)effectuéeen utilisant la biopsie testiculaireà l'état frais (40 tentatives)ou en

utilisant les paillettescongelées(52 tentatives).Un meilleur taux de fécondationest obtenu

aveclespaillettesdespennetesticulaire76.5%versus68.3%pour le spennefrais. Cependant,

la qualité embryonnairedéfinie par un scoreembryonnaireestmeilleurepour le spermefrais

4.54 versus3.62 pour les paillettes.De même,les taux de grossesseet d'accouchementssont

supérieurspour le groupe spennefrais. Le taux de faussescouchesest supérieurpour le

groupeutilisant le spennecongelé.
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Malgré l'avantagelogistique de la ponction ovariennedifférée, l'équipe conclut à la plus

grandeefficacitéde l'utilisation de l'échantillonfrais debiopsietesticulaireaussisouventque

cela est possible,comptetenu de leur meilleur résultaten tennesde qualité embryonnaire,

taux de grossesseet taux defausse-couche.

Néanmoins,il est nécessairede prendre en compte l'évolution des protocolesde recueil

chimrgical testiculaire,de cryoconservationet les habitudesdeséquipes.

Ainsi plus récemment en 2007, l'équipe de Rigot démontre l'intérêt des recueils

d'autoconservationde spermeéjaculépour les cryptozoospermes(94).

Devant les fluctuations de la numération des recueils de spenne, notamment chez les

oligozoospermessévèreset cryptozoospennes(N<103/mL), le risque posé est celui d'une

annulationde l'ICSI le jour de la ponctionou de la nécessitéd'unebiopsietesticulaireselon

les centres. Pour éviter cela, il est proposéau patient à risque, d'effectuer des recueils

d'autoconservationpréalables.Les études,encesens,sontencourageantes.

Koscinski (94) a étudié l'issuede tentativesd'ICSI chezdesoligozoospermesayanteffectué

des autoconservationset cryptozoospermesdont la moitié n'a pu y parvenir. Chez ces

derniers, une biopsie testiculaire avait alors été effectuée.Les taux de fécondationet de

grossessepar tentativesont comparablesentre l'utilisation de spennefrais ou cryopréservé

pour le groupede patientcryptozoospenne.Parailleurs,concernantles patientsoligospelmes

ayant chacunréussi leur recueil le jour de la ponctionovocytaire,il n'a pas été retrouvéde

différenceavecle groupetémoinnonnospenne.

2.6.1.5. Spermatozoïdesissusde recueils chirurgicaux

Les résultatsde l'ICSI avec le spennetesticulairesuggèrentque la fécondationne nécessite

pasunecapacitationspennatique.

Les principaux facteursprédictifs de présencede spennatozoïdesà la biopsietesticulaireen

casd'azoospennienon obstmctivesontle volumetesticulaire,les taux de testostéroneet FSH

plasmatiquespré-opératoires(95). Ces paramètrespeuvent être des facteurs prédictifs de

l'issuede l'ICSI maisnécessitentplus d'études.

Altay et al ont effectuéune étudedes résultatsd'ICSI de patientsayant une azoospennie

obstmctiveou non obstmctive,avec recueil de spennatozoïdesissusde TESE à technique

chimrgicale identique (96). Le principal facteur prédictif de réussiteest l'âge maternelen

tennesdetaux de fécondationet taux degrossessepourcescouples.
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2.6.1.6. Azoospermiesobstructiveset non obstructives

Ishikawaet al dansleur étuderétrospectiveont étudiéles résultatsde l'ICSI sur desspermes

testiculairescryopréservéschez des azoospermesobstructifset non obstructifs (97). Ils ont

analysé le nombre d'ovocytes en métaphaseII microinjectés, le nombre de zygotes à 2

pronucléi, le nombre d'embryon, le nombre d'embryon replacé par cycle, les taux de

grossessesbiochimiqueset cliniques,les taux d'implantationet d'accouchement.

Les taux de fécondationchez les azoospermesnon obstructifsest significativementplus bas

qu'en cas d'azoospennieobstructive.Mais de bons taux de grossessesont retrouvéssans

différenceretrouvéeselonl'origine du spenne.

Les taux de succès de recueil de spermatozoïdestesticulaires lors d'une azoospenme

obstructive(AO), amélioréspar la microbiopsietesticulairede type TESE, restentsupérieurs

à ceux d'uneazoospermienon obstructive(ANO). Cependantdes étudestelles que celle de

Kanto neretrouventpasdedifférenceentreAO et ANO concernantles taux de fécondationen

ICSI et taux degrossesse(98).

Zorn B (11), en 2009, a étudié l'influence de facteursféminins et masculinssur l'issuede

220 premières tentatives d'ICSI utilisant des spermatozoïdestesticulaires en cas

d'azoospermie:107azoospenniesnon-obstructive,72 azoospenniesobstructives,41 mixtes.

Son étudede régressionlinéaire (11) et logistiqueretrouveune corrélationpositive entre le

taux de fécondationet le score de Johnsen(P=O.O16) qui pennetune classification de la

qualité histologique des tubes séminifères,ainsi que la spelmiologie et la mobilité des

spennatozoïdes.Le taux de fécondationobservéavecunestimulationovarienneparprotocole

de type agonistede la Gn-RH et FSH recombinanteest supérieurà celui obtenuavec une

stimulationovarienneavecagonisteet gonadotrophinesurinaires.(P = 0.026)

L'âgematernel,une fois de plus, estun facteurprédictifdes taux de naissanceen ICSI avec

spennetesticulaire,toutes causesconfondues.Le taux de FSH masculinen est un facteur

prédictif négatif(P = 0.019). L'étudea retrouvéune plus grandeproportionde blastocystes

développésà partir de spenne congelé par rapport au spenne frais (P = 0.034). Le

développementembryonnairejusqu'austadeblastocysteinfluence positivementles taux de

grossesse(P = 0.002)et denaissance(P = 0.005).

En casd'azoospennieobstructivepost-vasectomiele principal facteurprédictif du succèsde

l'ICSI restel'âgematernelselonl'étudedeNicopoulloset al(8) .
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2.6.2. Paramètresspermiologiques

Concemantle devenird'ICSI, les paramètresspenniologiquesreconnussont la morphologie

du spennatozoïdeet samobilité. Les résultatsde l'ICSI sont indépendantsde la numération

spermatique:de bonstaux de fécondationet de grossessepeuventêtreobtenusmêmeen cas

d'oligospenniesextrêmes.

2.6.2.1. Morphologie

La morphologiedu spermatozoïdeconstitueun paramètreimpOliant dansl'explorationde la

qualité du spermed'un homme infertile. Cependant,son évolution est dépendantede la

méthodologieutilisée et de l'entraînementde l'observateur.Un éjaculatnonnal contientdes

spennatozoïdesprésentantdesvariationsimpOliantesde la taille et de la forme de la tête, de

l'acrosome,de la pièceintennédiaireet du flagelle.

Une hétérogénéitédu spermeexistede manièrephysiologique,puisquele spermatozoïdeest

l'aboutissement d'un long processus de différenciation survenant au cours de la

spenniogénèseet de la maturationdurantle transitépididymaire.Chacunede cesétapespeut

être altérée avec pour conséquence, la production excessive de spermatozoïdes

morphologiquement anonnaux. La présence de spennatozoïdesmorphologiquement

anonnauxrend comptede la tératozoospermie,dont la définition est empiriqueen fonction

desclassificationsutilisées.Cependant,la morphologiespennatiquesembleêtre le paramètre

spelmatiquele plus constantchezun homme(99, 100).

2.6.2.1.1. Microscopieoptique

L'analyse morphologique du spenneou spermocytogrammepeut être réalisée par des

techniciensd'imagerie différents. De ce fait, les critères d'interprétationpour définir un

spennatozoïdemorphologiquementnonnalsontvariables.

L'observation en microscopie optique est la méthode la plus utilisée en routine. Elle

s'effectueà partir de préparationsfixées et coloréesexaminéesen lumière transmiseen

grossissementfinal 1 000 x avec des colorations différentes comme la coloration de

Papanicolaouou encorela coloration de Shorr. Après coloration, les spennatozoïdessont

classésen spennatozoïdesmorphologiquementnonnaux ou anonnaux.Trois principales

classificationssontactuellementutilisées(l00).

La classification de David définit le spennatozoïdenormal à partir de spennatozoïdes

récupérésdans le mucus cervical en post-coïtaI. Un spennatozoïde porteurde plusieurs

anomaliesest identifié par l'ensemblede ses anomalies.Au début des années1990, cette
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classification a subi des modifications consistant en une redéfinition des catégories

d'anomalieset la créationd'un index d'anomaliesmultiples (IAM), cOlTespondantau nombre

moyen d'anomaliesobservées,considéré comme un indicateur prédictif significatif du

pouvoir fécondantdesspennatozoïdesaussibien in vivo qu'in vitro. La valeurdu pourcentage

de spennatozoïdestypiquesestdéfinieà50%.

La classification de Kruger a utilisé des critères très stricts pour définir un spermatozoïde

nonnalen évaluantla morphologiedesspennatozoïdestrouvésau niveaude l'orifice inteme

du col aprèstest postcoïtal,commedans la classificationde David (101). Trois groupesde

spenneont étéainsi individualisésen fonction du pourcentagede spelmatozoïdestypiques:

- Fonnestypiques>14 % : spennenonnal;
- 4 % < fonnestypiques< 14 % : groupeG-pattem(bonpronostic);
- Fonnestypiques< 4 % :groupeP-pattern(mauvaispronostic.)

La classificationde Kruggerrecensechacunedesanomaliesobservéesindividuellementalors

que celle de David prend en compte toutes les anomalies observéespour un même

spennatozoïde.Aucuneinfonnationn'estdonnéesurles vacuolesdestêtesspennatiques.

La classificationde l'Organisation Mondiale de la Santé(OMS) définit, danssonédition de

1992, la descriptiondes spennatozoïdesnonnaux qui a été détaillée et les anomaliesdu

spennatozoïdeont étéprécisées(tête,pièceintermédiaire,flagelle et restecytoplasmique).Le

TPZ (index de tératozoospennie)est établi et se définit comme la moyennedu nombre

d'anomaliespar spermatozoïdeanonnal(100). En 1999, l'OMS a décidéd'adopterles stricts

critèresdu Kruger. La valeurseuil du pourcentagede spennatozoïdestypiquesest fixée à 30

%. Lesvacuolesdoiventoccupermoinsde20 % de la surfacede la têtespermatique.

Cependant,aucune de ces classificationsne permet de distinguer une tératozoospennie

monomorphed'une tératozoospenniepolymorphe. Les tératozoospermiesmonomorphes

intéressentpour une majorité des spennatozoïdes: la tête (microcéphalie,globozoospermie,

macrocéphalie,têtesmultiples,flagellesmultiples)ou le flagelle (dyskinésieflagellaire).

2.6.2.1.2. Microscopieélectronique(ME)

L'étude morphologiqueen microscopie électroniqueà transmission(TEM) ou à balayage

(SEM) des spennatozoïdesprésenteainsi toute son importanceafin d'évaluerl'intégrité des

différentesstructuresdu spennatozoïde.

La TEM visualisedessectionsde spennatozoïdeavecuneimageen doubledimensionet des

détails des structurestrès fines à un grossissementx 35 000. La structuretridimensionnelle

globale du spennatozoïdeest visualiséepar la SEM grâce au morphogrammeà balayage.
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Bartoov et al combinent les résultats des analysesen TEM (acrosome,post-acrosome,

flagelle) et SEM (taille et forme de la tête)afin dedifférencierles hommesfertiles et infertiles

(102). Ils définissent un index quantitatif structural appelé QUM (quantitative

ultramOlphologicalindex) qui, combinéaux paramètresconventionnelsdu sperme,possède

une valeurprédictivepositivede prèsde 80 %. Le QUM ne peut, cependant,pasêtre utilisé

en routine.

Figure 7: Spermatozoïdesen microscopieélectronique

2.6.2.1.3. L 'IMSI : IntracytoplasmicmorpllOgica//yselectedsperminjection

2.6.2.1.3.1. Définition

Bartoov et al. mettant au point, en 2002, un systèmeoptique appeléMSOME pour high

magnijicationI/loti/e spermmorphologyexaminationqui permetd'examinerle spermatozoïde

en temps réel à un grossissementx 6300 (l03). Son installation est baséesur l'utilisation

d'un microscopeinversé,équipéd'un contrasteinterférentiel de Nomarski et d'un objectif

100 à immersion. Ce microscopeest équipé d'un camescopevidéo 3D et d'un moniteur

couleur.

Les différentesparties du spermatozoïdecomme l'acrosome,le post-acrosome,le cou, la

pièceintermédiaire,le flagelle et le noyausontanalysées.

Un spermatozoïdenormala une têteovale, lisse,symétrique,sataille estcompriseentre4,75

± 0,28 et 3,28 ± 0,2 �~�m�. Cescritèresont été définis arbitrairementpar rapport aux études

antérieuresd'observationdesspetmatozoïdesau MicroscopeElectronique.

La chromatineestconsidéréecommeanormalesi uneou plusieursvacuolesoccupentplus de

4 % de la surfacetotalede la tête.
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Figure 8: A et B Spermatozoïdesvisualisésell microscopieoptiquepar MSOME: IIigII

magllificatioll motilespermmorplI%gyexamillatioll (grossissemelltx6600)

Une tête normale doit avoir une forme normale et un contenu normal (102, \03). Les

anomaliesdétectéespar le MSOME sontvariables,les critèresdescriptifsdéfinis par Bartoov

et al. ne sont pas,cependant,transposablesd'embléedansun laboratoirepour une analysede

routine (103). Ainsi, il est utile de définir un spermocytogrammeMSOME afin d'établir les

limites entre les spermesnormauxet les spelmesanormaux,le but étant de rechercherun

éventuelcaractèrediscriminantde cetteétudemorphologiquepermettantde différencier les

hommesprésentantdesspermatozoïdesà pouvoir fécondanta priori conservéde ceuxdont le

pouvoir fécondantseraitaltéré.

2.6.2.1.3.2. Spermocytogrammeenmicroscopieoptiqueà/art

grossissement

L'équipe d'Ubaldi et Rienzi a tenté d'évaluer l'apport de l'évaluation morphologiqueen

tempsréel des spermatozoïdesau grossissementx 6600 et d'établir un spermocytogramme

utilisableenactivitécourante(104).

La surface,la largeur,et la longueurde la têtesontmesuréesainsi que la surfacevacuolaireet

le pourcentagede cette surfacepar rapport à celle de la tête. Le nombre de vacuolesest

comptabilisé.Au terme de ces mesures,les spermatozoïdessont classésen fonction des

anomaliesmorphologiquesqu'ils présententet desvacuolesobservées.

Les spermatozoïdesont été alors classésen quatrecatégoriestenantcomptedu nombrede

vacuoles,de la surfacevacuolairepar rapportà la surfacede la tête:

- Type0 : spermatozoïdesansvacuole;

63



- Type1 : spennatozoïdeavecuneseulevacuolecouvrant0 à 4% de la surfacede la tête;

Type II : spermatozoïdeavecune seulevacuolecouvrant4 à 16% de la surfacede la tête

ou aumoins2 vacuolescouvrant0 à 16%de la surfacede la tête;

- Type III : 1 ou plusieursvacuolesoccupantplus de 16 % de la surfacede la tête.

La valeurseuil de 4 % aétédéfinie par Bmioov et al. La valeurde 16 % commelimite entre

le type II et le type III, a été choisie arbitrairementà pmiir d'une estimationvisuelle des

spermatozoïdeseffectuéeavantle débutde cetteétude(103).

Bartoov et al. et Berkovitz et al. supposentque ces vacuolessont probablementd'origine

nucléaire,en sebasantsur les donnéesde la microscopieélectronique(103, 105). L'aspectdu

noyauspermatique,observépar le MSOME, reflète la qualitéde l'ADN spermatiquequi a un

impactimpOliantsurle développementembryonnaireet le succèsde l'ICSI (103, 105).

2.6.2.1.3.3.MSOMEappliquéeà l'ICSL la naissancede l'IMSI

62 % des couplesen échecd'ICSI conçoiventaprèsune tentatived'IMSI (Intracytoplasmic

morphogicallyselectedsperminjection) sansaugmentationdu taux de fécondation.Bartoov

et al. (105) supposentl'existenced'une possiblerelation entre les anomaliesspennatiques

chromosomiques,responsablesdu défautd'implantationembryonnaireou de faussescouches

précoces,et le statutnucléairespermatiqueévaluéparle MSOME (105).

Hazouta entreprissonétudeafin d'évaluerl'utilité de ce systèmeoptiqueà fort grossissement

pour sélectionnerles spermatozoïdesà utiliser en ICSI chez les couples avec répétition

d'échecsen ICSI (106). Les couplesavecdeuxou plus de deuxprécédentséchecsen ICSI ont

subi une tentative d'ICSI classique,suivie par une tentative d'ICSI à fort grossissement,

l'ADN desspennatozoïdesa étéévalué.

Dans l'ensemble du groupe «échecsmultiples d'ICSI », l'IMSI améliore les résultats

cliniques: taux de grossesse,d'implantation, d'accouchementet le taux de natalité, sans

affecter les résultats biologiques: taux de fécondation et de clivage, morphologie de

l'embryon. L'amélioration des résultatscliniques d'ICSI est évidente, aussi bien chez les

patientsavecun hautdegréde fragmentationde l'ADN queceux dont l'ADN spennatiqueest

normal.

Berkovitzet al. ont trouvéunecorrélationnégativeentrela taille desvacuoleset la stabilitéde

la chromatinequi sembleinfluencer le développementembryonnaire(105). Juncaet al. ont

montréque l'ICSI, avecsélectiondesspennatozoïdesen hauterésolution,amélioreles taux

de grossesseet d'implantation,en casd'échecd'implantation,de tératospenniesévèreet de

fragmentationimportantede l'ADN spennatique(107).
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Dans une étuderécente,Bmioov et al. ont mis en évidenceque la surfaceoccupéepar les

vacuolesaugmentaitd'autantplus que l'incubationdes spel1natozoïdesà 37° C était longue

(pendantplusde2 heures).

2.6.2.1.3.4. Potentieldefécondancedéfinipar un scorede classification

morphologiquedu spermatozoïdeen tempsréel en leSl

Une nouvelleclassificationmorphologiquedes anomaliesde la tête des spermatozoïdesest

proposéeparCassutoN G et al (13) en2008pouraméliorerla sélectiondu spel1natozoïdeen

ICSI et augmenterle taux de fécondation,en particulierpour les couplesdont les femmesont

30 anset plus.

Leur étude rétrospective VIse à mIeux comprendre la corrélation entre la normalité

morphologiquedesspermatozoïdes,la fécondationet développementembryonnaireprécoce,

et à établiruneclassificationdétailléedesspel1natozoïdespour prévoir, en tempsréel lors de

l'injection intracytoplasmiquedu spermatozoïde,le meilleurpotentielfécondant.Avant l'lesl,

les spel111atozoïdesmobiles ont été marquésaprès aspiration. Le taux de fécondationdes

ovocytes,le développementembryonnaireet de la morphologie,les résultatsde l'injection de

spel111atozoïdesmobilesmarquéont étépris en compte.Ils prennenten comptela nOTInalité

de la taille et la fOTIne de la tête,la basede la tête,et l'absencedevacuoles.

Le scoreestbasésur la sommede 3 critères:(têtenormale= 2 points)+ (absencedevacuole

= 3 points)+ (basenOl111ale = 1 points)= scoretotal sur6 points.

La notation de trois classesde spel1natozoïdesinjectés au score décroissanta révélé une

différencestatistiquementsignificativesur le taux de fécondance:39 sur 46 (84%), 94 sur 128

(73%), et 27 sur 44 (61%), respectivement.La contributionde l'âge maternelen corrélation

avecl'évaluationdu speTInea révéléune distinction entreles ovocytesprovenantde femmes

demoinsde 30 anset ceuxde femmesâgéesde 30 ansetplus.

Le classementproposépel111etde choisirpour l'ICSI le meilleur spel111atozoïde,en particulier

pourles ovocytesde femmesâgéesde 30 anset plus.

2.6.2.2. La mobilité spermatique: le reflet de la vitalité desspermatozoïdes

Contrairementaux paramètresprécédents,la mobilité du spel111atozoïdeest corrélée au

résultat de l'ICSI car elle est le reflet de la vitalité du spel1natozoïde.Les cas

d'asthénospel111iescomplètes ou akinétospeTInies,avec une immobilité complète des

spern1atozoïdes,sont rares.Les recueilsde spel111eéjaculé répétésou la biopsietesticulaire

peuventpallier ceproblèmeenretrouvantquelquesspel111atozoïdesmobiles.
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L'étude de la vitalité des spermatozoïdesconstitue l'élément clé dans le choix des

spermatozoïdessusceptiblesd'êtreutilisésen vue de l'ICS!.

Au cours de la sélectiondu spermatozoïde,s'il n'est pas mobile, il est possibleavec une

certaine habitude de sélectionnerle spermatozoïdeà micro-injecter en vérifiant avec la

micropipetteque le flagelle estsoupleet non rigide.

La dyskinésieciliaire primaire, anciennementconnue sous le nom de syndromedes cils

immobiles, causeune atteinte respiratoireet reproductrice.En incubant les spermatozoïdes

avec la pentoxifylline l'équipe de Yildrim a obtenu de meilleurs résultatsen termes de

mobilité desspermatozoïdespour la sélectionen ICSI (lOS).

2.6.2.3. L'étudede la membranespermatiquepar le HOST: Hypoosmotic

swclling test

Plus objectif, le test de gonflement flagellaire du spermatozoïdeen milieu hypo-osmolaire

(HOST), est utilisé pour tester l'intégrité structuraleet fonctionnelle de la membranedes

spermatozoïdeset distinguerles spermatozoïdesimmobilesmaisvivants.

t t ft ft .. t 'ft

Figllre 9: Hypo-osmotic swellillg test, 011 test de gOllflemellt flagellaire ell miliell

IIypoosmotiqlle. Le 1cr spermatozoïdeà gauche est altéré, les suivants répondentà la

réaction:courbureen épingleà cheveux,raccourcissementet épaississementdu flagelle avec

gonflementde la membrane

La membraneplasmiquedu spermatozoïdeen milieu osmolairelaissepénétrerl'eaudansla

cellulequi gonfleet seballonne.

Le HOST peutêtreutilisé pouraméliorerla sélectiondu spermatozoïde,notammentchezles

akinétospermes.Il s'agitd'uneanalyseindividuelle: le spermatozoïdesélectionnéestsorti du

PYP et plongédansla solution hypo-osmolaireen un tempsde séjourminimal, ce qui induit

une réactionde gonflementde l'extrémitéde son flagelle lorsquecelui-ci estvivant. En casde

mort cellulaire, rien ne se produit. Il est admis que cette méthodepeut être utilisée pour

étudier l'intégrité membranairedu flagelle mais ne peut prouver l'intégrité fonctionnelle

céphalique.
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2.6.3.La génétiquedu spermatozoïde

2.6.3.1. Anomalieschromosomiques

Des explorationscytogénétiquessont effectuéesau préalable,chezles couplesinclus en FIV

ICS!. Leur but est diagnostiqueà la recherched'unecausechromosomiqueà l'infeliilité du

couple. Ces anomalieschromosomiquespeuventêtre numériques,comme le syndromede

Klinefelter (47, XXY), le syndromede Turner (45, XO) et leurs variantes, les réversions

sexuelles, comme les hommes XX ou les femmes XY. Mais elles peuvent être aussi

structuralescommeles translocationsrobelisoniennesou réciproques,les inversionsou les

délétions.Retrouverune origine chromosomiquepeut aussiavoir une valeur pronostiqueen

guidantles grossessesobtenuesparFIV et ICSI et éventuellementenproposantun diagnostic

préimplantatoireou prénatal(109).

2.6.3.2. Succèsdesextractionschirurgicalesdesspermatozoïdeset leSI chez

les patientsatteintsdu Syndromede Klinefelter.

Les hommesporteursdu syndromede Klinefelter ont un hypogonadismehypogonadotrope.

Ce syndromeestdiagnostiquéchez Il % desazoospenneset 1 pour 500 nouveaux-nés.Une

non-disjonction méiotique est à l'origine du caryotype 47, XXY le plus souvent et en

mosaïquepour 3% deshommes46, XY / 47, XXY. Les patientsporteursde l'anomalieen

mosaïqueont unespennatogénèseconservéeet desspennatozoïdesprésentsdansl'éjaculatle

plus souvent.Mais les patients47, XXY sont considéréscommeinféconds.Ils conservent

quelquesîlots testiculairesde spermatogénèseau sein de plagesextensivesde cellules de

Leydig et detubulessclérotiques.

2.6.3.2.1. Le syndromedeKline/elterestl'anomaliecaryotypiquela plus

représentéeen /CSL

Depuisle 1el' succèsde naissanceparTESE-ICSI pourun patientKlinefelter en 1997,de plus

en plus de centrespartagentleur expérienceen ce domainesur de petits contingents,même

s'il n'existepasde méta-analysesur le sujet. Les étudesde ceséquipess'accordentsur le fait

que les taux de succèsdes microbiopsiestesticulaires(TESE) sont comparablesentre les

patients au caryotype 47, XXY non mosaïqueet ceux porteurs d'une azoospennienon

obstructiveà caryotypenormal (110, 111), de même pour les taux de fécondationet de

grossesseparbiopsietesticulaire(111).
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2.6.3.2.2. Prétraitementpar anti aromatase,flCG, etFSH.

Danssonétudesurhuit ans,Shiff traite par inhibiteursde l'aromataseles patientsau taux de

testostéroneinférieur à 15.6nmol/Lavant la TESE pour l'ICSI (110). Cestaux sont mesurés

au moins 6 mois aprèsl'arrêt de tout traitementhormonal. Les taux moyensde FSH et de

testostéroneavant traitementsont de 33.2UIIL et 9.8nmol/L. En cas de résistanceaux anti

aromatases,celiainspatientsont reçu de l'hCG d'autresde la FSH Rec. Suite au traitement

médical le taux moyen de testostérones'élèveà 17nmol/L (p<O.Ol). Les taux de micro

biopsiespositivespar tentativeest de 72% (39/54) et de 29 / 42 hommes,pennettantl'ICSI

suespennefrais.

Les auteursont attribuéles taux de succèsdesmicro-biopsiesà leurspré-traitements.33 ICSI

ont conduità un transfertd'embryons,sur les 39 cycles.18 grossessescliniquesont conduità

21 naissances.Tousles enfantssontnésavecun caryotypenormal.

Friedleret al. ont retrouvédesrésultatsd'ICSI comparablesentrespermefrais et congelépour

lesKlinefelter (112).

2.6.3.3. Altération de l'ADN spermatique

L'évaluation actuelle des paramètresspermatiquesde routine est considéréecomme un

facteur pronostiqueinsuffisant du devenir de l'ICSI, notammentcar elle ne pennet pas

l'évaluationde l'altérationde l'ADN.

Le spennatozoïdeprésentela particularité d'avoir un génometotalement inactif, jusqu'au

momentoù il se trouve incorporédans l'œuf fécondé. Il s'ensuit une réorganisationpost

méiotiquedu génome(figure 10).

Différentesapprochesdiagnostiquesont été envisagéesallant de la mise en placeen routine

de testsde l'ADN desspennatozoïdespourévaluersacondensation(niveaud'acétylationdes

histoneset leur remplacementpar desprotamines),sa fragmentation,sa méthylation, à une

approchederecherchefondamentaledetype génomique,protéomique.
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Figure 10: Nanassy and Carrell ; Journal of Experimental & Clinical Assisted

Reproduction2008

2.6.3.3.1. La Méthylationde l'ADN

La méthylation de l'ADN est impliquée dans des processusdivers tels que: l'empreinte

parentale, l'expression du génome, l'inactivation du chromosome X, l'expression

différentiellede gènes.

Durant la spermatogénèseil y a une augmentationde la méthylationet une reméthylation

activede certainsgènesdurantle transitépididymaire.

Chezl'Homme,il y a unedéméthylationactivedu génomepaternellors de la fécondationpar

desfacteursovocytairesainsi qu'uneconformationpermissivede la chromatinepaternelle.Le

zygote formé est méthylé, puis l'embryon est déméthyléprogressivementjusqu'austade

morula. Au stadeblastocyste,la massecellulaire interne seule se reméthyletandis que le

trophectodermerestedéméthylé.

Ces étapesdoiventpermettrela différenciationcellulaire et l'expressionspécifiquede gènes

indispensablesà l'implantationet à la nutrition de l'embryon.
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L'immunomarquagede la 5Méthyle cytosinesur les spermatozoïdeshumainsrévélé par la

diaminobenzidine(DAB) a permis d'évaluerle niveau de méthylation de l'ADN et de le

confronteraux taux de grossesse.

Les défauts de méthylation de l'ADN spermatique influenceraient les capacités de

fécondation des spennatozoïdes:effet patemel précoce, et/ou le développementdes

embryons:effet patemeltardif.

2.6.3.3.2. Lafragmentationde ['ADN

Il s'agitd'unecassurede l'ADN doublebrins dueà uneagressionextérieure.

2.6.3.3.2.1. Origine de lafragmentationde l'ADN

Celle-ci peut avoir pour origine l'apoptose, l'oxydation par les radicaux libres ou une

anomaliede la spennatogénèse.

Des pathologiestelles que l'infection ou l'inflammation du tractusgénital, la varicocèle,la

cryptorchidie,la radiothérapieou la chimiothérapiepeuventêtreassociéesà uneaugmentation

de cettefragmentationde l'ADN.

L'expositionà des toxiquesindustriels,à dessourcesde stressoxydatif, au tabacet drogues

telles que le cannabissont mis en cause,mais parfois, l'étiologie reste idiopathique(figure

Il ).
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2.6.3.3.2.2. Lesméthodespour la quantificationde lafragmentation:

Différentes méthodesde quantification de la fragmentationde l'ADN ont été développées

avecuneefficacitécomparable(113).

La techniquedite TUNEL (Terminal Uridine NucleotideEnd Labeling),quantifiepar

cytométriede flux au microscopeà fluorescence,l'incorporationdu dUTP ( déoxyuridine

triphosphate),au niveaudesrupturesde l'ADN doubleet simplebrin.

Le SCSA(SpermChromatinStructureAssay)estbasésur la réponsedifférentielleà la

colorationde l'acridineorangedesspennatozoïdesà ADN fragmenté(colorationen rouge),et

ADN non fragmenté(colorationen vert).
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Figure 12 : Analysede centainesde spermespar SCSA.Comparaisond'échantillonsde

patients féconds(A) et de patients/couplesayant expérimentéune répétition de fausses

couches(B). Leséchantillonsde couplesfertilessont peuoupasfragmentés,contrairementà

ceuxdescouplesinféconds.

Le calcul du DFI (DNA FragmentedIndex = Taux de fragmentationde l'ADN) se fait par le

rapport de la proportion de fluorescencerouge sur le total de la sommedes fluorescences

rougeet verte.

La techniqueCOMET assayest baséesur un traitementdéprotéinisantle noyaudes

spermatozoïdespuis une incorporationdans l'agaroseet une électrophorèseafin de déplacer

les fragmentsd'ADN, entraînantla formation d'une comète.Celle-ci est quantifiéepar un

analyseurd'images.

Figure 13: C HelmaetM Uhl, Introductionde "A Public DomainImageAnalysisProgram

for theSingleCell GelElectrophoresisCometAssay," Mutation Research(2000)
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2.6.3.3.2.3. Le tauxdefragmentationde l'ADN: DFl

Une corrélationnégativeest retrouvéeentreles caractéristiquesspennatiqueset la proportion

de spelmatozoïdesmontrantun ADN fragmenté.

La littérature(114-116)reconnaitglobalementquepourun taux de fragmentationsupérieurà

15%,estobservéeunechutedu taux defécondation enFIV classiqueet en ICS!. Pourun DFI

supérieurà 15%, sont égalementreconnusunediminution de l'évolutivité embryonnaire,une

diminution de la probabilitéde grossesseen ICSI et une augmentationdu nombrede fausses

couchesen FIV classiqueet ICS!.

2.6.3.3.2.4. DFl etleSl

Plusieursétudes(Filatov en 1999,Morris en 2002,Tomsu en 2002) ont analyséla structure

et l'intégrité de l'ADN du spermeet ont reportéun impactdélétèresur les taux de grossesse

en FIV, lorsqu'unpourcentageélevé de spermatozoïdesest pOlieur d'ADN fragmenté.Ces

études avaient suggéré que l'altération de l'ADN pourrait servir de marqueur pour

l'évaluationde l'effet patell1elsurle développementzygotiquepréimplantatoire.

Benchaib et al en 2003 montrent dans leur étude qu'un taux élevé d'ADN spennatique

fragmentéestun facteurpéjoratif pour l'obtentiond'un embryonlors de l'lCSI mais pasen

casdeprotocoledeFlV classique(114).

Le taux de fragmentationde l'ADN sembleêtre utile commefacteurprédictif de l'issue de

l'ICSI mêmesi la qualité embryonnaire,baséesur son étudemorphologique,ne semblepas

affectéepar la fragmentationde l'ADN.

SelonTésarik en 2004, l'effet patell1elde la fragmentationde l'ADN sur le développement

embryonnaireestplutôt tardif (115). Il est reconnuque les échecsde fécondationrépétésen

FIV peuventêtredus à un effet patell1el.Tésarika essayéde démontrerle lien possibleentre

échecsde fécondationrépétésen ICSI et la fragmentationde l'ADN. Il en conclut que

l'évaluationde l'intégrité de l'ADN peut être utile pour détecterun effet patell1el tardif qui

n'estpasassociéà desanomaliesmorphologiquesdu zygoteet despremiersstadesde clivage.

Avendanoet al en 2009 dansleur étuderetrouventque la fragmentationde l'ADN chez les

patientsayantun sperme« nonnal» selonles cIitèresmorphologiquesa un impactnégatifsur

la qualité embryonnaireet la probabilité de grossesseen ICSI pour un seuil de 17.6% de

fragmentation(116).

Cependantsi l'étude de Chohan en 2006 met clairement en évidence des taux de

fragmentationde l'ADN plus élevés chez les patients inféconds par rapport au groupe
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contrôle de témoinsdonneursde spenne; dans la populationdes oligoasthénospennes,les

taux sontcomparablesentrepatientsinfécondset témoinsféconds(113).

De plus, la variabilité inter et intra-individuelledu taux de fragmentationest très importante

danscettepopulationd'hommesoligoasthénospennes.

Ceci poseà nouveaula questionde l'intérêtde sonapplicationenpratiquecourante.

En casde taux de fragmentationélevé,il convientde traiter la causesi elle existe(infection,

varicocèle).Lorsqu'aucunecausen'estmise en évidenceun traitementà based'antioxydant

peutêtreproposé:VitamineC, E, Zinc, Sélénium.

2.6.4. Impact de la leucospermie(l17)

La leucospennieesttrès fréquentemaisn'atteintde niveauimportantquechez15 à 20 % des

patients infertiles. Les leucocytesproduisentdes radicaux libres extrêmementinstableset

donctoxiques.Ils induisentégalementla sécrétionderadicauxlibresparles spennatozoïdes.

Le plasmaséminalcontientde puissantsfacteursantioxydants.De fait, la leucospermien'est

qu'inconstammentassociéeà unedégradationdesparamètresou desfonctionsspennatiques.

In vitro le processusest totalementmodifié: les leucocytespar le biais desdérivésactifs de

l'oxygène(DAO) qu'ils produisentsont de puissantsfacteursde dégradationdes fonctions

spermatiques,alors qu'il n'existeplus de facteursantioxydants.Sont atteintes:la capacitéà

faire leur réactionacrosomique,leur mobilité, leur capacitéfusiogène.Enfin la fragmentation

de l'ADN estconsidérablementaugmentée.(117)

2.6.4.1. Effets de la leucospermiesur les résultats en FIV

Des étudesont montré de façon indépendanteune cOlTélationnégativeentre la présencede

leucocytesdansle spenneet le taux de fécondationlors de la FIV.

Ainsi, des étudestelles que celle de Talbert et al. ont mis en évidenceque les paramètres

séminauxlesplus cOITélésavecunebaissede la capacitéfusiogènedesspermatozoïdessontle

faible taux de mobilité progressiveet la présenced'un grandnombrede leucocytes(118). Le

degréde contaminationpar les leucocytesdu spenneestun critèreprédictifde la fécondance

in vitro.

Dansuneétudede Zorn B et al, sur 147spennesprovenantde couplesinfertiles, la production

de DAO a éténégativementcOlTéléeaux paramètresspennatiquesstandardset positivement

corréléeavec les anomaliesde la tête. Après FIV, le taux de fécondationet de grossesse

étaient négativementassociésavec le taux de DAO (p = 0,031 et 0,041). Chez les sujets
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présentantun taux de DAO élevé, le pourcentaged'embryonsatteignantle stadeblastocyste

était significativementdiminuéaprèsleSl (119) .

2.6.4.2. Priseen chargede la leucospermie

2.6.4.2.1. Lesétudes

Il n'estpasdémontréquele traitementdu syndromeinflammatoirerestauraiteffectivementles

capacités fécondantesdu spem1e. Des essais thérapeutiquestendant à s'affranchir du

syndromeinflammatoireont étémenés.Ainsi desmonothérapiespar glutathion,antibiotiques

ou vitamineE ont étéréaliséesainsi quedestraitementsantibiotiques.

Bien quedesaméliorationsaient étérapportées,ils ont donnédesrésultatsdiscordants.Mais

ils ont souventété effectuéssur de petits effectifs, avecdes thérapeutiquessymptomatiques

donnéessansprendreen compte les causesdu syndromeinflammatoire, ou parceque les

patientsont étésuivis surde trop brèvespériodes(moinsde trois mois) alorsquedesdonnées

préliminaires laissent à penserque si une améliorationdoit avoir lieu, elle peut être très

longueà apparaître.

Les nonnesde la leucospennieretenuespour l'inclusion despatientsainsi queson évaluation

sonttrèsvariables.

Toutefois celiainesétudesont pennisde montrerque le traitementantibiotiqueaméliorede

taux cumulatif de grossessesur six mois chez des patientsleucocytospenniquesprésentant

uneinfeliilité par ailleurs inexpliquée,ce qui n'estpasle cassi un tel traitementestdonnéde

façon indifférenciéeà tous lespatientsinfertiles avecuneleucocytospennie(120).

2.6.4.2.2. Hypothèses

Le tempsestun élémentà prendreen comptecar les défensesséminalessont susceptiblesde

s'épuiseravec le temps et l'infertilité peut alors s'installer. On ne découvrejamais une

infection génitaleaiguë lors du bilan d'uneinfertilité mais toujoursdes infections anciennes

remontantà dix ansenviron.

La sensibilité individuelleau stressoxydatifpeutégalementexpliquerquedeshommessoient

fertiles pour desniveauxde leucospermiepour lesquellesd'autresseraientstérilesdu fait des

lésionsentraînéesparles radicauxlibres.

Enfin les fragmentationsde l'ADN enrelationavecla productiondesDAO peuventavoir des

conséquencesà plus long tennesur le développementde la grossesseet pasforcémentsur le

seul taux de fécondationou sur le taux d'implantation.Elles sontsusceptiblesd'entraînerdes

blocagesde division voire desgrossessesarrêtéesou desfaussescouches.(117)
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2.6.4.2.3. Enpratique

Bien qu'ils interviennentdansla physiologiede l'appareil génital et desspennatozoïdes,les

DAO, quandils sont produitsen trop grandequantité,ne sontjamaisbénéfiquesin vivo. In

vitro, ils sont toujours délétères,ce qui justifie que tout patientprésentantune leucospennie

soit traité avantuneprise en chargeen AMP et ce d'autantplus lorsqu'il n'existepasd'autre

étiologieà l'infertilité du couple.

Selonl'étudede J-P Wolf et al, le patientdoit recevoirau minimum desantioxydants,voire

desanti-inflammatoires,carpouraméliorerla qualitéembryonnaireil estnécessaired'assurer

la qualitéoptimaledesspermatozoïdes(117).

Devant une leucospenniemajeure entre un à cmq millions de leucocytes/ml, selon les

équipes,un traitementsimilaire à celui d'uneprostatitechroniqueau moins trois mois avant

l'AMP incluant antibiothérapieset anti-inflammatoires,peut se légitimer mais aucuneétude

prospectiverandomiséen'aencoreeu lieu.

2.6.5. Impact desantioxydants

L'effet bénéfique de ces traitements antioxydants est encore discuté à ce JOur et les

observationssontparfoiscontradictoires.

L'utilisation de traitementsantioxydantsa pour but de lutter contre les dérivés actifs de

l'oxygène qui conduisent à la fonnation de produits oxydatifs, potentielles sources

d'altérationde l'ADN et d'effetmutagène.

Greco,en 2005, a étudiéle bénéficesur les issuesd'ICSI, de traitementsoraux antioxydants

lors d'altérationde l'ADN spennatique(121). Un traitementà basede vitamine C 19/j et

vitamineE 19/j a étésuivi par 38 hommesdont le taux de fragmentation(DFI) était élevé(>

or =15%) surl'éjaculat,pendant2 moisaprèsun échecdetentatived'ICS!.

Pour29 de cescas,ce traitementa conduità unedécroissancedu DFI et à uneaméliorationdt

taux de réussitede la tentativesuivante.Cetteétudene retrouvepasd'améliorationdu taux de

fécondationni du taux de clivageni de la morphologieembryonnaireentreles deuxtentatives

d'ICSI sanspuis avec le traitementantioxydant. Cependant,une améliorationdes taux de

grossesse(48.2% versus6.9%) et d'implantationest retrouvée(19.6% versus2.2%). Cette

étudesurdepetitscontingentsesten faveurd'uneaméliorationdesrésultatsde l'lCSI, en cas

de fragmentationde l'ADN, parun prétraitementparantioxydants.

L'étudede Menezoen 2007 (122)retrouveégalementune régressionde la fragmentationde

l'ADN (-19.1%, P < 0.0004),suite à un traitementpar vitaminesanti-oxydantesassociéesà
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du zinc et du séléniumsur une duréede 90 jours mais égalementune augmentationde la

décondensationde l'ADN d'unemêmeampleur(+22.8%,P < 0.0009).L'ouvel1uredesponts

disulfuresinterchaînesdesprotaminespeut expliquercet effet. En effet, les antioxydantstels

que la vitamine C, sont capablesde s'insérerdansles réseauxde cystineet par conséquent

d'interférerdansle génomepaternelenphasede développementpréimplantatoire.

Des observationstelles que celles-ci expliquent le désaccorddes équipessur le rôle des

antioxydantspour l'améliorationde la fertilité masculine.

2.7. Facteurs techniquesinfluençant le succèsen lesl
Indépendammentdes indications de l'ICSI et de l'histoire clinique des patients, des

paramètrestechniqueset les conditionstechniquesde laboratoirepeuventaffecterle devenir

de l'ICSI (diminution du nombre d'ovocytes recueillis à la ponction, taux élevés de

dégénérescence,faible taux de fécondation,blocagedu développementzygotique). Peuvent

êtremis en causela qualité du matérielde l'ICSI, les traitementsenzymatiques,l'expérience

du technicien.

2.7.1. Immobilisation du spermatozoïde

Les premièreséquipesréalisantl'ICSI constatèrentque le ralentissementdans le PVP ou

l'immobilisation du spermatozoïdepar pression «douce» aboutissaientà des taux de

fécondationmodérés(30-40%).

Par contre une immobilisation «agressive»par cisaillementdu flagelle élevait le taux de

fécondationà 50-70%. Ce gesteest bénéfiqueaussi sur les spermatozoïdesépididymaires

pourtant moins mobiles. En fait, cette immobilisation «agressive»entraîneune perte de

l'intégrité membranairedu spermatozoïdequi pourrait faciliter la libération de facteurs

spermatiquescytosoliquesdansle cytoplasmeovocytaireet le passagede facteursovocytaires

de décondensationde la chromatineversle noyaudu spennatozoïde.

2.7.2. Rupturede la membraneplasmiqueovocytaire

Trois typesderupturede la membraneplasmiqueont étédécrits:

la rupture normale pour laquelle la membrane se rompt uniquement lorsque la

micropipettea atteintle centrede l'ovocyte;

la rupturebrusquepour laquelle la membranese rompt dès que la micropipetteentre en

contactavecla membrane,
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la rupture difficile pour laquelle la membranese rompt uniquementaprès plusieurs

avancéesde la micropipette.

Selonle type de rupture, le taux d'ovocytesen dégénérescence,le taux de fécondationet la

qualité embryonnairedifférent. Les ovocyteshumains peuventsuppOlierun minimum de

contraintes mécaniqueset physiologiquesdurant l 'ICSI mais une rupture anonnale ou

difficile de la membraneplasmiquepeut accroitre le taux de dégénérescenceovocytaire et

compromettreles résultatsde l'ICS!. Certainespatientesavecun taux de recueil ovocytaire

élevépeuventavoir un taux élevéde dégénérescenceovocytaireélevédu fait de la fragilité de

la membraneplasmiqueovocytaire.

Celiaineséquipes,pour pallier aux membranesplasmiquesovocytairestrop fragiles ou aux

zonespellucidestrop résistantescausantunerupturesoudainede la membraneet responsable

de taux élevésdedégénérescenceovocytaire,ont mis au point destechniquesutilisant le laser

avant la microinjection. Celui-ci était déjà utilisé sur la zone pellucide pour améliorer les

compétencesde l'embryonpar le «hatching».En ouvrantet affinant la zonepellucidepar le

laser avant l'ICSI est né le Laser-ICS!. Par cette technique,des taux de dégénérescence

ovocytaireet uneaméliorationdestauxde fécondationont étéretrouvés(123).

2. 7.3. Aspiration du cytoplasme

Il est important de s'assurerque le spennatozoïdesoit bien déposédans le cytoplasmede

l'ovocyte. Lorsque la micropipette contenantle spennatozoïdeà injecter s'avancedans

l'ovocyte, elle induit une dépressionde la membraneplasmiqueovocytaire jusqu'enson

centre.Or si la membranes'estuniquementdéfonnéesansserompre,le spennatozoïdeainsi

déposéva êtrerepoussédansl'espacepérivitellin lorsquela membraneplasmiquereviendraà

sa position initiale. En aspirant le cytoplasmequi remonte dans la micropipette avec le

spennatozoïde,on s'assure de la rupture effective de la membrane plasmique. La

systématisationdecegesteapennisd'améliorerles résultatsentennedetauxde fécondation.

2.7.4. Influence du systèmedeculture

Il est important de considérerle systèmede culture plutôt que le milieu de culture seul

puisquetous les aspectsdu systèmede culture nécessitentd'êtreoptimisés.Il est nécessaire

de prendreen compteles chambresd'incubation,le taux d'02, l'huile recouvrantle milieu.

Lesprocéduresdecultureont beaucoupplus changéquela techniquede l'lCSI enelle-même
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2.7.4.1. Les milieux de culture

En bref, les milieux de culture spécifiquesà l'AMP développésdans les années80 étaient

assezsimples,consistanten de simplessolutionssaléesenrichiesen sourcesénergétiques,ou

en des solutionscomplexesavec addition d'aminoacides,de vitamines et de précurseurs

d'acidesnucléiques.Dansles années90, des améliorationstelles que le retrait du glucoseet

du phosphateet l'ajout de taurine,citrate,glutamine,et l' EDTA ont été apportées.Gardneret

Laneont montréqu'uneséquenced'acidesaminésessentielset non essentiels,associéeà des

vitaminespendantla phasede développementpréimplantatoirefourni un excellentsystèmede

culture pour le développementde d'embryonshumains viables du stade zygote au stade

blastocyste.Il y encoredes points de débatconcernantles milieux tels que, l'inclusion de

glucoseet le taux dephosphateinorganique,la séquenced'aminoacides.

L'addition de facteursde croissancedans le milieu de culture a montré un bénéficesur le

développementembryonnairepré-implantatoire.Ceci serait attribué à la diminution de

l'apoptosecellulaire. La présenced'IOFI a montré une réduction de 50% de l'apoptose

nucléairechezles blastocystes.D'autresfacteursde croissancetels que le LIF, le GM-CSF

ont démontréleur efficacité pour accroîtrele développementembryonnairejusqu'austade

blastocyste.

Cesrésultatsjustifieraientunesupplémentationdesmilieux de culture,maisdesconditionsde

sécurité optimales doivent s'appliquerà ces facteurs de croissanceexogènesavant une

applicationcourante.

2.7.4.2. Influence du pH

La recherchea montréque les fluctuationsde températureet de pH sont préjudiciablesaux

ovocyteset audéveloppementdesembryons.

La compositiondu milieu, principalementla concentrationde bicarbonatede sodium,et celle

en C02 de l'atmosphère,détermine le pH final du milieu. Quinn et al. ont rappOlié

l'importancede mesurerle pH final du milieu équilibré et d'ajusterla concentrationen C02

pour améliorerles conditionslocalesau lieu de se fier uniquementaux recommandationsdes

fournisseurs.

Le pH optimal pour le milieu de culture n'estpas encoreétabli et les valeursactuellessont

débattues.Il est acceptéque le pH externedu milieu de culture doive être équivalentau pH

intracellulaire des blastomères de l'embryon. Le pH intracellulaire de l'embryon

préimplantatoirea étédéterminéentre7.0 et 7.3. Les milieux proposentle plus souventdes

pH entre7.2 et 7.3+/- 0.1 sous1 atmosphèredepressionà la concentrationde 6% deC02.
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2.7.5. Taille de la pipetteutiliséepour la microinjection

L'étudede Yavas et al en 2001 a comparél'efficacité de deux types de pipette d'injection

utilisés pour l'lCSI (124). L'une avecun plus grand diamètreintérieur (5-7 flm) et un cône

plus comi avec ce diamètreintérieur est comparéeà une autre avec le plus petit diamètre

intérieur possible(3-5 flm) et un cône plus long avec ce diamètreintérieur. Les ovocytes

recueillis au stademétaphaseII ont été injectés à l'aide de l'une des deux micro-pipette

d'injection,en33 et 94 cycles,respectivement,surun total de 127 cyclespour 108 patients.

La pipetted'injectionavecle plus petit diamètreintérieur possiblea augmentéle taux nonnal

de fécondation:70% (+/- 3,6%) contre86 %(+/- 2,2); (p = 0,001) par rappoli à la pipette

d'injection avecle plus granddiamètreintérieur (5-7flm) au côneplus court. Elle a diminué

l'incidencede la dégénérescenceovocytaire14 %(+/- 2,4) vs 5%( +/- 1,4%), (p =0 .001) et

celle des zygotesmultinucléés1,0 % contre 0,1%. La pipette d'injection avec le plus petit

diamètreintérieura augmentéle nombred'embryonsdiploïdesà J2 de 69% (+/- 3,7% ) à 85

% (+/- 2,2)%, (P = 0.001) et le nombred'embryonsdiploïdesà J2 de bonnequalité de 67%

(+/- 4,0)% à 79% (+/- 2,4)%, (P =0.03), pour tous les ovocytesinjectés, et a augmentéle

nombrede blastomèrespar embryonde bonnequalité à 12 : 3,0% (+/- 0,21%) versus3,8% (

+/- 0,12%),(P =.0003).

Cette étude montre que l'utilisation en ICSI d'une pipette d'injection avec le plus petit

diamètreintérieurpossible(3-5flm) au côneplus long avecun plus granddiamètreintérieur

pennetd'améliorerle taux de fécondation,de réduire l'incidencede la dégénérescencepost

injection et celle des zygotes multinucléés et une amélioration du développementdes

embryons.

2.7.6.Résultatsdel'leSl opérateur-dépendants?

Rosen et al en 2006 (15) dans leur étude de cohorte ont examiné 6650 ovocytes ayant

dégénéréaprèsl'ICSI pour déterminersi le taux de dégénérescenceovocytaireest technicien

ou médecin-dépendant.Par des analysesmultivariées, l'étudene retrouvepas d'impactdu

technicienou du médecindansleur étude. Par contre,elle implique le taux de FSH à 13, le

nombre d'ovocytesmaturesà la ponction, le taux d'œstradiolau jour du déclenchement

commefacteursprédictifsindépendantsdu taux dedégénérescenceovocytaire.
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2.8. Approche morphologique et cinétique du développement

embryonnaire

Le développementde l'embryonavant l'implantationconstitueavec l'implantation l'un des

deuxévénementsclésde l'obtentionet de l'évolution future d'unegrossesse.

Les travaux réalisésau cours des dix dernièresannéesont contribuésoit à hiérarchiserles

paramètres utilisés, soit à ouvrir de nouvelles perspectives pour évaluer la qualité

embryonnaire.

D Royèreet F Guérifen2008,ont effectuéunesynthèsede l'étatactuelet desperspectivesen

embryologieclinique (59). Les paramètresconcernantla cinétique,comme la morphologie

desembryonsavantl'implantation,sont intégrésen routine,dansl'arsenaldesapprochesnon

invasivesde la qualitéembryonnaire.

Cependant,les donnéesissuesdes techniquesmicrovidéographiquesainsi que les analyses

multivariéesréaliséessurdeseffectifs importantsont conduità relativiserleur imp0l1ance.

-.,-----.. (B)(A) .....-.....,........
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Figure 14 : Aspectsmorphologiquesde l'embryoll préimplalltatoire
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A. Aspect typique de zygote avec appositiondes pronuclei et alignementdes précurseurs

nucléolaires.B. Embryon à j2 « top quality » avec quatreblastomèresde taille identique,

comportant chacun un noyau unique en interphase, sans exsudat cytoplasmique. C.

Blastocysteà j5 expansé,avec une assisecontinuede cellules trophoblastiques,un bouton

embryonnairecompact.D. Blastocysteà j5 en début d'éclosionavec une massecellulaire

internedenseenvue frontaleet uneassisedecellulestrophoblastiquesjointives.

2.8.1. Statutmorphologiquedeszygotesetclivageprécoce

L'observationen microscopiqueoptique,techniquesimple et non invasivepennetd'évaluer

le développementdespronuclei (PN). Les ovocytessont considéréscommefécondésquand

ils contiennentdeux pronucléi et anonnalementfécondés lorsqu'ils ont trois et plus de

pronucleiou lorsquel'ovocytea étéactivéparparthénogenèse(un pronucleus).

L'assemblage,la croissanceet la fusion mutuelle de précurseursnucléolaires (NPB)

constituent la phaseprécocede nucléogenèseselon une représentationmorphologiqueet

chronologiqueétabliepour les zygoteshumains.Les zygotessont classéscommeayantune

plus ou moinsbonnemorphologieselondescritèresbaséssur le nombreet la distributiondes

précurseursnucléolaires.

Un scoreà 11 a d'abordétéproposépar Scottet Smith en 1998,pour intégrerla positiondes

PN, la position des NBP, l'aspectdu cytoplasmeet la progressionvers le premier clivage

(125). Cesscoresétaientcorrélésau taux d'implantationdesembryonstransférés.
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Figure 15 : ClassificationmorphologiquedeszygotesselonScottetal. (2000) dans Human

Reproduction

Par la suite, ce score initial a été simplifié par les auteurs(classificationZ1 à Z4) afin de

pennettreun usagequotidien.Au mêmemoment,l'équipede Tesarika proposéune cotation

différentedes zygotesà 11 qui incluait le nombredes précurseursnucléolaires(NPB), leur

distribution(polariséeou nonpolarisée)danschaquePN, la taille relativedesdeuxPN et leur

position l'un par rapport à l'autre. Six profils morphologiquesdes PN (profil 0 à 5) étaient

distingués;ils concernaientuniquementles PN de taille identiqueet apposésl'un à l'autre.

• Pattern a

• Pattern 1

• Pattern 2

• Pattern 3

• Pattern 4

• Pattern 5 �E�B�'�~
Figure 16: ClassificationmorphologiquedeszygotesselonTesarik& Greco(1999)dans

HumanReproduction
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Le profil 0 correspondaità des zygotes ayant le potentiel implantatoire le plus élevé. La

polarisation des NPB n'est pas observéeau tout début du développementdes PN mais

apparaîtprogressivementavec le tempspar coalescencedes NPB donnantnaissanceà des

NPB plus volumineux.De plus, la synchronisationentreles deux PN sembleplus importante

que la polarité elle-même.Depuis la publication de ces « stadifications» de zygotes,des

variantesont étéproposéesdansla littérature.

La plupartdesobservationsrapportéessur le statutmorphologiquedesPN a été réalisé16 à

20 h aprèsinséminationou micro-injectiondansla mesureoù cettecinétiqueest influencée

parla techniqueutilisée.

Modèle"0"

Modèles"autres"

Figure17: Classificationsimplifiéedela morphologiedespronucléipubliéeà l'origine par

Tesariket Grecco (2000). Modèle "0": Zygotesmontrant le mêmenombrede précurseurs

nucléaires(NPB) répartisuniformémentou de largesNPB avecunerépartitionpolariséeentre

les deux pronucléi. Modèles "autres": Tous les autres modèlesde répartition avec des

alignementsnon-symétriquesdesNPB incluantla variabilitédu nombredeNPB.

Dans une étude concernantplus de 4000 embryonsen suivi individuel, en utilisant une

versionsimplifiéedescritèresproposésparTesariket Greco(profil 0 typiqueversusprofils 1

à 5 atypiques),Guérif et al. ont confirmé l'impact qu'avait le profil atypiquedes PN sur

l'arrêt du développementau-delàde 12 (126). En revanche,le profil typique des PN était

associéavecle pourcentagele plusélevédeblastocystes.
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La présenced'un halo cytoplasmique lors de l'observation des PN est un marqueur

supplémentairede la viabilité embryonnairesusceptibled'influencer la qualité du futur

blastocyste,sansaffecter la capacitéde l'embryon à atteindrece stadede développement.

Mais cetélémentrestedébattu(127).

L'appmition ou non du premier clivage est une autre caractéristiqueanalyséeà 11, le plus

souvententre 25 à 27 h après la micro-injection (lCSI). La nécessitéde décalerle temps

d'observationentreFIV classiqueet ICSI, d'environ2 heures,pourobserverle mêmetaux de

clivage est discutée.La micro-injection court-circuitequelquesétapesde la fécondation,ce

qui enraccourciraitla durée.

De plus, il a été observéque les embryonsprésentantun premier clivage dès j 1 étaient

associésàunefréquenceaccrued'embryonsde «topqualité».

Un scorede qualité embryonnairenon invasifbasésur le délai avantle premierclivage a été

introduit par Shoukir et al. en 1997 et Sakkaset al. en 1998 (128, 129). Les zygotesqui

atteignent la premièredivision méiotique entre 25 et 27 heuresaprès la micro-injection,

embryons au clivage précoce (EC), conduisentà des taux de grossessedoubles et taux

d'implantationtriples à ceuxn'ayantpasprésentéun clivageprécoce.

Cette observationest en accord avec d'autresétudesayant rapportéune meilleure qualité

embryonnaire(définie par le nombrede blastomères,la régularitédesblastomères,l'absence

de multinucléationdesblastomères)de la cohortesi un clivage précoceétait enregistré25 à

27 h post-lCS!. Le lien entre ce clivage précoceet le développementqui suit n'est pas

définitivementétablimaiscertaineshypothèsesont étéavancées:

le clivageprécoceconcerneraitdesovocytesprésentantunemeilleuresynchronisation

nucléocytoplasmiqueet moins exposés au risque d'atteindre le seuil minimal critique

d'ARNm maternelsavantl'activationdu génomeembryonnaire;

la contribution de facteurs paternels est aussi à envisager. Chez l'Homme, les

centriolesqui contrôlentles premièresdivisions mitotiquesde l'embryonsontapportéspar le

spermatozoïde.De plus, chez les bovins où le premiercycle cellulaire influence l'évolution

du développementembryonnaire, la formation du pronucleus paternel conditionne la

régulation du métabolismeglucidique de l'embryon et le début de la phase S pour le

pronucleusmaternel(130). Par conséquent,la qualité du spermatozoïdepeut être un facteur

additionnelinfluençantle clivageprécoce

les embryonsayantun statutchromosomiqueaneuploïdeseclivent généralementplus

lentement(131).
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En 2008, Hesters et al ont évalué la morphologie embryonnaireà la première division

cellulaireen complémentdu gradeou scoreembryonnaireà J2 et ont démontréqu'elleestun

facteurprédictifd'implantationet degrossesse(132).

Guérifet al. ont observéqueles embryonsprésentantun 1er clivageà JI aboutissaientenviron

deux fois plus souvent à un blastocyste,et ce, avec une cinétique plus rapide que les

embryonsne présentantpas ce 1er clivage (126). D'autres étudesmenéesdans l'espèce

humaineretrouventque le taux de blastocystesissusd'embryonsà clivageprécoceà JI par

rapportàdesembryonssansclivageprécoceestsignificativementplus élevéà J5.

La sélectionpar le gradeau clivageprécocedu zygotepeut avoir un impact sur la pratique

quotidienneenaméliorantla sélectionde l'embryonnotammentlors du replacementd'unseul

embryon(SET).

2.8.2. Zygotesàpronucléimultiples

L'apparition d'un nombre élevé de zygotes triploïdes après lCSl représenteun facteur

péjoratifde l'lCS!.

Une étude de Young et al. en 2000, sur les paramètresliés aux taux élevés de zygotes

multipronucléésen lCSl, montre que les patients avec une forte incidence de zygotes

triploïdes ont besoin d'un nombre significativement plus élevé d'ampoules de

gonadotrophineset leur pic d'œstradiolestplus faible que celui des cascontrôles.En outre,

les taux de fécondationétaientsignificativementplus bas,et bien quela qualitédesembryons

et quele taux degrossessescliniquessoientplus faibles,ellesnesontpassignificatives.

L'équipede Rosenen 2004, a remarquéune augmentationdestaux de zygotesà 3 pronucléi

(3PN) en lCSl chezles femmesayantunequalitémédiocredesovocytes,caractériséeparun

cytoplasmegranuleux,une membraneplasmiquefragile et un globule polaire fragmenté

(133). Ils suggèrentquele taux dezygotesà 3PN peutêtreun marqueurobjectifdemauvaise

qualitéovocytaire.Afin de détenninersi desparamètrescliniquespeuventinfluer sur ce taux,

ils ont tentéd'évaluerl'impactde la stimulationovariennesur les taux dezygotesà 3PN.

Aprèsavoir ajustél'âge et le nombrede follicules de grandetaille (18 mm), l'étudea montré

unecorrélationsignificativeentrele nombretotal dejours destimulationet le taux dezygotes

à 3PN (p = 0,05). Le taux dezygotesà 3PN estplus faible lors d'un déclenchementpar hCG

entre le 10ème et 12ème jour. Dans les situationsoù l'hCG est retardéeau-delàde 12 jours,

lorsqu'aumoins2 grosfollicules étaientdéjàprésents,uneaugmentationsignificativedu taux

dezygotesà 3PN estretrouvée.
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Ni l'âge, ni la dose totale de gonadotrophinesadministrées,ni le taux d'E2 le jour du

déclenchementparhCG, ni le nombretotal d'ovocytesponctionnés,ni le techniciende l'ICSI

n'étaientsignificativementassociésautaux dezygotesà 3PN.

En sebasantsur cetteaugmentationdes taux de zygotesà 3PN en ICSI commemarqueur

objectifde la qualitédesovocytes,l'étudeconcluequeprolongerla stimulationau-delàde 12

jours, pour augmenterle nombred'ovocytesmatures,peut nuire à la qualité desovocyteset

diminuerleszygotes à2PNutilisablesen ICSI (134).

2.8.3. Statutmorphologiqueà J2/J3

2.8.3.1. L'embryon«top guality »

Une bonnequalitéembryonnaireou embryon«top quality» peuventêtredéfinis parun taux

de clivage à 4 cellules à J2 ou 8 cellules à 13, des blastomèresde taille égale, une

fragmentationde l'embryoninférieureou égaleà 20 % et l'absencedeblastomèrepolynucléé

(135).

2.8.3.2. Critèresd'évaluationà J2/J3

Le développementembryonnaireprécocea fait l'objet d'unegrandeattentiondèsle débutde

l' AMP, pour plusieursraisons.D'abord, il s'estavéréplus efficacede transférerl'embryon

dèssondeuxièmejour dedéveloppementplutôt qu'austadededéveloppementcorrespondant

à son arrivée dans l'utérus (blastocyste),car les conditionsde ce développementn'étaient

alors pas maîtrisées.Ensuite, avec l'essor rapide des stimulations plurifolliculaires, le

problèmedu choix desembryonsà transférers'estposéet en conséquence,l'appréciationdu

potentielimplantatoirede l'embryonpourorientercechoix.

L'influencepronostiquede la morphologiedesembryonsà J2 ou à 13 a été évaluéesoit lors

de transferts embryonnairesuniques, soit lors de transfelis embryonnairesmultiples

homogènes,soit lors de transfertsembryonnairesmultipleshétérogènesmais,dansce dernier

cas, en définissantdes scoresvisant à évaluerglobalementla morphologiedes embryons

transférés.

Différents critèrespronostiquesont émergéde cesétudescommedes donnéesplus récentes

issuesdestransfertssélectifsd'un embryon:le nombre,la taille et la forme desblastomères,

la proportionde fragmentsanuc1éés,la présencedeblastomèresmultinuc1éés(136).

Après deux jours de culture le stade4-5 cellules, aprèstrois jours de culture le stade6-8

cellulessontassociésaveclesmeilleureschancesd'implantation.
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À ce stadede clivage,desembryonsprésentantpasou peude fragmentationet uneabsencede

blastomèremultinuclééont un taux plus élevéd'implantationque des embryonsayantun ou

plusieursblastomèresmultinuclééset/ouprésentantplus de fragmentation.

Par la suite, des analyses vidéomicrographiquesont attiré l'attention sur le caractère

dynamiquedu développementembryonnaireen relativisant la signification de l'observation

de fragmentsou exsudatscytoplasmiquesà un momentdonnédu développementmêmesi

leur impactenpratiquecliniquerestespéculatif(137).

L'évaluation combinéede la morphologiede l'embryon à J2 ou 13 associéeau score de

morphologiedespronucléiaméliorela sélectiondesembryonsàtransférer.(138)

2.8.4. Cultureprolongéeau stadedeblastocyste

Bien que la culture prolongéede l'embryon humain jusqu'austadede blastocyste(15/16),

situationla plus physiologiquepour l'arrivéede l'embryondansl'utérus,ait étéproposéedès

les premiers développementsde la FIV, elle ne s'est réellementdéveloppéequ'avec les

coculturespuis les milieux séquentiels.Saplacedansla stratégiede transfeli restecependant

l'objet de controverse(139). Ses défenseursargumententsur la capacité de la culture

prolongéeà sélectionnerles embryonslesplus compétentsau développement.

Des critères morphologiquesincluant la taille de la cavité, la densité et la continuité de

l'assisecellulaire trophoblastique,la densitéet la cohésiondu boutonembryonnaire,ont été

reliésavecle potentielimplantatoiredu blastocyste.

Les raisons de la perte d'environ la moitié des embryons pendant cette période

préimplantatoirerestent mal comprises, même si des anomalies chromosomiques,une

expressioninadaptéedu génomeembryonnaire,des conditionsde culture non optimalesou

unematurationovocytaireinadéquateont pu êtreavancées.

2.8.4.1. Développementau stadede blastocystecommecritère additionnel de

réussiteen leSI?

Si le débatresteouvert, des élémentsde réponsesont tout de mêmedisponibles.Le premier

concernel'évaluationdesaneuploïdiessur les embryonsprécoceset leur devenirau coursdu

développementpréimplantatoire (140). Les embryons capables d'atteindre le stade de

blastocysteont un pourcentaged'euploïdie plus élevé que les embryons arrêtant leur

développement(65 % versus24 %) mêmesi celane concerneni les mosaïques,ni certaines

monosomiesou trisomies. Le second résulte de l'analyse hiérarchisée,des critères de
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développementde l'embryon, précédemmentrapportée(126). En effet, non seulementla

contribution des critères morphologiquesprécocespour prédire la capacitéde l'embryon à

poursuivreson développementrestefaiblementdiscriminative,mais aussi,une fois atteint le

stadedeblastocyste,la capacitéd'implantationde celui-ci ne dépendplus de critèresprécoces

du développement.

2.8.5.Approchesfonctionnellesde la compétenceau développement

Associées à ces critères morphologiques, des approches fonctionnelles deviennent

envisageables.Elles concementl'ovocyte ou l'embryon, d'une part, l'environnementde

l'ovocyte avant la fécondation, ou l'embryon avant son implantation d'autre part. Les

approchesnon invasives s'appuyantsur la métabolomiquecomme la protéomiquesont

prometteuses.

L'émergencedes techniquesen « -omlque » n'a pas seulementconceméde nombreux

secteursde la pathologiehumaine,elle s'estaussidéployéedansle champdu développement

embryonnairecommede l'implantation. Il convientde distinguerles approchesdirectessur

l'ovocyteet l'embryon,invasiveset qui conserventun caractèreexpérimental,des approches

indirectessur l'environnementde l'embryon,non invasives,qui pourraientêtreaccessiblesen

pratiqueclinique.

2.8.5.1. Approche transcriptomigue sur l'embryon

Expérimentéechez les animauxd'élevage,cette approchea pennisde distinguerdes gènes

dont le niveau d'expressionest corrélé avec l'échec d'implantationde l'embryon lors de

l'implantation (TNFa, par exemple) de gènes dont le niveau d'expressionest relié à la

poursuitede la gestation(CDX2 facteur transcriptionnelimpliqué dans l'implantation et le

développementplacentaire),voire de gènesdont le niveau d'expressionest relié avec la

survenuecommela poursuitede la gestation(TXN, la thiorédoxine). Cette stratégiea été

utilisée expérimentalementchez l 'hommeà partir de biopsiestrophoblastiquesréaliséessur

des blastocystesdont l'implantation était ensuite vérifiée sur la base d'une identification

génétiquede type fingerprint. Il a été ainsi possibled'identifier des gènesimpliqués dans

l'adhésion ou la communication cellulaire et dont le niveau d'expressionétait relié à

l'implantation(141).
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2.8.5.2. Approcheprotéomique

L'approcheprotéomiquepeut être invasive, concemantdirectementl'embryon, maIS aUSSI

non invasivelorsqu'elleconcemel'étudedu milieu environnantde l'embryon. Les premiers

résultatsouvrent des perspectivessur l'identification de marqueursde développementou

d'arrêtdu développement(142).

2.8.5.3. Approchemétabolomique

Elle s'appuiesur l'identification de celiainsmétabolitespar des techniquesde spectroscopie

Raman ou proches de l'infrarouge. Des profils compatibles avec un potentiel de

développementet/ou d'implantationde l'embryonpeuventainsi êtrecaractérisés,pennettant

d'établirde véritablesscoresde viabilité (143). Les approchesdéveloppéesrécemmentsur la

respirométriede l'embryon,mesurantla vitessede consommationd'oxygènede l'embryon,

sontégalementunesourced'infonnationsdiscriminantesdanscertainsmodèlesbovins(144).

Les approchesfonctionnellessontprometteusessansqu'il soit possibled'indiquerlaquelleou

lesquellesentrerontdansla pratiqueclinique.

2.8.5.4. Développementembryonnairepréimplantatoire: quelles

perspectives?

Il estencoredifficile de prévoir panni tous les critèresde développementprésentés,ceux qui

seront à la fois robustes,fiables et transposablesen pratique clinique. Cependantl'apport

intellectuel de ces résultatsest indiscutable.Cetteréflexion est indissociablede l'étudedes

mécanismesimpliqués dans le processusde l'implantation. Au total, de plus en plus

d'observationsillustrent le fait que « l'embryon capablede s'implanter»doive suivre un

profil d'expressiongénique,protéiqueet métaboliquedansune chronologieprécisesansà

coupset sansstress(<< Quietembryo» (145)).

2.9. L'avenirpour l'ICSI

2.9.1. Uneaméliorationdestechniquesdesélectiondesgamètes

2.9.1.1. Sélectiondesspermatozoïdesavecl'acidehyaluronique

2.9.1.1.1. Intérêtde l'acidehyaluronique

Au coursde la fécondationnaturelle,l'acidehyaluronique(AH) semblejouer un rôle central

dansla sélectionphysiologiquedu spennatozaoïde.En effet, l'AH estnonnalementprésente

sur la matrice extracellulairedu cumulus oophorus entourant l'ovocyte. Celle-ci est une

fonnidablebarrièrequeseul le spennatozoïdemature,ayantexposésesrécepteursspécifiques
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pour se lier à l'AH et la digérer,peut dépasserpour atteindreet pénétrerla zonepellucideet

féconderl'ovocyte.

Les spermatozoïdescapablesde se lier de façon pennanenteà l'acide hyaluroniquein vitro

sontmatureset ont terminéleur processusde spermiogénèse: le remodelagede la membrane

plasmique,l'expulsiondu cytoplasmeet la maturationnucléaire,selon l'étudede Huszaren

2003.

La maturationspem1atiqueconduit à la fonnation des sites de liaison à l'AH et à la zone

pellucide ovocytaire. Les spennatozoïdesmaturespossèdentune densitéélevéede sites de

liaisonà l'acidehyaluronique.

Au contraire,les spennatozoïdesimmaturesavecun déficit de remodelagede la membrane

plasmiquen'ont pas cette capacitéà se lier à l'AH (146). Les spermatozoïdesimmatures

montrent aussi une plus grande rétention d'enzymescytoplasmiquescomme la créatine

kinase, un niveau de péroxydation lipidique augmenté,une fragmentationde l'ADN en

conséquenceainsi qu'uneproportiond'anomaliesmorphologiquesplus impOliante(147).

De plus, les spermatozoïdesdont la maturitéestarrêtée,ont uneexpressionplus faible de la

protéinede chocHspA2, ce qui peutcauserdesanomaliesde la méiose et peutêtrecorréléà

des aneuploïdiesméiotiques. Ceci peut expliquer le fait que la fréquencedes aneuploïdies

chromosomiquessoit réduitede 5.4 fois chezles spennatozoïdesmaturescapablesde selier à

l'acidehyaluroniqueparrapportà ceuximmaturesqui n'ontpascettecapacité(148).

Il a été démontréque la micro-injection de spennatozoïdecouvert d'acide hyaluronique

n'avaitpasd'effetnégatifsurle développementdu zygote.

2.9.1.1.2. Amélioration de la sélectiondesspermatozoïdespour l'leSl

Associéà la morphologie,l'équipede Sakkasàpartir de2003(146)puis Ubaldi en 2008 (104)

et Pannegianien 2009 (149) ont suggéréque la sélection des spennatozoïdespeut être

amélioréesur la basede sacapacitébiochimiqueà selier à l'acidehyaluronique.

L'étudede Parmegiani,baséesur cesconnaissancesa eu pourbut de mieux définir le rôle de

l'acide hyaluronique dans la sélection des spennatozoïdesà chromatine nonnale pour

optimiserles résultatsde l'ICS!.

2.9.1.1.2.1.Diminutiondu DFI

Une 1ère étudea retrouvéunediminution de la fragmentationde l'ADN spermatiquechezles

spennatozoïdessélectionnéspar leur capacitéà se lier à l'acide hyaluronique(5.3%; p<
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0.001) par rappOli aux spel1natozoïdessélectionnésfrais (16.5%) sanspréparation,après

lavage ou après un bain de PVP (11.5%). Cette sélection aboutit à une diminution

significativede l'ADN fragmentéchezles spel1natozoïdessélectionnés(149).

2.9.1.1.2.2.Améliorationdescritèresmorphologiques

Leur 2e étude(149) a comparéla morphologiedes spermatozoïdespar les critèresMSOME

définis par Bartoov(grossissementx 6300)aprèsunepréparationpar gradientde densitépuis,

immersion dans une goutte de PVP pour un 1er groupe, ou immersion dans un aliquot de

milieu contenantl'acidehyaluroniqueaprès15 min d'incubationà 37°C dansle 2nd groupe.

Un taux de normalité tenantcomptede l'aspectet de la taille du noyau, de la présencede

vacuoleset de l'aspectde la chromatineestétabli enexaminant100spzparpatient.

Ce taux de nOl1nalitéestsignificativementsupérieurchezles spel1natozoïdessélectionnéspar

leur capacitéà se fixer à l'acidehyaluronique,par rapport à ceux sélectionnésaprèsun bain

dePVP.

La procédurede l'IMSI esttrès chronophage: la sélectiond'un spel1natozoïdenormalpar les

critères MSOME peut nécessiter60 à 120min. Cette étudepose l'hypothèsed'un gain de

tempspour la sélectionde spel1natozoïdeà noyauxnormauxpour l'lCSI par la sélectionpar

la liaisonà l'acidehyaluronique.

2.9.1.1.2.3. Améliorationdesrésultatsde l'leSl

La 3e étude(149) a comparéles résultatsde l'lCSI aprèssélectiondu spel1natozoïdesous

PVP (PVP-ICSI) et aprèsune immersiondansun milieu contenantde l'acide hyaluronique

(AH-ICSI). Un taux de développementembryonnairea été défini pour définir le taux de

croissancedesembryonstransférés.Le taux d'embryonsde bonnequalitédansle groupeAH

ICSI estsignificativementsupérieur(35.8%)à celui du groupePVP-ICSI (24.1%). Le taux de

développementembryonnaireest significativementsupérieur(95+/-0.8) dansle groupeAH

ICSI par rapport au groupePVP-ICSI (84+/-1.1; p<O.OOl). De plus, mêmesi la différence

n'estpassignificative,unetendanceà destaux de fécondation,de grossesseet d'implantation

plus élevésestretrouvéedansle groupeAH-ICS!.

Si ces étudesconcluentà une améliorationde la sélectiondu spel111atozoïdeavec noyau et

ADN nOl111aux par cette techniqueà l'acide hyaluroniqueet donc à une optimisation des

résultatsde l'lCSI, mais elles soulignentque d'autresétudesprospectivesrandomiséessont

nécessairespourvalider les résultatspréliminaires.
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2.9.2. Leséchecsd'activation ovocytaire

Souza en 1994 a analyséau microscopeélectroniqueles ovocytesen échecde fécondation

44h aprèsl'lCSl (150).

Toussontrestésau stadedemétaphaseII. Les 1ers Globulespolairescontenaientdenombreux

granulescorticauxet chromosomesregroupés,encoreassociésaux microtubules.Lorsquele

2nd globule polaire est présent,il présenteles mêmescaractéristiquesque le 1el' indiquant

qu'il résulte de la fragmentation de ce 1el' globule polaire et non d'une 2nde division

méiotique.Dans le cytoplasmeovocytaireprédominentle réticulum endoplasmiquelisse et

les mitochondries.Dans le cOliex ovocytaire,les granulescorticauxétaientintactssanssigne

de réactioncorticaledébutanteou incomplète.Les chromosomesovocytairesétaientretrouvés

à la périphériede l'ovocyteà proximitéde l'extrusiondu leI' globulepolaire, consistanten de

denses agrégats associés aux microtubules. La chromatine des spermatozoïdesétait

partiellementdécondensée.

Cesdonnéesont suggéréque l'échecde fécondationaprèslCSl est essentiellementdu à un

échecd'activationovocytaire.

2.9.2.1. Fécondationet activation ovocytaire

Le spermatozoïdeayantpénétréla membraneovocytaire,le noyauspermatiquesedécondense

et se transforme enduiteen pronucléusmâle. L'ovocytecomplètesa 2edivision méiotiqueet

seforme le pronucléusfemelle.Unesynthèsed'ADN seproduit dansles deuxpronucléiavant

leur union, suiviede la 1èredivision mitotique.

Lors de la fécondation,une séried'événementsintracellulairesest suggéréepour pennettre

au spermatozoïdede surmonterl'arrêt de l'ovocyte en métaphaseII, il s'agit de l'activation

ovoccytaireinduitepar le spennatozoïde.

L'interaction entre le spennatozoïdeet la membraneplasmique ovocytaire induit une

augmentationdu Ca2+, issu desstocksintracellulaires,suivie d'uneséried'élévationdu Ca2+

de grandeamplitude et de courte durée: les oscillations calciques.Le Ca2+ est un second

messagerqui transmetle signalspennatiqueafin depoursuivrela secondedivision méiotique.

Les mécanismesmoléculairesde la régulationdu cycle cellulaire ne sont pas encoreclairs.

L'augmentationdu Ca2+ intracellulaire induit la réaction corticale qui se manifestepar un

largage de granules corticaux dans l'espace péri-vitellin permettant le blocage de la

polyspermie. Le pH intracellulaire, qui devient plus alcalin participe à cette activation

ovocytaire.
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Deux hypothèses sont suggérées pour pennettre l'activation de l'ovocyte par le

spermatozoïde.La premièreestcelled'uneliaison spécifiquedu spermatozoïdeà un récepteur

sur l'oolemmequi, coupléà une protéineG ou par un récepteurà tyrosinekinase,pennetla

transductiondu signal. L'autre hypothèseest celle de la libération d'un facteur soluble

spermatique,parfois appelé oscilline, lors de la fusion des membranesovocytaire et

spermatiqueou lors de la micro-injectiondu spermatozoïdedansl'ovocyte. Ce facteurserait

capabled'induire les événementsprécocesde l'activation ovocytaireen déclenchantle pic

précocede Ca2+ et les oscillationscalciques.

Les échecsde fécondationen ICSI pourraientêtre liés à un déficit partiel ou total en ce

facteurspennatiqueou à uneincapacitéovocytaireà être activée.Plusieursétudesont obtenu

des fécondations après échecs répétés en ICSI par une activation ovocytaire par des

ionophorescalciqueou desstimulationsélectriquesovocytaires.

2.9.2.2. L'activation ovocytaire par desionophorescalciques

Gearonen 1995, a étudié l'activation ovocytaire et la fécondationchez des ovocytesnon

fécondésen ICSI (151). Des spennatozoïdesde faible viabilité ont été injectés dans des

ovocytes,âgés24 h aprèsla ponction, en présenceet en absencede calcium. Des preuves

d'activationovocytaireet de fécondationont été recherchées16-19 h aprèsl'injection. Des

injections sans spennatozoïdesont égalementété effectuéespour évaluer l'effet de la

procédured'injectionelle-mêmeet la présencede calciumsurl'activationovocytaire.

Les spennatozoïdespeu viables injectés en présencede 1,78 mM de calcium ont été

nonnalementcapablesde fécondationchezcesovocytesâgéset les zygotesont débutéleur

clivage. Aucun desovocytesinjectésaveccesspennatozoïdesen l'absencede calcium n'ont

été fécondé nonnalement,de plus, les taux d'activation ovocytaire selon les différents

protocolessouscalciumsoientsimilaires.

Terada en 2009, dans son étude, reporte un cas de grossesseréussieen ICSI après une

activationartificielle de l'ovocytepar ionophorecalcique,l'ionomycine,chezun coupleavec

uneoligoasthénospermiesévèreet septéchecsde fécondation enICSI (152).

2.9.2.3. L'activation ovocytaire par modification de la micro-manipulation en

ICSI

Tesariken 2002 dansuneétudesix cas,a tentéde sunnonterl'échecd'activationovocytaire

d'origine spennatiqueou ovocytaire en modifiant la techniquede micro-injection d'ICSI

(153). Ces modifications techniquesde la micromanipulationconsistenten une aspiration
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vigoureusedu cytoplasme,répétéeavec un mouvementde va et vient du cytoplasmedans

l'aiguille, suite à la mpturede l'oolemme,lorsquela pointe de l'aiguille d'aspirationest au

centre du cytoplasme. La micro-injection du spennatozoïdese fait à proximité de la

membraneplasmique,à l'opposédu point de mpture membranaire.Moins de 10 à 30 min

après l'ICSI, certains ovocytes micro-injectés sont plongés dans un milieu de culture

contenantun calcium ionophore. Ceci a pour but de faciliter l'augmentationdu calcium

intracellulaire.

En comparantcette procédureà la procédureclassique,ils ont obtenusplus d'activations

ovocytaireset d'embryonsdebonnequalité.Cetteéquipesuggèrequecettetechniquesoit une

alternativeà l'utilisation de calcium ionophorepour pallier l'échecd'activationovocytaire.

En effet, l'utilisation de calcium ionophoresest limitée par la connaissanceinsuffisantede

leur cytotoxicité,leur effet tératogèneet mutagène.

2.9.2.3.1. L'activation ovocytairepiezzoélectrique

Baltaci et al ont étudié l'activation piezzoélectriquedes ovocytesen casd'écheccompletde

fécondationen ICSI (154). L'étudecompareles résultatsde l'ICSI «classique»avec ceux

d'un protocoled'ICSI associéeà l'activité piézzoélectriquechezun groupede patientsayant

essuyéun échec de fécondation en leSI (Groupe A : N=21) et un groupe ayant essuyé

plusieurs échecsd'ICSI (Groupe B: N=50). Dans ce groupe A, l'activation ovocytaire

piezzoélectriqueestappliquéeà 58% desovocytesenmétaphaseII. Le taux de fécondationen

ICSI dansle groupeA est de 62% dansce protocolecontre 12% en protocoleclassique.Le

taux de fécondationobtenudans le groupeB, sur les 612 ovocytesen métaphaseII est de

48%. Danscetteétudel'activationovocytairepiézzoélectriquesembleaméliorerles résultats

de l'ICS!.

2.9.3. Recherchedemodèlesdeprédictionstatistiquede l'issue de la

tentatived'I CSI

De plus en plus d'équipesessaientd'établirdesmodèlesprédictifs de l'issuedes techniques

d'AMP.

L'équipede Van derSteeg(155) fournit un modèledeprédictionde grossessespontanéedans

l'annéequi suit la premièreconsultationd'aidemédicale à la procréation,en se basantsur

l'âge de la femme, le délai d'infertilité, le type d'infertilité primaire ou secondaire,l'état

tubaire,le nombrede spennatozoïdesmobiles,la présenceou non d'un testdeHühner.Celui

ci n'est valable qu'en cas d'QAT non sévère(nombre de spennatozoïdesmobiles après
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préparation>3 Millions) et d'absencede pathologietubairebilatérale.Font suiteun modèle

deprédictiondegrossesseen inséminationintra-utérinepuis enFIV en coursd'exploitation.

Wald et al. ont tenté de développerun modèle prédictif. Leur étude rétrospectivea été

conduite chez 113 patientsbénéficiantde l'ICSI dans le cadre d'une infeliilité masculine

sévèreavec recueil chirurgical de spermatozoïdes(156). Les donnéesétudiéescomprenant

l'âgematernel,le type de techniquechirurgicalede recueil, le type de spennatozoïdeutilisé,

les paramètresspenniologiqueset le type d'infécondité.Les résultatsont montré que l'âge

maternelest le facteur le plus prédictif de grossesse(P = 0.025), suivi du type de spenne

utilisé (P = 0.076).Le type d'inféconditémasculine (P = 0.47) et la techniquechirurgicalede

recueil (P = 0.88)nesontpasdesfacteursprédictifs.

Ces études ont pour but d'établir des échelles et des scores prédictifs. En relatant le

déroulementde l'ICSI, le praticien poulTait expliquer au couple leurs chancesde réussites

adaptéesaucasparcas,ainsi queles facteursqui influencentle résultatde l'ICS!.

Mais d'autres études doivent être conduitespour une mise en pratique de ces résultats

préliminaires.
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DEUXIEME PARTIE: ETUDE PERSONNELLE NANCEENNE
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1. Objectifs de l'étude:

L'objectif principal de cetteétudeest d'identifier les principaux facteursclinico-biologiques

corrélésà l'absencede replacementembryonnaireen ICST. L'absenced'embryonpermettant

un replacement embryonnaire intra-utérinse produit soit en cas d'échec complet de

fécondationpar l'ICSI, sansobtentiond'embryon,soit en casd'obtentiond'embryondont la

qualiténepennetpasun replacementintra-utérin.

Une fois identifiés, l'objectifestde décrirela fréquencede cesparamètresau seindesgroupes

cas et témoins, de définir s'ils sont significativement associésau risque d'absencede

replacementembryonnaireen ICST.

L'objectif secondaireest d'extraire, parmi ces paramètres,ceux sur lesquelsle patient, le

clinicien, le biologisteou le technicien ont uneincidencepourpermettreuneaméliorationde

la priseenchargeenamontou pendantla tentatived'ICST.

2. Matériel et Méthode:

2.1. Description de l'étude

Ce travail est une étuderétrospectivede type cas-témoinssur une duréede quatre ans, de

janvier 2004 à décembre2008, ceci pour une homogénéitéde pratiquede la techniquede

l'ICSI dans notre centre, en rappOli avec notre pratique actuelle ainsi que pour une

homogénéitédu recueildesdonnées.

En utilisant la base de donnéesde FIVNAT et les dossierscliniques, sont étudiés deux

groupesde patientssuivis au centred'Aide Médicaleà la Procréationde la MatemitéPinard

deNancy.

2.2. Inclusion despatients

Le groupe de cas «d'absencede replacementembryonnaire»comprendles 36 tentatives

d'ICSI n'ayantpu aboutirau replacementd'aumoinsun embryondebonnequalitédejanvier

2004 à décembre2008. La périodede 2004 à 2008 a étéchoisiepour unehomogénéitéde la

pratiquede l'ICSI etpouruneplusgrandehomogénéitédu recueilde données.

Le groupedes cas est subdiviséen 2 sous-groupes.Le 1er groupe comprend24 tentatives

ayantabouti à un écheccompletde fécondation,sansembryon.Le 2nd groupecomprend12

tentativesayantpermis l'obtentiond'un à plusieursembryonsdont la qualité est insuffisante
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pour un replacement embryonnaire intra-utérin, selon notre score embryonnaire

(fragmentationde 50%,gradeIV).

Le groupetémoin de fécondationréussiepar ICSI, comprend71 couplestirés au sort, pour

lesquelsla tentatived'ICSI a permisle replacementd'aumoinsun embryon,c'est-à-dired'un

embryon dont le score embryonnaireest suffisamment satisfaisantpour considérer le

replacement,sansanomalienumériquedespronucléini blocagede division avecun taux de

fragmentation<50%. Le nombredetémoinsa étéchoisi doubleà celuidescaspour améliorer

la puissancede l'étude.

Ces deux groupessont appariésselon l'âge mateme1.Après avoir effectuéune revue de la

littérature, ce critère d'appariementa été choisi délibérément,du fait de l'unanimité des

auteursà son sujet. Il s'agit du principal paramètreclinique influençant l'issue de l'ICS!.

L'appariementselon le critère de l'âge matemel a pennis de s'affranchir d'un critère

prédominantdansl'espoirdedémasquercertainsfacteursmoinsétudiés.

2.3. La procédure de FIV - lesl du laboratoire de FIV de la Maternité

régionalede Nancy

Cetteprocéduredéfinit le traitementet la mise en fécondationdes ovocytesd'unepatiente

après ponction folliculaire par injection intra-cytoplasmiqued'un spermatozoïde,afin

d'obtenirdesembryonsà transférerin utéro.

2.3.1. Recueildesovocytes:

Touteslesboîtescontenantlesmilieux de culture,sontpréparéesla veille de leur utilisation et

disposéesà l'étuve37°C à 5% deC02 afin depennettreun bon gazagedesdifférentsmilieux

decultureet équilibragedel'huile minérale.

Le jour de la ponction,àJO:

La manipulationnécessitele port de gantsnon stérileslavés à l'eau et essuyés,soushotte à

flux enmarche,ainsiquele port d'unmasque.

Les seringues,qui sontpréalablementrincéesau milieu de rinçageà 37°C avant l'aspiration

des follicules, contiennent le liquide folliculaire prélevé au bloc opératoire. Elles sont

déposéessurun champstériledansle sasbloc-labosuruneplatinethennostatéeà 37°C.

Les liquides folliculaires déposésdans des boites de Pétri diamètre 100 sont observés

immédiatement,sousla loupebinoculaire.
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Les complexescumulo-ovocytaires(CCO) sont recherchéset leur taille est appréciéeau

microscopeoptiqueavantle prélèvement,à l'aidedepointesdepipettesautomatiquesstériles.

Les CCO sont déposésdansune petiteboîte de Pétri, contenant2 ml de milieu de culture,

maintenueà 37°Csurplatinechauffantede la hotte.

Un peu de liquide folliculaire de chaqueseringue, prélevé stérilement dans un tube à

hémolyse stérile, est gardé jusqu'à J2 à températureambiante en vue d'une culture

bactérienneen casdesuspiciond'infectiondesmilieux deculture.

La boîtedePétri estmiseà l'étuveà 37°Cet 5% deC02 dèsla fin de la ponction.

2.3.2. Recueiletpréparationdu sperme:

La préparationde spermeen FlV ICSI a pour but d'obtenirune concentrationmaximalede

spermatozoïdesfécondants.

Après30 mn de liquéfactionà l'étuveC02, le volumedu recueildespenneestnoté,puis sont

effectuésuneévaluationde la mobilité et unenumération.

Si le pourcentagede spennatozoïdesfléchantsest supérieurà 20% et que la numérationde

spennatozoïdesestsupérieureà 1million parml, on utilise la mêmetechniquequedansle cas

d'unepréparationdespenneFIV standard.

Si le pourcentagede fléchantsestinférieur à 20% et quela numérationde spem1atozoïdesest

inférieureà 1million par ml, on utilise la techniquedite de « lavage». Pour la techniquede

lavage,la totalité du recueil est centrifugéependant15 mn avec4 ml de FlushingMédium,

dansun tubeconique,à 358 G (1500 tr/min). Le sumageantestenlevé.Le culot estrécupéré

dansl'IVF ou Globalde 0,1 à 1ml selonla densitédu culot.

25 ml de pentoxyfilinesont ajoutéssi le nombrede spermatozoïdesdansle spermefrais est

inférieurà 500 OOO/ml et/oula mobilité declasseA estinférieureà 5% sur le spennefrais, au

maximum1h avantl'ICS!.

Un testde mobilité esteffectuéet éventuellement1 étalementavecunecolorationde Harris

Shorrsi la quantitédespermatozoïdesestsuffisante(>1million)

La préparationestplacéeà l'étuveà3rC à 5% de C02jusqu'àla microinjection.

Le spermeestpréparéau labo deFIV oupréparéavantsonacheminement.
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2.3.3. Conditionnementdesovocytes:

La décoronisationdes ovocytes pelmet d'isoler l'ovocyte des cellules folliculaires qm

l'entourent.Celle-ci est nécessaireet s'effectuesous la hotte en marche,sansgant, avecun

masque.0,2 ml de hyaluronidase(synvitro hyadaseMédicult) et 0,2 ml d'IVF sont versés

dans les puits 1et 2 d'une boîte de 4 puits. La dilution peut être réaliséedans un tube 2

positionsavantdeverser0,4 ml de cettepréparationdansles 2 premierspuits.

On verse0,8 ml d'IVF dansle puits 3 et 0,8 ml de Global dansle puits 4.

Les ovocytessont prélevésdansleurs cumuluset déposésdansle puits 1 (maximum 6 à la

fois) pour effectuer des aspirations et refoulements du liquide à l'aide de la pipette

automatiquependantquelquessecondes.Les ovocytessontpasséssuccessivementdansles 2

puits. L'opérationnedurepasau total plusde2 minutes.

Ils sontrincésdansle puits d'IVF puis placéspour finir dansle puits 4.

La boîteestremiseà l'étuveà 37°C et à 5% de C02.

2.3.4. Préparationde la boîtepour réalisation del'lCSl etmiseen

gouttesdesovocytes:

Dans le couvercled'uneboîte de Pétri Falconde 6 cm, sont déposéesen colonneautantde

gouttesnumérotéesde 71ll de Global qu'il y a d'ovocytesà injecter. Les ovocytessontrincés

dans une ou deux gouttes de 20 III de Global, avant de les disposerdans les gouttes

numérotées.

A proximité des gouttesnumérotées,on disposeune goutte de lOlll de PVP pur non étalée

pour le rinçage des aiguilles et d'autres étalées finement pour la migration des

spermatozoïdes.

La boîteestrecouvertede 4,5 ml d'huileminéraledéposéedélicatementà l'aided'unepipette

de 5 ml stérilepuis elle estplacéeà l'étuve.
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Boîted'leSI : 10 Global

soushuile minéraledétoxifiée 20
(4,5 ml). 0 PVP 1030

°0
40

0Global
PVP 5

00
Global 0 00 PVP 1

0
00 PVP �1�0�~�1 : goutte pour

le rinçage des aiguilles

Figure 17 : Schémadela boîtedePétri pour la réalisatioll de l'leSlet la miseell gouttes

desovocytes.Dépôtdesgamètesdalls lesdifférelltesgoutteslIumérotées

Les ovocytessontdéposésaprèsrinçagedansle Global un par un dansles gouttesverticales

numérotées.

Les spermatozoïdessont déposés,aprèsappréciationde leur concentrationau microscope

danslesgouttesde PVP.

2.3.5. Réalisationdela micro-injectionselonla procédured'leSI

Figure 18 : Réalisatiollde la microilljectioll
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Après l'ICSI, chaqueovocyteest placédansune gouttenumérotéede 80 III de Global sous

huile, dansuneboiteFalconétiquetée60 mm testéeen embryotoxicité.

Lesovocytespeuventêtrelaissésdansla mêmegouttejusqu'àJ5 sanschangementdemilieu.

2.4. Donnéesrecueilliespour l'étude

Pourchacunedestentatives,lesparamètressuivantsont étépris encompte:

Concernantle couple,sontnotésle rangde l'ICSI, l'indication, la duréed'infertilité du couple,

l'échecpréalabled'inséminationsintra-utérines,le caractèreprimaire ou secondairede leur

infertilité, la consommationde tabacou d'autrestoxiques,le caryotypede chacun,l'indice de

massecorporellede chacun.

Chez la femme sont notés le taux de FSH, l'oestradiolémieet le rappoli FSH/LH à 13.

Concernantla stimulationde l'ovulation, l'étudeprenden comptele protocolede stimulation

et le type de gonadotrophines,la dose totale de gonadotrophines,la durée de stimulation,

l'oestradiolémiele jour du déclenchement.

Les paramètresde la ponction et la micro-injection pris en compte sont: le nombre total

d'ovocytesponctionnés,la maturité et la qualité des ovocytes ponctionnés,leur stadede

maturité: vésicule germinative, en métaphasel, métaphaseII, le nombre total d'ovocytes

micro-injectéset leur morphologie,le délai entrela ponctionet la micro-injection.

Concernantl'appréciationde la morphologiedes ovocytes, les technicienneseffectuantla

micro-injection ont apprécié visuellement au microscope le cytoplasme ovocytaire,

l'épaisseurou l'inégularitéde la zonepellucide,l'aspectdu 1el' globulepolaireou de l'espace

périvitellin et ont, pour chacunde cesparamètres,décrit s'il était nonnalou pas,pourchaque

ovocytemicro-injecté.( AnnexeIII)

Concernantl'homme, sont pris en compte l'âge, le spermogrammeavec la numération,la

mobilité, leur morphologie(prédominanced'anomaliesde l'acrosome,de microcéphalesou

d'autresanomalies),leur vitalité, la présenced'auto-Anticorps,l'état du spenne:frais ou

congelé,le modede recueil: éjaculat;extractionépididymaire;déférentielle;testiculaire.En

casd'azoospennieestnotéel'étiologieobstmctive,non obstmctiveou mixte.

Concernantl'appréciationdesembryons(AnnexeII) :

Entre 16 et 18 heures post-fécondation,les zygotes sont observés et sont notés la

dégénérescenceovocytaire, ovocytes bmns, ovocytes à 1 pronucléus,zygotes à 2 ou 3

pronucléi.

Au 2èmeou 3èmejour aprèsla ponction,sousla hotte à flux en marche,les embryonssont

observésavantle transfertin-utéro :
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Sontnotésle nombreet la qualitédesembryonsobtenusaumicroscopeobjectif20 filtre MC2

à 37°Csurplatinechauffante.

La qualitédesembryonsestappréciéegrâceà cetteclassification:

• NombredeblastomèresparembryonàJ2 et/ou13

• Régularitédesblastomèreset pourcentagede fragmentationde chaque embryon.(Annexel)

Embryonde type l : Blastomèresrégulierspasde fragmentation.

Embryondetype II : Blastomèresirrégulierset pasde fragmentation.

Embryonde type III : Blastomèresirrégulierset moinsde50% de fragmentation.

Embryonde type IV : Blastomèresirrégulierset plus de 50% de fragmentation.

Les embryonssont photographiésau grossissement20, les imagessont enregistréesdans

l'ordinateurdestockagedesimages.

2.5. Les méthodes statistiques

L'analysedesdonnéesrecueilliesa étéréaliséeavecle logiciel Epidata®.En analysebivariée,

les variablesquantitativesont été expriméespar leurs moyennes,écart-typeset les variables

qualitatives,enpourcentagede la totalitéde l'échantillon,descaset destémoins.

Pour la comparaisondes variables qualitatives, nous avons utilisé le test du Khi 2

d'indépendanceou le test de Fisher exact selon les possibilités d'application. Pour les

variablesquantitatives,a étéutilisé le testde Student.

Pourtesterla corrélationentre plusieursvariablesou desvariablesqualitativesen classe,les

procéduresANOVA ont étéutilisées.

Pourtouscestests,le seuil designificativité a étéfixé tel quep<0.05.

3. Résultats

Les différents paramètresclinico-biologiquesdes groupesétudiéssont décrits et dans une

analysebivariée, comparésentre cas et témoins afin de mettre en évidenceles paramètres

significativementcorrélésaux échecsd'ICSI chezles cas.

3.1. Analysebivariée de la population étudiée

Au total, 107 couplesont été étudiésentrejanvier 2004 et décembre2008, au cours de 71

tentatives d'ICSI pennettantun replacementembryonnaire(groupe des témoins) et 36

tentativesd'ICSI ne pennettantpas ce replacement(groupedes cas). Sur ces 36 tentatives,

24 n'ontobtenuaucunembryonet 12 ont obtenudesembryonsdequalitéinsuffisante.
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3.1.1. Populationétudiée

3.1.1.1. Les couples

3.1.1.1.1. Le typed'infertilité

L'infertilité est primaire pour 80.6%descouplescaset de 73.2%descouplestémoins,sans

différencesignificativemiseenévidence.

Type d'infertilité
Total

primaire secondaire

Effectif 29 7 36

Cas % total 27.10 6.54 33.64

% decas 80.56 19.44

Effectif 52 18 71

..
Témoins % total 48.60 17,75 66.36

% de témoins 73.24 26,76

Effectif 81 25 107
Total

% total 75.70 23.36 100.00

Tableaun03: Typed'infertilité du couple,descriptiondansla populationétudiée

3.1.1.1.2. L'indication de l'ICSI

cas

o témoins

25

45 �.�.�,�-�-�-�-�-�~�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�_�_�,
uh) 40 --1 _

35,2135 �+�-�-�-�-�-�-�-�-�-�-�r�~�_�_�,�-�-�-

30 +----------1
25 --/----------1

20 �+�-�-�-�-�-�-�-�=�~�-�-�

15 --1-------======1

10

5
o

Azoospermie Echecsd'IIU üATS Féminine

Indications

OATS : Oligoasthénospermie
Figure 19 : Répartitiondesindicationsde l'ICSI entrecaset témoins
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L'indication recenséeest l'indicationprincipaleretenuede la FIV ICS!. L'indication féminine

regroupel'étiologie tubaire 7caset 8 témoins,une insuffisanceovarienneprématuréeparmi

les cas, un cas d'endométriosedanschaquegroupecaset témoin, une anovulationparmi les

cas.Sur le graphe,les indicationssont rapportéesen % du groupeétudiéet non en effectif, du

fait du choix d'uneffectif témoindoubledescas.

Groupesd'étude

Cas Témoins Total

N* 5 12 17
Azoospermie

% 13.89 16.90 15.89

N* 7 25 32
Echecsd'IIU

% 19.44 35.21 29.91

N* 15 23 38
OATS

% 41.67 32.39 35.51

N* 9 Il 20
Indicationféminine

% 25 15.1 18.69

Tableaun04: Comparaisondesindicationsentrelescaset témoins(Testde Fisher;

p<O.OS) *N= effectif

La répartitiondesétiologiesde l 'ICSI estsignificativementdifférenteentrecaset témoins.

Les indications féminines et üATS sont proportionnellement significativement plus

nombreusesdans le groupedes caset par conséquent,le groupedes témoinscomprendplus

d'indicationsd'ICSI pour azoospermieet échecsd'IIU.

En casd'échecsd'IIU préalablesà l'ICSI, il n'y a pasde différencesignificative entreles cas

et témoinsconcernantle nombred'IIU.
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Nombred'échecsd'IIU préalables
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
totale 104 1,84 2,23 0 8

Cas(1) 34 1.32 2.20 0 8

Témoins(2) 70 2.086 2.21 0 7

Différence(1-2) -0.762 2.21

TableaunOS:Comparaisondu nombred'échecspréalablesd'IIU entreles caset témoins

(TestdeStudentp= 0.1)

3.1.1.1.3. La duréed'infertilité du couple

Duréed'infertilité du couple(enannées)
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
105 5,28 2,95 0,5 16totale

Cas(1) 36 5.0194 2.0809 1 13
[,

5.4203 2.6962Témoins(2) 69 0.5 16

Différence(1-2) -0.401 2.6076

Tableaun06: Comparaisondesduréesd'infertilité entreles caset témoins(TestdeStudent

p= 0.5)

Il n'existepasdedifférencesignificativeentreles caset témoins concernantla durée

d'infertilité du couple.

3.1.1.1.4. Le rang de la tentative

La répartitiondesrangsde tentativen'estpasdifférentechezles caset témoins(p= 0.2).

Rangdela tentatived'ICSI
Effectif

Quartile QuartileMoyenne Médianeinférieur supérieur

Cas 36 2 1.00 2.00 3.00

Témoins 71 2.2817 1.00 2.00 3.00

Tableaun07: Comparaisondu rang de tentativeentrelescaset témoins(TestdeStudent

p=0.2)
107



3.1.1.2. Les femmes

�~ L'âge

Les groupescaset témoinsont été appariéspar ce critère. A chaquecas sont appariésdeux

témoinsde la tranched'âge,à un an près;saufpour un cas,car la tranched'âgede 42 ansn'a

pu produirequ'untémoincorrespondantau cas.

L'âge minimal est de 22 ans et l'âge maximal est de 42 anspour une moyennede 33.8 ans.

Sontdoncretenus71 témoinspour 36 cas.

�~ L'Indice de MasseCorporelle(lMC)

IMCféminin
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
103 22.65 4.079 18 36totale

Cas(1) 35 22.971 3.996 18 33

Témoins(2) 68 22.485 4.141 18 36

Différence(1-2) 0.4861 4.093

TableaunOS:L '[MC chezlafemme,descriptiondansla populationétudiée.

La moyennedes IMC chez les casest de 23 kg/m2 et celle des témoinsde 22.5 kg/m2
, sans

différencesignificativeentreles deuxgroupes.

Les patientesprésentantune obésité,ayant un IMC supérieurou égal à 30kg/m2 sont au

nombrede 9. Les patientesayantun IMC inférieurà 30 kg/m2
, sontau nombrede 94.
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IMC<30 kg!m2 �I�M�C�~�3�0 kg!m2 Total

Effectif 31 4 35

Cas %total 30.10 3.88 33.98

%decas 88.57 11.43

Effectif 63 5 68

Témoins %total 61.17 4.85 66.36

%detémoins 92.65 7.35

Effectif 94 9 103
Total

%total 91.26 8.74 100

Tableaun09: Descriptiondansla populationétudiéede la répartition despatientesobèses

etnon obèses.

Selon le test de Fisher, la différenceretrouvéedans la répartitiondes femmesobèseset non

obèsesentrecaset témoinsn'estpassignificative(p=ü.21).

�~ La consommationde tabacchezla femme

Les femmesont été considérées commefumeusesdès lors qu'ellesfument une cigarettepar

jour. Des résultatscomparablesont été obtenuslorsque le tabagismeest considérépositif à

partir de cinq cigarettesparjour.

Le pourcentagede fumeusesest de 25% parmi les caset de 16.9% parmi les témoins,sans

différencesignificativeentrelesdeuxgroupes.

Cependant,les casfument plus de cigarettesque les témoins,de façon significative (p=ü.ü4).

La moyenne de cigarettes consomméeschez les cas est de 3 cigarettes/jouret de 1

cigarette/jourchezles témoins.

Si les fumeusesne sontpassignificativementplus nombreuseschezles cas,ellesfumentplus.

Un effet-dosen'apu être retrouvéparun testde régressionlinéaire.
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ConsommationdetabacenCigarettes/ j
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
107 1.73 4.38 a 20totale

Cas(1) l, 36 2.92 5.90 a 20

Témoins(2) 71 1.13 3.25 a 20

Différence(1-2) 1.79 4.32

Tableau nO10: Consommationde tabac citez la femme, description dans la population

étudiée(TestdeStudentp=O.04)

5.6% des cas reconnaissentêtre exposéesà un tabagismepassifce qui est statistiquement

supérieuraux témoins(0%) ( p=0.045).Ceci estpourtantdifficilement interprétabledu fait de

l'insuffisancedesdonnéeset de la difficulté d'interrogerles couplesà ce sujet.

�~ Le caryotype

Tous lescaryotypesont étérenseignés.Sur l'ensembledesfemmes,97.19%(104/107) ont des

caryotypes46, XX ; 0.94%(l/107) ayantune variantede la normale:46, XX 9h+ et 0.94%

(1/107) porteusesur 2 mitosesde 3 chromosomesX: 46, XXI 47 XXX, ainsi que 0.94%

(l/107) porteused'unemosaïque46, XX/47, XXX.

�~ Les antécédentsde fausses-couches

13.89%descasont subi au moins une fàusse-coucheavantcette tentativecontre 12.68%des

témoinssansdifférencesignificativemiseenévidence(p=0.8%).

�~ L' endométriose

Une endométriose,tous stadesconfondus,est retrouvéechez9.35%de la populationétudiée

et est présentechez Il.1 % des cas et 8.45% des témoins,sansdifférencesignificative entre

les 2 groupes.
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Non Endométriosiques Total
endométriosiques

Effectif 32 4 36

Cas %total 29.91 3.74 33.64

%decas 88.89 11.11

Effectif 65 6 71

Témoins %total 60.75 5.616 66.36

%de
91.55 8.45

témoins

Effectif 97 10 107
Total

%total 90.65 9.35 100

Tableau nOIl : Description dans la population étudiée de la répartition des patientes

endométriosiquesetnonendométriosiques(testdeStudentp= 0.2)

�~ La qualitéovulatoire

44.44%des patientescassontoligo-anovulatoirescontre54.93%despatientestémoins,sans

différencesignificative(testde Fisher,p=O.3).

Oligoanovulation Ovulationnormale Total

Effectif 16 20 36

Cas %total 14.95 18.69 33.64

%decas 44.44 55.56

Effectif 39 32 71

Témoins %total 14.95 18.69 33.64

%de témoins 54.93 45.07

Effectif 55 52 107
Total

%total 51.40 48.60 100.00

Tableau n012: DescriptIOn dans la populatIOn étudiée de la répartition des patientes

ovulatoires etoligoanovulatoires
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Seules4 insuffisancesovariennesprématuréessont rapportéeset appartiennenttoutes au

groupedescas.

�~ Le syndromedesovairespolykystiques( SOPK)

Un SOPK est diagnostiquéchez 14.95%de la populationféminine, chez 19.5% des cas et

12.7 % des témoins, mais la différence de répartition n'est pas significative entre les 2

groupes.

NonSOPK SOPK Total

Effectif 29 7 36

Cas %total 27.10 6.54 33.64

%decas 80.56 19.44

Effectif 62 7 71

Témoins %total 57.94 l' 8.41 66.36

%detémoins 87.32 12.68

Effectif 91 16 107
Total

%total 85.05 14.95 100

TableaunO]3 : Descriptiondansla populationétudiéede la répartition despatientesSOPK

etnonSOPK

3.1.1.3. Les paramètresde la stimulation

3.1.1.3.1. Le bilan hormonal

TauxdeFSHà J3

Effectif Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
106 6,912264 2,41573 2,6 19totale

Cas 36 7.85 3.01 3.9 19

Témoins 70 6.43 1.89 2.6 11.7

TableaunO]4 : TauxdeF SHà J3, descnptlOndansla populationétudiée
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Le taux de FSH à 13 est en moyennede 7.85 mUI/mL chez les cas et de 6.43mUI/mL,

supérieurchezlescaspar rapportaux témoinsde façontrèssignificative(p=0.0037).

Le taux d'E2 à 13 est en moyennede 47 pg/mL chezles cas et 50 pg/mL chez les témoins

sansdifférencesignificativemiseenévidenceentreles 2 groupes.

Tauxd'E2à J3

Effectif Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
95 49.15789 28.57179 10.00 173.00

totale

Cas 34 47.353 [. 29.933 16 173

Témoins 61 50.164 27.987 10 138

Tableaun015: Tauxd'E2 à J3 , descriptiondansla populationétudiée

En revanche,le taux d'œstradiollors du déclenchementest significativementsupérieurchez

les témoins: 2330 pg/mL par rapport aux cas: 1633.8 pg/mL (p=0.005).Nous n'avonspas

réussià mettreen évidenceun taux d'oestradiol-seuilpour le déclenchement.

Tauxd'E2lorsdu déclenchement

Effectif Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
106 2100,1 1215,9 5676 106

totale

Cas 35 1633.8 1208.7 255 4434

Témoins 71 2330 1160 320 5676

Tableaun016: Tauxd'E2lorsdu déclenchement,descriptiondansla populationétudiée

3.1.1.3.2. Lesprotocolesdestimulation

�~ Les agonisteset antagonistesde la GnRH :

81 stimulationsont été faites sousprotocoleagonistelong ou court à dosequotidiennesans

protocole retard et 26 stimulationssousprotocoleantagonisteà dosequotidiennesansdose

retard.
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Concernantles stimulationsdes cas, la répmiition est de 83.33%d'agonistescontre 16.67%

d'antagonistes,sansdifférencesignificative avec les stimulationsdes témoinsavec 71.83%

d'agonisteset 28.17%d'antagonistes.

Agoniste Antagoniste Total

N 30 6 36

Cas % total 28,04 5,61 33,64

% descas 83,33 16,67

N 51 20 71

Témoins % total 47,66 18,69 66,36

% destémoins 71,83 28,17

N 81 26 107
Total

% total 75,7 24,29 100.0

TableaunO17: Répartitiondesprotocolesagonistesetantagonistesdanslesgroupescaset

témoins

�~ Les gonadotrophinesutilisées

Gonadotrophines

F5H Total

recombinante
F5H urinaire hMG urinaire

N 30 2 4 36

Cas % total 28.04 1.87 3.74 33.64

% descas 83.33 5.56 11.11

N 56 6 9 71

Témoins % total 52.34 5.61 8.41 66.36

% destémoins 78.87 8.45 12.68

N 86 8 13 107
Total

% total 80.37 7.48 12.15 100.0

TableaunO18 : Répartitiondesgonadotrophinesdanslesgroupescaset témoins
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L'étude ne retrouvepas de différenceentre le groupe des cas et des témoins concernantla

répartitiondesgonadotrophinesutilisées.

La répartitionde l'utilisation desgonadotrophinesesten faveur de la FSH recombinantepour

l'ensemblede la populationétudiée;l'utilisation de FSH urinaire et d'hMG urinaire est4 à 5

fois moins fréquenteque la FSH recombinante.

�~ La dosetotalede gonadotrophines

Dosetotaledegonadotrophines
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
107 2699,206 1328,892 775 9300totale

Cas(1) 36 3397.3 1674.6 787 9300

Témoins(2) 71 2345.3 945.72 775 4650

Différence(1-2) 1052 1237.3

Tableaun019:Dosetotaledegonadotrophine,descriptiondansla populationétudiée

La moyenne des doses totales de gonadotrophinesutilisées des cas, de 3397.4 VI, est

significativementsupérieureà celle destémoinsde 2345.4VI (p<O.OOI). Vne dosetotalede

gonadotrophines- seuil n'apu êtremiseen évidence.

�~ La duréede la stimulation

La durée moyennede stimulation de la population globale est de 10.6 jours. L'étude ne

retrouvepas de différencesignificative entre la moyennede duréede stimulationdes casde

10.8jourset celle destémoinsde 10.6jours.
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Duréemoyennedestimulation(enjours)
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Populationtotale 107 10,64486 1,561641 7 17

Cas(1) 36 10,81 1,67 8 17

Témoins(2) 71 10,56 l,51 7 16

Différence(1-2) 0.24 1.56

Tableaun020: Duréedestimulationovarienne,descriptiondansla populationétudiée

3.1.1.4. L'appréciationdu recueilovocytaire

(x. 80 -,----------------------------.-.75..------,

70 +-------------------------1

60 +------==--------------------1

50 -1------1

40 -j---------I

30-1------1

20 -1----..--....---------1

10
o+-..l...- ---,----'-_

55

Taille et
régularité
(p=D,69)

Cytoplasme
(p<D,D4)

Zone
pellucide
(p=D,D2)

Globule
polaire

(p=D,DG)

Espace
périvitellin

(p=D,D4)

Anomalie
ovocytaire%

global
(p=D,D4)

Anomalieovocytaire

Figure nO 20: Répartitiondesanomaliesovocytairesentrelescaset les témoins

3.1.1.4.1. L'appréciationde la régularitéet de la taille desovocytes

La régularité et la taille des ovocytesont été appréciéespar le technicienqui effectue la

micro-injectionovocytaire.Une anomaliede ces paramètresa été retrouvéechez 14.7%des

ovocytes des cas et 3.1% des ovocytes des témoins. La différence retrouvée n'est pas

significativeselonle testde Fisher(p=O.69).
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3.1.1.4.2. L'appréciationvisuelledu cytoplasmeovocytaire

Des anomaliesdu cytoplasmeovocytaire, telles que l'aspect granuleux diffus, les zones

granuleusesou l'aspectbrun desovocytes,ont étéobservéespour 58.33%descaset 43.08%

destémoins.La différenceretrouvéeestsignificativeselonle testdeFisher(p<0.04).

3.1.1.4.3. L'épaisseurou irrégularité de la zonepellucide

Les anomaliesde l'épaisseurou les irrégularitésde la zone pellucide sont constatéeschez

14.29%descaset 19.05%destémoins.La différenceretrouvéeest significativeselonle test

deFisher(p=0.02).

3.1.1.4.4. L'appréciationdu 1er globulepolaire

Les anomaliesdu 1er globulepolaire sont constatéesà 20.6% chezles caset 3.17% chez les

témoins.La différenceestsignificativeselonle testdeFisher(p=0.06).

3.1.1.4.5. L'appréciationde l'espacepérivitellin

Une anomaliede l'espacepérivitellin est constatéepour 26.5% des cas et pour 4.76% des

témoins.La différenceestsignificativeselonle testdeFisher(p=0.04).

3.1.1.4.6. Lepourcentageglobald'anomalieovocytaire

Une variable a été créée, regroupanttoutes les anomaliesovocytairesen un pourcentage

global pourles comparerchezles caset témoins.

Les anomaliesmorphologiquesovocytairessont significativementplus fréquenteschez les

ovocytescas(75% descas)par rapportaux témoins(55%destémoins; p=0.04selonle test

deFisher).

3.1.1.4.7. Nombred'ovocytesparponction

- Le nombre moyen par ponction de complexes cumulo-ovocytaires recueillis est

significativementsupérieurchezles témoinsparrapportaux cas.

Le nombremoyen d'ovocytesen métaphaseII par ponction, conditionnantle nombre

d'ovocytesmicro-injectés,est en moyenne,très significativementsupérieurchezles témoins

(N=8.l) par rapportaux cas(N=2.4) (p<O.OOOl).Le nombred'ovocytesmicro-injectésest,en

conséquence,significativementsupérieurchezles témoins(moyennede 8.1), par rapportaux

cas(moyennede 2.4 ; p<O.OOOl).
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Figure n021 : Comparaison du nombre moyen par tentative de CCO ponctionnés,
d'ovocytes en métaphaseII, d'ovocytes en métaphase1 ou vésicules germinatives,
d'ovocytesatrétiquesetd'ovocytesmicro-injectéschezles caset témoins(TestdeStudent)

- Le nombred'ovocytesen métaphase1 ou présentantunevésiculegerminalepar ponction,

c'est-à-dire,immaturesest en moyennede 1.3 pour les cas et de 2 pour les témoins, sans

différencesignificativemiseenévidenceentreles 2 groupes.

- Le nombred'ovocytesatrétiquesest, en moyennepar ponction, chez les cas de 1.44 et

chezles témoinsde 1.42,sansdifférencesignificativemiseenévidenceentreles 2 groupes.

- Le ratio du nombred'ovocytesen métaphaseII sur le nombrede CCO recueillis est

significativementsupérieurchezles témoinspar rapportaux cas(Testde Student;p<O.OOOl)

Nombred'ovocytesenmétaphaseII/Nombrede CCO

Effectif recueillis

Ratio Écart-type Minimum Maximum
0

Population
106 0.65 0.25 0.06 1totale

Cas(1) 35 0.48 0.28 0.06 1

Témoins(2) 71 0.73 0.20 0.14 1

Différence(1-2) -0.24 0.23

Tableau n021: Ratio du nombre d'ovocytesen métaphaseII sur le nombre de CCO

recueillis, descriptiondansla populationétudiée.
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3.1.1.4.8. Le délai entrela ponctionet la micro-injection

Avant 2007, cettedonnéen'était pasprise en comptedans les comptes-rendusde tentatives

d'ICSI, elle n'a donc été renseignéeque pour 15 caset 48 témoins.Ce délai esten moyenne

de 93 min chezles caset de 126 min chezles témoins,mais aucunedifférencesignificative

n'apu êtremiseenévidence.

Délai entrela ponctionet la microinjection
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
totale 63 138,16 44 63 280

Cas(1) 15 120.33 49.41 50 210

Témoins(2) 48 143.73 61.91 44 280

Différence(l-
-23.4 59.27

2)

Tableaun021: Délai entrela ponctionet la micro-injection,descriptiondansla population

étudiée

3.1.1.5. Les hommes

3.1.1.5.1. L'âgeet l'IMC

- L'âge moyendes cas masculinsest de 36.3 anscontre37.3 ans chez les témoins.Aucune

différencesignificativen'aétémiseenévidenceentreles 2 groupes.

Age de l'homme
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
107 36.985 6.20 26 57totale

Cas(1) 36 36.328 5.0304 28 49

Témoins(2) 71 37.318 6.7249 26 57

Différence(1-2) -0.991 6.2116

Tableaun023: Agede l'homme,descriptiondansla populationétudiée
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- L'Indice de MasseCorporellede l'hommefait partiedescritèresdu questionnairede l'étude

mais il est insuffisamment renseigné dans les dossiers cliniques pour permettre une

exploitationstatistique.

3.1.1.5.2. La consommationde tabac

Le pourcentagede fumeursest de 47.2% parmi les caset de 40.85% parmi les témoins.La

moyennede cigarettesconsomméeschez les cas est de 6.7 cigarettespar jour et de 5.2

cigarettesparjour chezles témoins.Aucunedifférencesignificativen'a étémiseen évidence

entreles 2 groupes.

Tabagismedel'homme(Cigarette/ j)
Effectif

Moyenne Écart-type Minimum Maximum

Population
107 5.73 7.88 0 30totale

Cas(1) 36 6,7 8,27 0 30

Témoins(2) 71 5,2 7,68 0 25

Différence(1-
1,5 0.61

2)

Tableau n024: Consommationde tabac chez ['homme, description dans la population

étudiée

3.1.1.5.3. Expositionil destoxiques

Les expositionsprofessionnellesà des solvants,pesticides,peinturesou consommation de

drogues,cannabisont été recherchéesdansles dossierscliniqueset misesen commun.Cette

expositionconcerne19.44%descaset 14.08%destémoins,sansdifférencesignificativemise

enévidenceentreles 2 groupes.

3.1.1.5.4. Paternitéantérieure

L'étude n'a pas mis en évidence de différence entre le groupe des témoins et des cas

(O.1enfant/cas contre0.24enfant/témoin).
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3.1.1.5.5. Le caryotype

101 caryotypessont normaux. Chez les cas, sont retrouvésles caryotypessuivants: un 47,

XYY, une variantede la normale47, XY avecun satellite8. Chezles témoinssont retrouvés

une micro-délétiondu chromosomeY AZF c, unemutationdu gèneCFTR, une mosaïque46,

XY ; 47, XXY. La répartitionentreles deuxn'estpassignificative.

3.1.1.5.6. L'origine du sperme

Originedu sperme
Total

Ejaculat Testiculaire Urinaire

N 30 5 1 36

Cas % total 28.04 4.67 0.93 33.64
li

% descas 83.33 13.89 2.78

N 62 9 0 71
"

Témoins % total 57.94 8.41 0 66.36.
% des

87.32 12.68 0témoins

N 92 14 1 107
Total

% total 85.98 13.08 0.93 100.0

Tableaun025: Origine du sperme,descriptiondansla populationétudiée

Pourl'origine du sperme,aucunedifférencesignificativen'estretrouvéeentrecaset témoins.

3.1.1.5.7. L'étatdu sperme

Le spermea étéutilisé à l'état frais pour 83 tentatives,à répartitionégaleentrecaset témoins

(77.6% +/- 0.2%) et à l'état congelé pour 24 tentatives,à répartition égale entre cas et

témoins(22.4% +/- 0.2%).

3.1.1.5.8. Lesparamètresspermiologiques

�~ La numérationspermatiquedu recueil
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�~ Un seul casde présenced'auto-anticorpsa été retrouvé.La présenced'auto-anticorps

anti-spermatozoïdesest trop peu renseignéechez les cas et les témoinspour permettreune

exploitationstatistique.

3.1.1.6. L'appréciationdesembryons

Parmi les 36 tentativesne permettantpas de remplacementembryonnaire,12 tentativesont

permis l'obtention d'embryonsde qualité insuffisante.Ces embryons-casont été comparés

aux embryonsde la populationtémoin.

Groupesd'étude Testde Student

Cas Témoins Significativité:p

zygotesà 2 pronucléi* 0,73 5,4 <0,0001

vésiculesgerminativesou zygoteà
1,08 1,32 0,45

un pronucléus*

zygotesà 3 pronucléi* 0,36 0,24 0,46

embryonsde2 à 3 cellulesà J2* 0,55 1,56 0,001

embryonsde4 à 5 cellulesà J2* 0,45 3,45 <0,0001

embryonsde6 à 7 cellulesà J2* 0,09 0,62 0,003

embryonsde8 celluleset plus* 0 0,18 0,01

blastomèresà J2* 2,73 4,02 0,04

* nombremoyenpar tentative

Tableaun025: Comparaisondecritèresquantitatifsetqualitatifsembryonnairesdescaset

témoins(TestdeStudent)

Le nombrede zygotesà 2 pronucléipar tentatived'ICSI estsignificativementplus élevéchez

les témoins(p<0.0001),il est en moyennede 0.34 chez les cas et 5.4 chez les témoins.La

différenceconcernantle nombred'embryonsde 4 à 5 cellulesà 12, entrecas et témoins,est

trèssignificative(p<O.OOO1).
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Aucunedifférencesignificative n'a été mise en évidence,concemantle nombrede vésicules

germinatives,zygotesà 1pronuc1éuset 3 pronuc1éiobtenuspar tentative,chezles caset les

témoins.

Cas Témoins Testde
Student:p

Tauxdefragmentation
21,25 9,43 0,006

embryonnaire(%)

Tableau nO26: Comparaisondu taux de fragmentationembryonnairedes cas et témoins

(TestdeStudent)

Le taux de fragmentationembryonnaireest significativement supérieurchez les cas par

rapportaux témoins.

l'li) 80 75

70
56,4

60 cas
50

36,6 D témoins
40
30
20
10
0

Il III

Gradeembryonnaire

Figure n022 : Répartitiondesgradesembryonnairesentrecaset témoins

La différenceentre la répartitiondesgradesdescaset témoinsn'estpassignificativeselon le

testde Fisher(p<O.14).

3.2. Analysemultivariée

L'analysemultivariéedesparamètrespris encomptedanscetteétudene permetpasde mettre

enévidencela prédominanced'unparamètresur un autreendehorsdu nombred'embryon

obtenu.(Pardéfinition, lescasont pasou moinsd'embryonsque les témoins.)
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Figure 23 : Consommationde tabac(en cigarettes/ jour) danslespopulationsavecetsans

anomaliesovocytaires

Tabagismedela femme

Coefficientsde
Significativité du test:pcorrélationdePearson:r

Nombremoyend'ovocytes -0.12967 0.1831ponctionnés
Nombred'ovocytesen -0.17264 0.0768métaphaseII
Nombred'embryons

-0.14946 0.1244obtenus

Nombredeblastomèresà J2 -0.08328 0.4149

Tauxdefragmentation
0.10930 0.3376embryonnaire(%)

Tableau nO 27: Test de corrélation entrele tabagismeféminin, le recueil ovocytaire, le

nombred'ovocytesobtenusen métaphaseII, le nombred'embryonsobtenus,le nombrede

blastomèrespar embryonet lafragmentationembryonnaires(Testdu Khi deux).

Il existe une faible corrélation négativenon significative entre le tabagismeféminin et le

nombre d'ovocytes ponctionnés, le nombre d'ovocytes en métaphaseII, et le nombre

d'embryons.Notre étuden'établit pasde lien entrele tabagismeet le nombrede blastomères

à12, et le taux de fragmentationembryonnaire.
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Figure 24 : Comparaisondesgradesembryonnaireschezlesfemmesdanslesgroupes

fumeursetnonflimeurs.Testde Fisher (p=O.08)

Le gradeembryonnaireestplus faible, presquesignificativement,chezles femmestabagiques

(p=O.0768)

3.3.1.3. SOPK

Concernantla qualité ovocytaire,malgrédes taux d'anomaliesà tendancesupérieuredansla

population présentantun SOPK, la présenced'un SOPK n'est significativementcorrélée

qu'auxanomaliesdu cytoplasme.
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Figure25: Répartition des anomaliesovocytairesdans les groupes SOPK et non SOPK

(Testde Fisher)
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Seul le nombre moyen d'ovocytesponctionnésest significativementplus élevé en cas de

SOPK (p=O.04). Le gradeembryonnairesemblecorrélé à la présenced'un SOPK de façon

nonsignificative.

SOPK NonSOPK Testde
Student:p

CCOrecueillis(n) 12,8 9,4 0,04

OvocytesenmétaphaseII (n) 7,3 6,1 0,32

Embryonsobtenus(n) 4,9 3,9 0,31

Blastomèresparembryonà J2 2,8 3,2 0,47(n)

Tauxdefragmentation(%) 10 10 0,56

(n) : nombremoyenpartentative

Tableaun028: Comparaisondanslesgroupesdefemmesporteusesdu SOPKet indemnes

de SOPKdu recueilovocytaire,du nombred'ovocytesobtenusen métaphaseII, du nombre

d'embryonsobtenus, du nombre de blastomèrespar embryon et de la fragmentation

embryonnaire(TestdeStudent)
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Figure 26 : ComparaisondesgradesembryonnairesentreSOPKetnonSOPK. Testde

Student(p=0.08)
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3.3.1.4. Endométriose

Cetteétudene met pasenévidencede différencesignificativeentrela qualitéovocytairedes

patientesavecet sansendométriose(Testde Fisher;p>O.OS).

Répartiondesanomaliesovocytairesentrepatientesavec
etsansendométriose

Endométriose

o Sansendométriose

(p=0,23)
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Cytoplasme Epaisseurde 1erglobule
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Figure 27:Répartitiondesanomaliesovocytairesentrepatientesendométriosiquesetnon

endométriosiques(Testde Fisher)

Endométriose Pas Testde
d'endométriose Student:p

CCOrecueillis (n) 7,2 10,2 0.10

OvocytesenmétaphaseII (n) 4,2 6,5 0.10

Embryons(n) 2,7 4,2 0.16

Blastomèresparembryonà J2 (n) 3,1 3,1 0.90

Tauxdefragmentation
9,3 10,8 0.75embryonnaire(%)

(n) : nombremoyenpar tentative

Tableau n029: Comparaison dans les groupes de femmes endométriosiqueset non

endométriosiquesdu recueilovocytaire,du nombred'ovocytesobtenusen métaphaseII, du

nombre d'embryons obtenus, du nombre de blastomères par embryon et de la

fragmentation embryonnaire(TestdeStudent,.p> 0.05)
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L'endométriosea tendanceà réduire le nombre d'ovocytes ponctionnés,d'ovocytes en

métaphaseII, le nombred'embryonsmais cette nuanceobservéen'estpas significative. En

revanche,on ne constateaucunedifférenceconcernantle nombrede blastomèresà J2 et le

taux de fragmentationet le gradeembryonnaire.
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Figure 28: Répartition des grades embryonnaires dans les groupes de patientes

endométriosiqueset non endométriosiques.Testde Student(p=O.18), la différenceestnon

significative.

3.3.2. Paramètresde la stimulation

- On ne retrouve pas de corrélationentre le taux d'œstradiolà J3 du cycle et la qualité

ovocytaire,la réponseà la stimulation,les paramètresembryonnaires.

- En revanche, le taux d'œstradiol lors de la décision du déclenchementest

significativementcOlTélé à la réponseà la stimulationpar le nombred'ovocytesponctionnés

et en métaphaseIl, ainsi qu'aunombred'embryonsobtenus.
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Tauxd'œstradiollors dela

décisiondu déclenchement

Coefficientsdecorrélation
Significativitédu test:p

dePearson:r

CCOrecueillis 0,47 <0,0001

OvocytesenmétaphaseII 0,47 <0,0001

Embryonsobtenus 0,5 <0,0001

Blastomèresparembryon
0,12 0,24

àJ2
Fragmentation

0 0.3376embryonnaire

Tableau n030: Test de corrélation entre le taux d'œstradiol lors de la décision du

déclenchement,le recueil ovocytaire, le nombred'ovocytesobtenusen métaphaseII, le

nombred'embryonsobtenus,le nombrede blastomèrespar embryonet la fragmentation

embryonnaires(Testdu Klti deux).

On retrouvedes taux d'E2 en moyenneinférieursen casd'anomaliesovocytairesmais cette

différencen'estpassignificative.

- L'étudene retrouvepasde corrélationentrele taux de FSH à J3 et la qualitéovocytaire.

Le taux de FSH à J3 est intéressantcar il est significativementcorrélénégativementavec le

nombre d'ovocytes ponctionnés, le nombre d'ovocytes en métaphaseII et le nombre

d'embryons
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TauxdeF5H à J3

Coefficientsde Significativitédu test:p
corrélationdePearson:r

CCOrecueillis -0,35 0,0002

OvocytesenmétaphaseII -0,33 0,005

Embryonsobtenus -0,34 0,0004

Blastomèresparembryon -0,11 0,29
àJ2

Fragmentation -0,19 0,06
embryonnaire

Tableau n031: Test de corrélation entre le taux de FSH fi J3, le recueil ovocytaire, le

nombred'ovocytesobtenusen métaphaseII, le nombred'embryonsobtenus,le nombrede

blastomèrespar embryonet lafragmentationembryonnaires(Testdu Klti deux)

Entre le protocole agonisteou antagoniste,l'étude ne retrouve pas de différence

significative concernantla qualité ovocytaire. Par contre, une augmentationsignificative du

nombre de blastomèresà J2 et un meilleur grade embryonnairesont retrouvés avec le

protocole antagoniste(p=ü.üü7). Une tendanceà l'augmentationdu nombre d'ovocytes

ponctionnés,du nombre d'ovocytesen métaphase11 et d'embryons,est retrouvée avecle

protocoleantagonistemaiscelle-ci n'estpassignificative.

Agoniste Antagoniste TestdeStudent
:p

CCOrecueillis(n) 9,33 11,73 0,07

OvocytesenmétaphaseII (n) 6,14 6,72 D,57

Embryonsobtenus(n) 3,89 4,61 0,4

BlastomèresparembryonàJ2 2,91 4,08 0,007(n)

Tauxdefragmentation(%) 10,09 11,96 D,52

(n) : nombremoyenpartentative

Tableaun032: Comparaisondu recueil ovocytaireet de critères quantitatifset qualitatifs

embryonnairesentre les patientessous agonisteou antagonistede la LH-RH (Test de

Student)
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Figure 29: Comparaison des grades embryonnairesselon le protocole agoniste ou

antagonistede la LH-RH. Testde Fisher (p<O.058)

- Concernantle type de gonadotrophine,il n'existepasde différencesignificative retrouvée

entre la FSH recombinantela FSH urinaire et l'hMG, en termesde qualité ovocytaire, en

termes de nombre d'embryon obtenus. Concernant le grade embryonnaire celui-ci est

significativementsupérieuravec la FSH recombinante,puis FSH urinaire et enfin le moins

bonavecl'hMG. (p<O.OI).

- Duréede la stimulation

Le test du Khi deux dans notre étude ne retrouve pas de cOlTélation entre la durée de la

stimulation ovarienne et la qualité ovocytaire, le nombre de CCO recueillis, le nombre

d'ovocytesmicroinjectés,le nombred'embryonsobtenus,le nombrede blastomèresà 12, la

qualitéembryonnaire.

- La dosetotale de gonadotrophinesest significativement corréléeà la qualité ovocytaire.

La dosetotale est significativementsupérieureen casd'anomaliedu cytoplasme,de la zone

pellucide,de l'espacepérivitellin.
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Anomalie

Espace
périvitellin
(p=O,04)
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polaire

(p=O,06)
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pellucide
(p=O,02)
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(p<O,04)

Taille et
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(p=O,69)
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Critèresde qualitéovocytaire

Figure ]0 : Comparaisondesdosesmoyennestotalesdegonadotrophinesselonla présence

ou non d'anomaliesovocytaires.Testde Fisher

La dose totale de gonadotrophinesest négativementcon'élée, de façon significative, au

nombre d'ovocytes ponctionnés,au nombre d'ovocytes en métaphaseII et au nombre

d'embryonsobtenuset de façonmoinssignificativeau nombrede blastomèresà J2.

Dosetotaledegonadotrophines

Coefficientsde
. Significativitédu test:p

corrélationdePearson:r

CCOrecueillis -0,46 <0,0001

OvocytesenmétaphaseII -0,42 <0,0001

Embryonsobtenus -0,36 <0,0001

Nombredeblastomèresà
-0,24 0,02

J2
Fragmentation -0,05 0,69
embryonnaire

Tableau nO]]: Test de corrélation entre la dose totale de gonadotrophines,le recueil

ovocytaire,le nombred'ovocytesobtenusen métaphaseII, le nombred'embryonsobtenus,

le nombrede blastomèrespar embryonet la fragmentation embryonnaires(Testdu Khi

deux)
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3.3.3. Paramètresmasculins

Notre étude ne retrouve pas de cOlTélation entre l'âge de l'homme, la concentration

spermatique,le pourcentagede mobilité spermatique,le pourcentagede formes typiques,et

le nombre d'embryonsobtenus,le nombre de blastomèrespar embryon, ni les critères de

qualitéembryonnaire.

Cependant,unecorrélationnégativeestobtenueentrele tabagismede l'hommeet le nombre

d'embryonsobtenusde façon peu significative, sanscorrélationavec la qualitéembryonnaire

retrouvée.

Tabagismemasculin

Coefficientsde
Significativitédu test:pcorrélationdePearson:r

Nombred'embryons
-0,17 0,08obtenus

Nombrede blastomèresà
-0,15 0,13J2

Fragmentation
0,02 0,8embryonnaire

Tableau n034 : Test de corrélatIOn entre le tabagismemasculin, le nombred'embryons

obtenus,le nombrede blastomèrespar embryonet la fragmentation embryonnaires(Test

du Khi deux)

4. Discussion

Nous n'étudionspas le devenirde l'ICSI selonl'âgematernel,cettecorrélationa été mise en

avant par d'innombrables études citées précédemment,en matière de fécondation et

d'implantation, car il s'agit du critère d'appariemententre le groupe des cas et celui des

témoins.

Les taux de fécondationn'ont pasété calculéspuisquel'échantillonde populationanalyséa

été sélectionnépar le critère d'absencede replacementembryonnairecomprenantles échecs

de fécondationet un effectif double de témoins a été choisi pour la comparaison.Ces taux

seraientbiaiséspar la sélectionde la populationanalysée.

Certainesdonnéesinsuffisammentrenseignées,absentesou communesà l'ensemblede la

populationn'ont pu être étudiées,telles que l'IMC de l'homme, l'exposition à des facteurs

environnementauxtoxiques,certainsparamètrestechniquesbiologiques,le milieu de culture,
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le matériel utilisé, le délai entre la ponction et la micro-injection des spennatozoïdes,la

présenced'une leucospennie,la techniquede sélectiondes spermatozoïdes,les paramètres

cinétiquesdu spennatozoïde,la fragmentationde l'ADN spennatique.

L'analysedesparamètresliés à la qualité ovocytaireou embryonnairea été effectuéesur la

populationtotale de l'étude, celle-ci ayant été constituéepour l'étude cas-témoinsavec le

nombrede témoinsétantdoubledescas,elle n'estpasstrictementcomparableà la population

standardenAMP. Uneextrapolationà la populationgénéralenepeutêtrefaite.

Notre étuden'a paspris en comptele milieu de cultureutilisé en lCSl, l'huile minérale,les

paramètrestechniquestels quela pipettede micro-injection,le micro-injecteur,les chambres

d'incubationsoit du fait de l'uniformité des pratiques,soit du fait de la faisabilité et des

limites statistiques.La différence entre les techniciensde FlV ayant effectué la micro

injection, n'a délibérémentpas été étudiéedevant la proximité de leurs résultats.De plus,

cetteétuden'entrepasdansle cadred'uneévaluationdepratiquesprofessionnelles.

Dans cetteétude,le taux de FSH à 13, appartenantà la réserveovarienneestun paramètre

pronostique négatif, plus il est élevé, plus on est à risque d'absencede replacement

embryonnaire.Le taux d'œstradiolaumomentde la décisiondu déclenchement,dépendantdu

recrutementovocytairesuite au traitementde stimulation,estun facteurpronosticpositif, ce

qui estenaccordavecla littérature.

Les indicationsde l'lCSl sont différemmentrépartiesentre les cas et les témoins de façon

significative. Ainsi si la tendanceactuelleest à une extensiondes indicationsde l'lCSl en

pratiquecouranteavec une augmentationdes étiologies féminines, on note que dans notre

étude, cette indication est aussi associéeà un plus grand risque d'absencede replacement

embryonnaire. Les indications pour oligoasthénotératospenniessont également

proportionnellement,plus nombreuseschez les cas, mais l'imprécision et la variabilité de

cetteindication nenouspermetpasde conclure.

Notre étudene retrouvepas de différencesignificative de répartition des SOPK, patientes

endométriosiques,dysovulatoires et obèses chez les cas et les témoins. Mais une

significativité telle quep = 0.1 ou P= 0.2, laisseà penserqu'uneaugmentationde l'effectif de

la populationpourraitpennettrede mettreen évidencecettedifférencecar il se dégagechez

136



les cas une tendance à l'augmentation du nombre de patientes SOPK et polieuses

d'endométriose.

Le nombre de patientesobèsesinclus dans cette étudene pem1etqu'uneétude limitée de

l'impact de l'obésitésur la fécondationen ICS!. La propOliion de patientesobèseschez les

cassemblelégèrementsupérieure.

Sur la populationtotale, aucunedifférencesignificativen'a étémise en évidenceconcemant

la réponseà la stimulation, la qualité ovocytaireet embryonnaireentre les femmesobèseset

non obèses.Cependantces donnéessont en accordavecd'autresétudesde coholiessur de

plus grandespopulationstellesquecelledeDéchaudou AWaliini.

Dechaudet al, en 2006, ont évalué de façon rétrospective,les résultats,selon l'Index de

MasseCorporelle(IMC) de 573 patientsinfeliiles, de 789 cyclesde FIV classiqueou d'ICSI

(20). Les étiologiesétantl'infeliilité masculine,l'origine tubaire,ou l'infeliilité inexpliquée,

lespatientssontrépartisen4 groupes:IMC < 20kg/m2 (264 cycles),IMC entre20 et 25kg/m2

(394 cycles),IMC entre25 et 30 kg/m2 (83 cycles)et IMC 2': 30kg/m2 (48 cycles).Chacunea

bénéficiéd'un protocoleagonistelong et FSH recombinante.Tous les paramètresde la FIV

sont comparables(taux d'annulationdu cycle de stimulation, taux d'implantation,taux de

grossesse)mais les patientesobèsesnécessitentde plus folies dosesde FSH recombinantes

pour acheverla maturationovocytaire,dès que l'IMC dépasse30 kg/m2 (p=0.0003).Pour

l'équipedeDechaud,l'obésitén'affectepasnégativementles résultatsde la FIV.

Awaliini s'estintéresséau traitementde l'infertilité despatientsobèses,en les différenciant

selon la gravité de l'obésité(157). Son étudede coholie rétrospectivea inclus des patients

d'IMC supérieurà 30kg/m2
, de 20 à 40 ans,de premierrangde stimulationpour uneFIV ou

une ICSI pour une infeliilité primaire avec un protocoleagonistelong. Ont été définis le

groupe A comprenant406 patients obèses,à 32.1kg/m2 d'IMC moyen et le groupe B

comprenant141 patientesayantune obésitémorbide avecun IMC moyen à 37.7kg/m2
• Le

groupeB, comparéau groupeA, fait étatdemoinsde folliculesmûrset de taille intennédiaire

(14 versus16), moins d'ovocytescollectés(7 versus9), de plus fortes dosestotalesd'HMG

utilisées(46.2 versus38.5 ampoules),de façonsignificative(p<0.05).Le taux d'annulationy

estsupérieur,(28.3%versus19%), le taux de grossesseparcycle y estmoindre(19.9%versus

28.6%). Cependant,les taux de fécondationen FIV et ICSI ainsi que le nombred'embryons

transférésétaientsimilairesdansles 2 groupes.
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L'impact péjoratif de l'obésité sur l'issue de l'ICSI est discuté. Si la stimulation est plus

difficile et longue,d'autantplus lorsquel'obésitéest importante;les taux d'implantationde

ces patientesméritent que l'on s'y intéresselorsque des taux de grossessepar cycle sont

constatéscomme inférieurs, tout en retrouvant des taux de fécondation identiques. Les

conditionstechniquesde recueil ovocytairessont aussiplus complexeset les complications

obstétricalesplus nombreusestelles que le diabètegestationnel,l'HTA ... Il est actuellement

admisquele bénéficed'unepertede poidsenmatièrede fertilité chezlespatientesobèsesest

celiain.

Dans la population globale, chez les patientesporteusesd'un SOPK, une augmentation

significative du nombre d'ovocytes ponctionnésavec une tendancenon significative à

l'augmentationdesovocytesen métaphaseII, esten accordavecles donnéesplus récentesde

la littérature.

Certainsauteurstels que Salazaren 2008,avaientrapportéun nombred'ovocytesimmatures

plus impOliant chez les patientesporteusesd'un SOPK, et l'expliquaientpar une anomalie

intrinsèquede l'ovocyte, un environnementhormonal inadéquatou une expressionmoindre

du facteurVEGF 9. D'autresauteurscommeEnsiler ou Mendes-Pereiraen 2006, dans des

séries utilisant exclusivement l'ICSI, ont montré que ces patientes produisent autant

d'ovocytesmaturesqueles témoins,commec'estle casdansnotreétude.

Danssasériede 100patientesporteusesde SOPK,bénéficiantde l' leSI, Kdous retrouveun

taux significativementplus élevé d'ovocytesmatures(67% versus 52%) avec un taux de

fécondationsupérieurpourcemêmegroupe(75% versus63.7%,p<O.OOI) (158).

Les donnéesde la littérature font état d'un taux de fécondation enlesl au moins similaire

entre les patientesSOPK et les témoins.Hwang en 2005 retrouveune améliorationdes taux

de fécondationdespatientesSOPKpar l'ICSI (72% versus44.8%, p<0.05) expliquantcette

différencepar une plus grandeproportiond'anomaliesde la zonepellucideconstatéesdans

son étude chez les SOPK. Notre étude ne retrouve qu'une augmentationsignificative des

anomaliesdu cytoplasmeovocytaireet ne corroborepascettehypothèse.

Concernantla qualité embryonnaire,la littérature (159, 160) retrouveune qualité au moins

similaire des embryonsissusde patientesSOPK. Notre étudene retrouvepas de différence

significativeentrecespatienteset lesnormo-ovulantes.

Plachotet al. en2003 ont démontréunecinétiquede division similaire au groupetémoinchez

les patientesSOPK(161). Notre étudene retrouvepasde différencesignificativeà ce sujet,

par un nombre moyen de blastomèresà 12 non différent entre les SOPK et les normo-
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ovulantes.Hardyet al. ont retrouvéun taux similaire d'évolutionau stadeblastocystechezles

patientesSOPKet les témoins.

Si notre étudene seprojettepasau-delàdu replacementembryonnaireen lCSl, la littérature

est conflictuelle concernantl'implantation; celiainsprônentque les taux élevésd'œstradiol

commec'est le cas dansle SOPK s'associentà une mauvaiseimplantationmais des études

récentes(Mendes-Pereiraet al. Ludwig et al.) retrouventdestaux d'implantationcomparables

entrecaset témoins.Enfin, concernantles taux de naissancechezles patientesSOPKsuite à

une lCSl, la méta-analysede Heijnen et al. en 2006 retrouve des taux comparablesentre

patientesSOPK et témoins (162). En Grande-Bretagne,les recommandationsnationales

exigentun lMC inférieur à 30 avantde débutertoute stimulationovariennechezles femmes

OPK; celiains praticiensse contententtoutefois d'une cinétiquepondéraledécroissante,et

non d'une valeur absolued'lMC, avant de débuterune prise en charge thérapeutiquede

l'infertilité.

Concernantl'impact de l'endométriose,si celle-ci est légèrementplus fréquentemais de

façonnon significative,tousstadesconfondus,encasdenon-replacementembryonnaire.

Notre étuden'apu mettreen évidenceune altérationsignificativede la qualité ovocytaireni

embryonnairechezlespatientesporteusesd'uneendométriose.Mais notreétudenepermettait

pasd'isoler les endométriosesde basgradesde meilleur pronosticque cellesde haut grade.

Les donnéesde la littératuredécritesprécédemmentsontpar ailleurs très conflictuellessur le

sujet.

Concernantles paramètresde stimulation,la répartitiondesagonisteset antagonisteschezles

caset témoinsn'estpassignificativementdifférente.

Concernantl'étudesur l'ensemblede la populationde la qualité ovocytaire,de la quantitéet

de la qualité embryonnaire,les antagonistesn'ont été utilisé que pour 26 tentatives,soit un

faible effectif et en priorité chez les patientesplus jeuneset à risqued'hyperstimulationqui

présententen conséquence,une meilleureréponseà la stimulation. Ainsi, il est logique que

ces patientes de meilleur pronostic aient une meilleure réponse en termes de qualité

ovocytaire,de quantitéet de qualité embryonnairece qui est pourtanten contradictionavec

les dernièresméta-analysescomparantagonisteset antagonistes.Mais l'échantillon étudié

n'estpasrévélateurde la populationstandard.

Concernantles gonadotrophinesutilisées,l'utilisation majoritairede la FSH recombinanteest

en accordavecles donnéesde la littératurequi retrouventde meilleursrésultatsen termesde

réponseà la stimulation,de taux de fécondationen lCSl, de qualité embryonnaireet de taux
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de grossessedansunepopulationglobale.Mais ce ratio en faveurde la FSH recombinantene

permetpasunevéritablecomparaisonaux autresgonadotrophines.

Dans l'étude, la description morphologiquedes ovocytes malgré sa part subjective, est

significativementprédictivedu résultatde l'ICSI, saufpour le paramètrede régularitéet la

taille ovocytaire.

La présenced'unpremierglobulepolaireanormal,d'un espacepéri-vitellin élargi, d'unezone

pellucideépaisseou ilTégulière, d'unegranularitécytoplasmiqueaccruede façon diffuse ou

en taches,sembledoncavoir un impactnégatifsur le potentielovocytaireà être fécondéet à

cliver et donnerdes embryonsde bonnequalité en ICS!. Ces résultatssont conformesaux

donnéesde la littératurerelatéesprécédemment.La présenced'un 1el' globule polaire altéré

chez les ovocytes en métaphaseII peut refléter un asynchronismeentre la maturation

nucléaireet cytoplasmique,alors qu'un 1el' globulepolaire trop largepeut être le reflet d'une

distensiondu fuseauméiotique. Ceci poulTait expliquer la plus faible capacitéà former le

pronucléusaprèsl'ICSI et le moindredéveloppementembryonnaire.

Une maturité trop importantepeut être responsabled'un élargissementde l'espacepéri

vitellin, affectant significativement la fécondation et la formation du pronucléus.

Inversement,les altérationsdu cytoplasmetelles que l'augmentationde la granularité,une

localisationcentraled'uneaire granulaire,sontplutôt en faveurd'uneimmaturité,qui estelle

associéeà un faible développementzygotiqueet unefaible qualitéembryonnaire.

Concernantles paramètresmasculins,les donnéesde l'étudeconcernantl'âgesonten accord

avecla littératurequi notepeuou pasd'impactde l'âgepaternelsur la fécondationen ICS!.

Cependant,l'impactsur le résultatde l'ICSI ne seraitpasnul entermesde taux d'aneuploïdie

et d'implantationde l'embryon.

Il est surprenantde voir le peu d'impactretrouvédansnotre étude,du tabacchez l'homme

concernantle nombreet la qualitédesembryonsobtenus.

Le tabac,favorisantla fragmentationet l'altérationde l'ADN spermatiqueest un paramètre

reconnud'altérationde la capacitéfécondantedu spermatozoïdeen fécondation naturelleet

enAMP. Il ne faut cependantpasconclureà l'absenced'effetnéfastemaisplutôt à unelimite

de l'étude.

En effet, la proportion de fumeurs est importante (>44%) chez les cas comme chez les

témoins,prochedu double de la consommationde la population féminine. La quantitéde
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tabacréellementingéréesestdifficilement évaluableen l'absencedemesureobjectivecomme

le tauxdeCO.

Si les conseilsde sevragedu tabagismechez l'homme font déjà partie de l'information

donnéependantla consultation,peut-êtreque les hommesse sententmoins concernéspar le

problème.La lutte contrele tabagismeavantla FIV ICSI peutsansdoutes'intensifierchezles

hommesen essayantde plus les impliquer dans le projet. La motivation personnellereste

cependantindépendante.

De même,les facteurstoxiquespour la spennatogénèseparuneexpositionprofessionnelleou

une intoxication délibéréedoivent être plus recherchésavecune mise en place de mesures

préventivesdansles milieux professionnelset d'une information plus complètesur l'impact

du cannabiset d'autresdrogues. Notre enquêtesur la consommationde toxiquestels que le

cannabisest sansdoute non exhaustivedu fait de la difficulté pour le patientd'évoquerle

sujet.

La concentrationspermatiqueest un paramètrequi a peu d'impOlianceen ICSI tant que

suffisammentde spennatozoïdesvivants, mobiles sont retrouvéspour la tentative,au mieux

en recueil frais, sinon congelé, si les numérations spermatiques des recueils sont

significativementsupérieureschezles témoinspar rappOli aux cas,l'étudede corrélationsur

l'ensemblede la population, entre la numérationspermatiqueet le nombre d'embryons

obtenuset sescritèresdequaliténeretrouvepasdecorrélation.

La mobilité et le pourcentagede formes typiquesne sont pasplus démonstratifsdanscette

étudesansdifférencesignificativeentreles caset les témoins.

Danscetteétude,l'analysede la morphologieeffectuéeen microscopieoptiquea seslimites,

et est soumiseà la subjectivitéde l'opérateur.Une étudeplus détailléede la morphologie

spennatiqueavant ICSI, commelors de l'IMSI ou par la microscopieélectroniquepourrait

préciserl'impact de la morphologiespermatiquesur le devenir de l'ICS!. La littérature a

démontré cet impact et retrouve une augmentationdu taux de fécondation et du taux

d'embryons obtenus par l'IMSI, détaillée précédemment.L'IMSI étant chronophage,

certaines équipesont tentéde la comparerà uneautreméthodede sélectiondu spermatozoïde

parla capacitéàselier à l'acidehyaluronique,lorsquecelui-ci estmatureet nonaltéré.
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5. Conclusion

Que peut-ondire aux patients? Quels paramètresinfluencent la possibilité d'effectuerun

replacementembryonnaireou pas?

La littératurevalide de façon consensuellele principal paramètreà prendreen comptequi est

l'âgede la femme.Nousn'avonspascherchéà le remettreenquestion.

La réserveovarienneestun paramètreimportant.Le taux de FSH au troisièmejour du cycle,

le taux d'œstradiolau déclenchement,dépendantdu recrutementovocytaireainsi que la dose

totalede gonadotrophinesutilisées,témoinde la réponsede l'ovaire à la stimulation,sontdes

paramètresdont il faut tenir compte.

L'étude met en évidence l'impact du tabac chez la femme sur le nsque d'absencede

replacementembryonnaireaprèslCS!.

Chezl'homme,ni l'âgeni les paramètresspennatiquestels qu'ils sontdécritsdansla pratique

quotidienne,nesontsignificativementcorrélésau fait d'obtenirun embryontransférable.

Cependant,l'étuderévèle égalementqu'uneattentionmoindre est apportéeaux paramètres

cliniquesmasculins,tant dansl'enquêteétiologiquequele suivi du respectde règleshygiéno

diététiques.La proportionde fumeurs,sur la populationtotale, estbeaucoupplus importante

chez les hommes par rapport aux femmes. De plus, il reste difficile d'évaluer une

consommationobjective de tabac et de toxiques ingérés. L'accent peut être mis sur la

nécessitéd'unsevragetabagiqueet destoxiques pourchaquemembredu couple.

Le nombred'ovocytesrecueillis, d'autantplus le nombred'ovocytesen métaphaseII micro

injectableset la qualitéovocytairesontdétenninantspour le pronosticde l'lCS!. Les critères

morphologiquesovocytairesdécrivantle cytoplasme,l'espacepérivitellin, la zonepellucideet

le premierglobulepolairenousapportentdesprécisionspronostiquessur l'issuede la micro

injection.

La littératurenousapprendégalementque l'améliorationdesrésultatsde l'lCSl sembleaussi

passerpar une meilleure sélection des gamètescomme le montre la rechercheactuelle

concernantl'analysemorphologiqueplus fine du spennatozoïdeet de l'ovocyte, l'lMSl et

l'activationovocytaire. La biologie moléculaire,la cytogénétiqueet les nouvellestechniques

comme la protéomique nous pennettrontpeut-êtrede mieux cerner les patients à risque

d'échecet serontpeutêtreà l'avenirlesnouveauxalliés du praticienenAMP.
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