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Résumé

La présente étude a pour intérét d’étudier de maniere (N =40) objective, a I'aide d’une
analyse informatisé (Computerised-Assisted-Sperm-Analusis : CASA) des certains parametres
cinétiques spermatiques liée a I'hyper activation des spermatozoides humains aprées la
capacitation in vitro ainsi dans le but d’utiliser ce systeme CASA en routine dans le

laboratoire d’aide médicale a la procréation (AMP).

Il s’agit d’'une étude prospective, Les prélévements spermatiques proviennent des hommes
inclus dans un programme d’AMP (FIV) ou(ICSl), La capacitation des spermatozoides est
possible in vitro lorsqu’ils sont incubés dans un milieu de culture qu’on appelle « milieu

capacitant » ou par lavage- centrifugation

La capacitation du spermatozoide au cours de laquelle le spermatozoide subit des
changements protéiques et Lipidiques et devient hyperactive. Avant leur capacitation, les

spermatozoides présentent une Mobilité linéaire.

Aprés la capacitation, les spermatozoides acquierent une mobilité beaucoup moins linéaire
avec des Mouvements de flagelles plus amples. Cette mobilité facilite la traversée de la zone

pellucide particuliérement Elastique chez les mammiféres.

Plusieurs études ont démontré que la mesure les caractéristiques du mouvement des
spermatozoides mobiles progressifs par les systémes CASA sont liés de maniére significative
aux taux de fécondation in vitro et in vivo.

En effet, il a été montré que la VCL et la VSL, le pourcentage de Spermatozoides progressifs
rapides 'ALH et la VAP sont les parametres qui peuvent prédire le succés ou non de la

fécondation in vitro.

Les Mots Clés : Spermatozoide, Capacitation, Milieu Capacitant, CASA, Spermogramme,

AMP
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Summary

The present study has for interest to study in an objective way (N = 40), using a
computerized analysis (Computerized-Assisted-Sperm-Analusis: CASA) of certain spermatic
kinetic parameters linked to the hyper activation of human sperm after capacitation in vitro
as well for the purpose of using this CASA system routinely in the medically assisted
reproduction laboratory (AMP).

This is a prospective study, The sperm samples come from men included in an AMP (IVF) or
(ICSI) program, The capacitation of spermatozoa is possible in vitro when they are incubated
in a culture medium that 'one calls "capacitating medium" or by washing-centrifugation

The capacitation of the sperm during which the sperm undergoes protein and lipid changes
and becomes overactive. Before capacitation, the spermatozoa exhibit linear mobility.

After capacitation, the sperm acquire much less linear mobility with larger flagella
movements. This mobility facilitates the crossing of the zona pellucida which is particularly
elastic in mammals.

Several studies have demonstrated that measurement of progressive motile sperm
movement characteristics by CASA systems are significantly related to in vitro and in vivo
fertilization rates.

Indeed, it has been shown that the VCL and the VSL, the percentage of rapid progressive
spermatozoa, the ALH and the VAP are the parameters which can predict the success or not
of the in vitro fertilization.

Keywords: Sperm, Capacitation, Capacitating medium, CASA, Spermogram, AMP



Introduction

Introduction

La fécondation humaine implique une succession d’étapes aboutissant a I’activation de
I’ovocyte et a I’initiation de I’embryogenese. Le chemin jusqu’a I’ovocyte est long et il
s’impose donc aux spermatozoides, d’étre mobiles et fécondants. Au terme d’un parcours de
pres de 3 000 fois leur taille, les spermatozoides, ayant franchi le col et les voies génitales
féminines, atteignent finalement I’ovocyte.. Le spermatozoide, alors capacite, doit pénétrer le
complexe cumulo-ovocytaire, reconnaitre et se lier a la zone pellucide de I’ovocyte, réaliser
sa réaction acrosomique et forer la zone pellucide. Parvenu dans I’espace perivitellin,il
s’arrimera a la membrane plasmique ovocytaire. Les membranes spermatiques et ovocytaire
fusionneront et le contenu du spermatozoide s’intégrera alors au cytoplasme ovocytaire.
L’ADN trés condense contenu dans la téte spermatique devra étre décondensé pour former le
pronucléus male.

On peut estimer qu’a I’heure actuelle, un facteur causal masculin est impliqué chez la moitié
des couples souffrant d’infertilité, et que cela concerne environ un homme sur 20. Pour
évaluer les capacités migratoires et fécondantes du spermatozoide (yanigimach, 1988) le
biologiste dispose du spermogramme, auquel peuvent s’ajouter des tests dits fonctionnels qui
explorent chacune des étapes de la préparation du spermatozoide a la fécondation, ainsi que
ses qualités intrinséques. Ces tests évaluent donc en partie le pouvoir fécondant du sperme,
certains de ces tests sont tombes dans 1’oubli, ou sont peu utilises en routine. En effet, I’'ICSI
permet de contourner les premieres étapes de la fécondation.. Mais cette démarche court-
circuite les schémas de réflexion qui tentent d’apprécier les capacités fécondantes des
spermatozoides en vue d’adapter la prise en charge en AMP. En tant que professionnels de
I’AMP, il faut s’imposer une réflexion adaptée et tenir compte des capacités des
spermatozoides a se déplacer, a féconder a initier le développement d’un embryon. .
Comprendre, le spermatozoide et évaluer ses fonctions devrait permettre de choisir la
technique d’AMP la plus adéquate, d’éviter les échecs de la premicre tentative, de limiter les
indications de I’ICSI aux seuls cas nécessaires, et ¢ventuellement d’orienter certains patients
vers d’autres alternatives que I’AMP.

Parmi ces tests fonctionnels spécialisés du sperme nous avons le systéeme d’analyse
videomicrographique (systeme CASA pour computer sperm analysis) permettent une mesure
automatisée, rapide, fi ne et objective (Geyter et al ., 1998).

Sachant que Le témoin de la capacitation est I’acquisition par le spermatozoide d’un
mouvement dit hyperactif, d’'une grande vélocité, associée a des mouvements céphaliques

latéraux de grande amplitude, et a des mouvements flagellaires importants et asymétriques.
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Qui semble faciliter le détachement des spermatozoides de 1’épithélium tubaire et la
pénétration ultérieure de la zone pellucide. Notons que seuls les spermatozoides capacités
pourront pénétrer le complexe cumulo-ovocytaire en conservant un acrosome intact.

En se référant a ’ensemble de réflexions précédentes nous nous sommes intéressé a 1’intérét
du systeme casa dans la confirmation de la capacitation des spermatozoides in vitro et

I’acquisition du mouvement hyper actif.
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I.1.Appareil génital masculin

L’anatomie du tractus génital masculin a une grande influence sur la fertilité masculine car
son intégrité est essentielle a I'émission des spermatozoides produits dans les testicules
jusque au vagin.

L’appareil génital masculin est composé de plusieurs structures visibles (figurel)

- Testicules: sont des organes pairs, symétriques, Est une glande amphicrine dont
composante exocrine a Pour but la production du gaméete male et la partie Endocrine, la
synthése des hormones masculines,Température de 34°C optimale pour la spermatogenése
(Moreno et Alvarado 2006;Valbuena et al.2008; Berruti et Paiardi2011).

La capsule conjonctive, I'albuginée, recouvrant les testicules ‘invagine et définit 2002300
lobules par testicule.Chaque lobule comprend 3 a 4 tubes séminiféres d’'une longueur de 50
cm et un diametre de 150um. Ces tubes Contournés possedent une extrémité borgne et se
jettent dans le rete"testis, puis dans les cones Efférents (10al2partesticule) avant de
rejoindre I'épididyme. L’épithélium des tubes séminiféres est le siége de la spermatogénese
avec Les cellules de la lignée germinale et la cellule de Sertoli.

- Epididymes recouvrent la partie postérieure des testicules et correspondent a la partie
initiale des conduits permettant |'excrétion du sperme.

- Voies excrétrices : représentées par les canaux déférents qui se poursuivent par les
canaux éjaculateurs qui traversent la prostate pour se jeter dans l'uretre.

- Glandes annexes : constituées des vésicules séminales, de la prostate et des glandes de
Cowper (ou glandes bulbo-urétrales).

- Pénis : formé par 2 corps caverneux et 1 corps spongieux et traversé par l'urétre.

(Hamilton 2019)

Rectum

Vessie
Os pubien

Cul de sac de Douglas
- Veésicule séminale

Canal éjaculateur

r meux
Corps caverneu Prostate

Glande bulbo-urétrale
Anus

Bulbe du corps spongieux
Canal déférent
Epididyme

Corps spongieux

Gland

Uretre

Testicule

Scrotum

Figure 1 : Anatomie de |'appareil génital masculin (Hamilton 2019)
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Chez 'homme la puberté, intervient entre 12 et 18 ans, elle est considérée comme une
phase transitoire entre I’enfance et I’age adulte.

1.1.1 Phases de Spermatogeneése

- La spermatogenese : est un processus de division et de différenciation des cellules souches
germinales males en spermatozoides (gamétes males matures) (Saito et
al.2000;Beardsley2002;0'Donnell et al.2011), elle se déroule Dans les testicules, et plus
précisément dans la paroi des tubes séminiferes des testicules.

La durée de la spermatogenése est d’environ 74 jours chez I’homme.

La spermatogenese démarre a la puberté sous |'effet des hormones gonadotropes (GnRH,
LH, FSH) et des androgénes (testostérone). Elle dure 74 jours chez 'homme adulte et se

divise en 3 phases : proliférative, méiotique et de différenciation.

- Cellule
Epididyme de Sertoli o
. Testicule Partie basale | Spermatogonie
0 ) ) £ —— | _~~ Cellule souche diploide ~~»
(r,
;;,f;‘\ K. = Tubes > o A Q J
b 8¢ | Sminife ; =, £ & =
n\‘n.:'@ séminiferes ‘3 (‘3 % — | 1
T v > & Q Spermatocyte
0 1A < - = . Cellule diploide =*®
\ YD %9) (@ — ”
'(»(\\ 7 A < / \ J— Méiose 1
N\ \ ™. Spermatocyte II

N, ’ \;‘K ’ ; ~ 1/4/.6\\ )\' Cellule haploide § 3

) \ / \ j \ - Maéiose 2
Canal déférent o 1 a N\ Spermatide J
b{ & I cellule haploide v) d) J » O 1
de | ! S l l l l
Sens de a‘ . Spermatozoide N |
spermatogenese Cellule haploide { " { i s L
Coupe transversale Partie luminale
d’un tube séminifére (lumiére du tube) e

spermatocytogenese

spermiogenese

Figure 2 : La spermatogenése (Hamilton 2019)
1.1.1.1 Phase proliférative
Sous l'effet des hormones gonadotropes, la spermatogonie de type Ad se multiplie par
division hémiplastique pour donner une spermatogonie de type Ad, assurant le
renouvellement du stock, et une spermatogonie de type AP. Cette derniére se divise de
facon hétéroplastique pour donner deux spermatogonies de type B.
Celles - ci deviennent des spermatocytes | compétents pour entrer en méiose. Cette phase

proliférative dure 16 jours. Les ponts cytoplasmiques existant entre la cellule meére et la
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cellule fille persistent tout le long de la spermatogenese. Les cellules germinales évoluent
alors en lignées synchrones et issues du méme clone.

1.1.1.2 Phase méiotique

La méiose est un processus propre a la gamétogenese. L'appariement des chromosomes
homologues marque le début de la méiose (prophase) et est caractéristique du stade

leptotene. Le stade zygoténe voit se mettre en place le complexe synaptonémal .

Les échanges de portions chromosomiques ou crossing>over sont associés au stade
pachytene .Au stade diplotene, le complexe synaptonémal se dissocie .Le stade diacinese
marque la fin de la prophase | de méiose. Les chromosomes se placent sur le fuseau
méiotique. Cette prophase dure 22 jours sur les 24 jours que dure la 1ere phase de méiose

chez ’homme et est caractéristique du spermatocyte | (diploide).

La métaphase | voit la plague équatoriale se mettre en place. Pendant I'anaphase, les
chromosomes migrent le long du fuseau. Les deux lots de chromosomes entourés de leurs
enveloppes nucléaires sont constitués pendant I'anaphase I. La 1éere division de méiose dite«
équationnelle »conduit a la production de deux cellules filles, les spermatocytes Il. Le
spermatocyte Il est une cellule haploide dont la durée de vie n’est que de quelques Heures
.ces derniers possedent 23chromosomes dupliqués et abordent rapidement la deuxiéme
division de méiose dite (réductionnelle) qui aboutit a la production de 2 spermatides rondes

(haploide)
1.1.1.3 Phase de différenciation : la Spermiogenése

Suite a la deuxieme division méiotique, le spermatocyte Il devient une spermatide ronde et
entame progressivement sa différenciation pour devenir une spermatide allongée. Cette
phase de différenciation cellulaire, appelée spermiogenese, dure 23 jours et induit des

changements cytologiques profonds Elle comporte plusieurs phases :

* Hyper compaction de la chromatine : la chromatine se condense progressivement et le
noyau apparait compact. Les histones sont partiellement remplacées par des protéines de
transition puis par des nucléoprotéines, les protamines. Ces dernieres présentent de
nombreux ponts disulfures permettant une condensation importante de la chromatine. (De

Mateo et al.2009;2010).
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* Formation de I’acrosome : I'acrosome est formé par la fusion des vésicules golgienne. Il
contient des enzymes qui seront libérées lors de la fécondation. Parmi elles, les enzymes
hydrolytiques digéreront les différentes enveloppes de I'ovocyte lors de la fécondation
(hyaluronidase, proacrosine). (Moreno et Alvarado 2006;Valbuena et al.2008; Berruti et

Paiardi 2011).

* A La formation du flagelle : le flagelle est élaboré a partir du centriole distal a la partie
postérieure de la téte. Le réseau microtubulaire est composé de 9 doublets de microtubules
et d’un doublet central. Ces microtubules sont associés a des bras de dynéine dont L’activité

module le mouvement spermatique.

Dés les pieces intermédiaire et principale, les fibres denses recouvrent I'axonéme. Dans la
piece principale, la gaine fibreuse entourent les microtubules et régule la mobilité
spermatique (Lie et al.2010; Konno et al.2012;Sperry et al.2012).

1.1.2. Spermiation

La spermiation est le processus par lequel la spermatide allongée quitte I'épithélium
séminifere. Le corps Résiduel est phagocyté par la cellule de Sertoli et les jonctions cellule de
Sertoli, spermatides allongées sont peu a peu éliminées .Le cytoplasme de la cellule de
Sertoli se rétracte libérant alors Le spermatozoide immature dans le fluide testiculaire. Ce
processus est sous le controle de ’lhormone folliculo stimulante(FSH) et de la testostérone
(Saitoeal.2000;Beardsley2002;0'Donnell et al.2011).

1.1.3 Structure du spermatozoide

Le spermatozoide humain est une cellule hautement spécialisée. Le spermatozoide se
compose d’une téte et D’un flagelle (figure3), la téte se divise en deux parties : I'acrosome,
vésicule fondamentale a la fécondation ,Et le noyau dont la chromatine est hypercompacté,
le flagelle ,moteur de la mobilité, comporte 3parties :les piéces intermédiaire , principale et
terminale .la piece connectrice fait le lien entre et I'axonéme , présent sur Toute la longueur
du flagelle. Dans les pieces intermédiaire et principale, les fibres denses entourent
I'axonéme . La piece intermédiaire comprend I'hélice mitochondriale .dans la piéce
principale, 'axonéme est recouvert D’une gaine fibreuse. Le cytosquelette se désorganise

progressivement dans la piéce terminale.
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a) Téte du spermatozoide

La téte spermatique mesure environ 4-5 um de long et 3 um de large. Elle est quasiment
dépourvue de cytoplasme et est constituée de 2 éléments principaux : le noyau et
I'acrosome.

Le noyau haploide posseéde une chromatine trés condensée, ce qui permet de protéger le
génome du spermatozoide lors de son long transit, d’abord dans le tractus génital masculin
puis dans le tractus génital féminin.

La téte renferme également I'acrosome : il s’agit d’'une grande vésicule dérivant de l'appareil
de Golgi contenant de nombreux enzymes et constitue une sorte de coiffe au niveau de la
partie antérieure du noyau spermatique. Cet acrosome a un role fondamental lors de la
fécondation par la libération de son contenu enzymatique permettant la lyse de la zone
pellucide de I'ovocyte et I'apparition ou la modification de récepteurs et protéines jouant un
role dans la fixation et la fusion avec l'ovocyte : ce phénomene s’appelle la réaction
acrosomique.

Le contenu enzymatique hydrolique est libéré et digere la zone pellucide de I'ovocyte .la
membrane plasmique interne ainsi exposée Comporte les récepteurs, ligands et enzymes qui
permettent la fusion des gamétes male et femelle. Parmi les enzymes acrosomiales , la
proacrosine et la hyaluronidase.

b) Cou

Le cou du spermatozoide contient 2 éléments : la piece connective et le centriole proximal.
La piéce connective est composée de 9 colonnes segmentées en forme d’entonnoir.

Ces colonnes segmentées se prolongent ensuite par les fibres denses au sein du flagelle. Le
centriole proximal quant a lui est formé de 9 triplets de microtubules disposés en cercle avec
un axe de 90° par rapport a I'axe du flagelle. Ce centriole proximal est impliqué dans la
formation du fuseau mitotique de premiere division lors de la fécondation

c) Flagelle

Le flagelle est constitué de fibres et de microtubules, c’est I'élément moteur du
spermatozoide puisqu’il lui permet d’avoir une mobilité indispensable pour sa rencontre
avec l'ovocyte. Il est constitué de 3 parties : piéce intermédiaire (4-5 um), piéce principale
(45-50 um) et piece terminale (1-2 um).

La structure du flagelle est organisée autour de I'axonéme avec la présence de structures
péri-axonémales (sauf au niveau de la piéce terminale).

L'axonéme est formé au centre des colonnes segmentées a partir du centriole distal.
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Les différentes structures péri-axonémales sont :

- Manchon mitochondrial ou gaine de mitochondries :

La piece intermédiaire contient une zone riche en mitochondries suite a leur migration lors
de la spermiogenese. Ces mitochondries sont indispensables a la mobilité du spermatozoide
car elles apportent I'énergie nécessaire a la mobilité du flagelle grace a I’hydrolyse de I’ATP.

- Fibres denses : elles prolongent les colonnes segmentées et correspondent a des
densifications protéiques en regard des doublets périphériques. Elles sont présentes dans la
piece intermédiaire et la piéce principale. - Gaine fibreuse : elle n’est présente que dans la
piece principale.

- Colonnes longitudinales : correspondent a un épaississement de la gaine fibreuse se
confondant avec les fibres denses en regard des microtubules 3 et 8 (plan du doublet
central).

La piéce terminale du flagelle quant a elle ne contient pas de structures péri-axonémales. -
Axonéme et structures péri-axonémales sur coupes transversales du flagelle (Kazuo Inaba,

2011 ; Bisson JP et David, 1975)

Acrosome _
Membrane plasmique
Noyau Mitochondrie

Centriole Disque terminal
hﬁm,mmm»mwm

mgwlwyﬂwxwlwlum\@)

fl | |

téte Piece intermédiaire Piéce principale Pidce terminal

flament axial

Figure 3 - Schéma d'un spermatozoide humain (Marie Allimant ,2010)

Le plasma séminal est la résultante des sécrétions testiculaires, épididymaires et des glandes
annexes : la prostate, les vésicules séminales et les glandes de Littré et de Cowper.Les
spermatozoides sont stockés dans la queue de I'épididyme et seront introduits dans le
plasma séminal pour composer le sperme. A I'éjaculation, le sperme est émis en 3 fractions.

La lére fraction contient les sécrétions prostatiques et des glandes de Cowper. La 2éme
fraction comporte les sécrétions épididymaires, testiculaires et les spermatozoides. La 3éme

fraction inclus les sécrétions des vésicules séminales.
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I. 1.4. Modifications moléculaires et biochimiques du spermatozoide

A la sortie du testicule, le spermatozoide n’est pas mobile et est incapable de féconder un
ovocyte. Il acquiert ses fonctions durant sa maturation dans |'épididyme et pendant la
capacitation dans les voies génitales féminines.

1.1.4.1 Au niveau épididymaire

Suite a I'étape de spermiation, les spermatozoides libérés dans la lumiére des tubes
séminiferes Vont cheminer vers les tubes droits (1 tube droit par lobule testiculaire) puis le
rete testis (Systéme canalaire). Ce cheminement des spermatozoides ne se fait pas grace a
leur mobilité propre mais grace aux contractions de ces tubes séminiferes puis des
structures canalaires ultérieures conductrices des spermatozoides.

Les spermatozoides testiculaires présentent une morphologie compléte mais sont
cependant a ce stade immobiles et non fécondants.

Les spermatozoides vont ensuite gagner les épididymes au niveau des cones efférents. Ces
cones efférents se poursuivent par le canal épididymaire, un canal extrémement contourné
faisant plusieurs meétres de long, qui se situe a I'extérieur du testicule a sa face dorsale.

On identifie 3 différentes parties au niveau de I'épididyme : la téte, le corps, et la queue. Les
spermatozoides vont subir un phénoméne de stockage et de maturation dans les
épididymes.

Cette maturation épididymaire comprend des modifications de la membrane plasmique, des
modifications chromatiniennes et cytoplasmiques ainsi que I’acquisition du pouvoir
fécondant (mobilité et interaction gamétique). Ils acquierent en effet leur mobilité dans le
corps de |'épididyme.

Puis I'inhibition transitoire de leur pouvoir fécondant a lieu dans la queue de I'épididyme
Grace a des facteurs décapacitants qui sont des molécules se fixent sur la membrane
plasmique du spermatozoide afin de la stabiliser et d’éviter une capacitation précoce. Parmi
ces facteurs, les protéines de la famille CRISP bloquent les canaux ioniques et ainsi la
capacitation, Ces glycoprotéines sont retirées de la membrane plasmique de spermatozoide
lors de son passage dans les voies génitales féminines (Roberts et al.2007).

1.1.4.2 Au niveau des voies Génitales féminines

Le mucus cervical est un maillage fait de longues chaines glycoprotéines réunies par des
ponts disulfures .En phase pré ovulatoire, ces chaines s’orientent parallelement a I'axe du
canal cervical formant un filet a mailles larges permettant de « guider »les spermatozoides.

Une glaire cervicale (endocol) de bonne qualité représente aussi un excellent milieu de
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survie pour les spermatozoides permettant le relargage régulier de spermatozoides vers le
corps utérin, in vitro la qualité de la glaire et le comportement des spermatozoides dans la
glaire cervical s’apprécient par le test de Huhner et le test de pénétration croisée (Griffith et
Grime 1990)

1.1.4.3 Capacitation

La capacitation est I’ensemble des modifications biochimiques et structurales,
membranaires et cytoplasmiques se déroulant dans le tractus génital féminin qui
permettent aux spermatozoides, d’acquérir leur pouvoir fécondant. (Hamilton 2019)

Le phénomeéne de capacitation résulte dans un premier temps de la suppression des facteurs
décapitant contenus dans le plasma séminal ou fixés sur les spermatozoides lors de la
traversée de la glaire cervicale, puis de I'action de facteurs capacitant sécrétés par les voies
génitales féminines.

La capacitation est aujourd’hui définie comme permettant aux spermatozoides

De subir I'hyperactivation qui est caractérisée par un mouvement flagellaire tres rapide,
asymétrique et avec une grande amplitude, de se lier a la zone pellucide,d’enclencher la
réaction de I'acrosome , pour finalement fusionner avec I'ovocyte ((Yanagimachi, 1994 ;
Austin, 1992 ;Honda et al, 2002 ;Olson et al, 2011),

C’est donc une étape de maturation indispensable a la fécondation. Elle est réversible : les
spermatozoides capacités peuvent étre « dé capacités » (Bi et al. 2009) s’ils sont incubés
dans le plasma séminal.

La totalité des processus qui rentre en jeu dans ce phénoméne n’est pas connue, mais
certains mécanismes ont été décryptés. lls sont ici rassemblés en 4 grandes parties :

eDes modifications membranaires avec des réorganisations de phospholipides
accompagnées d’un efflux de cholestérol induit par I'albumine et les lipoprotéines présentes
dans le tractus génital femelle (Gadella et al., 2008 ; Lin et Kan, 1996) ;

eDes modifications ioniques intracellulaires et membranaires avec hyperpolarisation de la
membrane plasmique, augmentation de la concentration intracellulaire de calcium et
augmentation du pH interne (Arnoult et al., 1999) ;

e Un réarrangement des protéines de la membrane plasmique accompagné de
phosphorylations des protéines qui permettent la fixation des spermatozoides a la zone
pellucide et de certaines protéines impliquées dans I'exocytose de la vésicule acrosomiale ;

e Une hyperactivation flagellaire (Navarro et al. 2008).

11
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Ce phénomene permet d’augmenter la liaison du spermatozoide a la zone pellucide de
I'ovocyte Durant la capacitation, I'assymétrie des phospholipides et |'exposition des
phosphatidylsérines facilitent I'adhésion cellulaire (Gadella et al.2008 ; Nixon et Aitken
2009 ; Flesch et Gadella2000;Gadella et Harrison 2000).

* Les ions bicarbonates et la voie AMPc : de nombreuses études ont montré que la
capacitation est un phénomene HCO3A A dépendant (Wuttke et al.2001). A I'ovulation, le
pH de la trompe est alcalin et la concentration des ions bicarbonates est a son maximum.
L'entrée des ions bicarbonates via le transporteur Na+/HCO3A stimule la fluidité
membranaire et |'activité de I'adénylate cyclase.

Ce dernier synthétise ’AMPc qui active la PKA. Cette kinase phosphoryle les protéines cibles
telles que les AKAPs dans le flagelle et méne a I’hyperactivation du mouvement (Turner et
al.1999;Luconi et al.2004).La phosphorylation conduit également a un remodelage des
protéines de la téte ce qui permet la reconnaissance ovocyte(ZP3) A spermatozoide (Asquith
et al.2004).

* Le calcium : il module I'activité de kinases et ainsi la phosphorylation des protéines cibles
(Baldi et al. 1996).L'entrée de Ca2+intracellulaire est régulée par une Ca2+AATPase
dépendante de la calmoduline et augmente durant la capacitation. Toutefois, I'entrée de
calcium ne suffit pas et la mobilisation des réserves calciques acrosomale et mitochondriale
est requise pour I’hyperactivation du flagelle (Costello et al.2009).

Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette capacitation sont, en résumé, des
phénoménes de modifications des lipides membranaires (réorganisation des phospholipides,
redistribution du cholestérol et efflux de cholestérol) induisant une augmentation de la
fluidité membranaire et une déstabilisation membranaire. Ceci entraine une mobilisation
des protéines membranaires .il s’ensuit une externalisation de récepteurs spermatiques qui
permettront la fixation a la zone pellucide ovocytaire. Des zones membranaires fusiogenes
apparaissent et une modification de I'activité des canaux ioniques entraine une
augmentation de la perméabilité aux ions calcium. Ces deux derniers événements préparent
le spermatozoide a la prochaine étape qu’est la réaction acosmique .Dans le spermatozoide
qui se capacité, I'influx massif de calcium intracellulaire a pour effet d’augmenter I'activité
adénylate —cyclase et de diminuer I'activité des phosphodiestérases , d’ou une élévation du
taux d’AMPcyclique(AMPc) dans le spermatozoide, ce qui augmente sa mobilité .I’AMPc
active en effet des protéines —kinases permettant la phosphorylation de nombreuses

protéines spermatiques notamment flagellaires .le témoin de la capacitation est I'acquisition
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par le spermatozoide d’'un mouvement dit hyperactif (Oehninger S,Franken DR,Sayed E et

al.2000)
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Figure 4: Résumé biochimique de la capacitation(Dessin: c vetopsy .Fr)
1.1.4.4 I’Hyperactivation du mouvement flagellaire

Le mouvement hyperactif est déterminant pour la progression du spermatozoide dans le
tractus génital féminin mais aussi au sein du complexe cumulo-ovocytaire afin de pouvoir
pénétrer la zone pellucide et féconder I'ovocyte (Mortimer et al. 2015) a travers :

- Le développement des forces nécessaires pour détacher des spermatozoides ayant adhéré
au revétement épithélial,

- La facilitation des échanges des métabolites et des autres facteurs stimulants par une
agitation du fluide réalisant le microenvironnement local du spermatozoide,

- La prévention du piégeage des spermatozoides dans les portions étroites et contournées
du tractus par une migration facilitée

- L"augmentation de la probabilité de rencontre avec le complexe cumulus-ovocyte par un
volume balayé plus important et,

- La pénétration au travers de la masse du cumulus et de la zone pellucide par une poussée
accrue au niveau de la téte du spermatozoide

Il existe deux types d’hyperactivation du spermatozoide : progressive et non progressive
(Figure5).Le mouvement hyperactif non progressif décrit un trajet qualifié classiquement «
en étoile » et ne s’exprime que de maniere transitoire pour un spermatozoide donné, entre
des phases ol le mouvement est progressif (Jouannet et al. 1995).

13
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La particularité de ce mouvement est une grande vélocité, associée a des mouvements
céphaliques latéraux de Grande amplitude, et a des mouvements flagellaires importants et
asymétriques, cette mobilité hyperactive semble faciliter le détachement des
spermatozoides de I'épithélium tubaire et la pénétration ultérieure de la zone pellucide,
Notons que seuls les spermatozoides capacités pourront pénétrer le complexe cumulo-
ovocytaire en conservant un acrosome intact

Des systémes d’analyse vidéomicrographique (systeme CASA pour computer sperm analysis)
permettent une mesure automatisée, rapide, fine et objective de cette mobilité
spermatique, un logiciel permet de retracer la trajectoire suivie par la téte des

spermatozoides (Oehninger S,Franken DR,Sayed E et al.2000 )

Non-hyperactivated (= “Forward progressive”)

IHyperactivated, progressive Hyperactivated, non-progressive
(= “Transition phase™) (= “Star spin™)

Figure 5:Trajectoires de spermatozoides capacités mobiles non hyperactivés et
hyperactivés (Mortimer et al. 2000).

1.1.4.5.Reconnaissance et la liaison a la zone pellucide ovocytaire

Parvenus en nombre restreint jusqu’au contact de I'ovocyte, les spermatozoides entrent a
nouveau en concurrence pour reconnaitre et se lier a la zone pellucide ovocytaire, la liaison
des spermatozoides a la zone pellucide est un processus spécifique d’espéece,

Les protéines de membrane qui seront responsables de la reconnaissance et de fixation des
spermatozoides a la zone pellucide de I'ovocyte Il deviennent fonctionnelles

La liaison entre des récepteurs spécifiques situés a la surface du spermatozoide et une

protéine de la zone pellucide, la protéine ZP3
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La liaison du spermatozoide a la ZP3 va également activer des récepteurs spermatiques et
déclencher des voies enzymatiques impliquées dans la réaction acrosomique (Patrat et al.,
2000).

Un hemi-zona assay est utilisé pour la capacité de fixation de la population spermatique
étudiée a une population de spermatozoides témoins ayant prouvé leur fécondance (Arslan
M, et al. (2006)

1.1.4.6 La Réaction acrosomique (RA)

Le spermatozoide qui est capacité peut entreprendre la réaction de I'acrosome pour étre en
mesure de féconder I'ovocyte. La réaction de I'acrosome consiste en la fusion de la
membrane plasmique du spermatozoide avec la membrane externe de I'acrosome,
conduisant a la formation de vésicules se dispersant progressivement avec libération
concomitante du contenu acrosomial , cette réaction se caractérise par un influx d’ions
calcium et un efflux de protons a travers la membrane plasmique périacrosomique .

Dans les conditions physiologiques, seuls les spermatozoides capacités peuvent faire leur
réaction acosmique.

Une fois la réaction acosmique achevée, le spermatozoide n’est alors recouvert an avant que
par la membrane acosmique interne qui peut ainsi étre exposée a I'ovocyte.(Esteves et al ,
2007)

Le Hamster —test permet donc d’évaluer les capacités fusiognés des spermatozoides

(Auger), Mesbah M,Huber C,Dadoune JP1990 , Oehninger S,Franken DR,Sayed E et al.2000)

1.1.4.7Fécondation

La fécondation humaine implique une succession d’étapes palieres aboutissant a I'activation
de l'ovocyte et l'initiation de I'embryogénése, le chemin jusqu’a I'ovocyte est long et semé
d’embuches et il s'impose donc aux spermatozoides , d’étre mobiles et fécondants, au
terme d’un parcours de pres de 3000 fois leur taille, les spermatozoides , ayant franchi le col
et « escaladé » les voies génitales féminines, atteignent finalement le sommet des trompes
de Fallope et gagnent 'ampoule tubaire , le spermatozoide , alors capacité , doit pénétrer le
complexe cumulo-ovocytaire ,reconnaitre et se lier a la zone pellucide de I’ovocyte , réaliser
sa réaction acosmique et forcer la zone pellucide , parvenu dans |'espace péri vitellin , il
s’arrimera a la membrane plasmique ovocytaire , les membranes spermatique et ovocytaire
fusionnent et le contenu du spermatozoide s’intégrera alors au cytoplasme ovocytaire ,

L’ADN tres condensé contenu dans le téte spermatique devra étre décondensé pour former
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le pronucléus male, Ainsi , le spermatozoide élu aura franchi de nombreux obstacles pour
apporter au but , ce qui ‘il aura jusqu’alors protégé, la moitié du patrimoine génétique du
futur zygote(Griffith et Grime 1990)
L’ovocyte fécondé est nommé zygote, Les deux noyaux se placent I'un au contact de l'autre.
Chaqgue noyau entre en prophase : les chromosomes apparaissent et le fuseau de division
s'organise. Apres destruction des enveloppes nucléaires, les chromosomes se placent sur le
fuseau et forment la plague équatoriale.

Selon le dogme classique, (Evans et Florman, 2002) la séquence des événements menant a
la fécondation est décrite comme suite :

d’abord la liaison avec la zone pellucide ;, ensuite la réaction de I'acrosome, suivie de la
fusion de la membrane de I'ooléeme et de la surface du spermatozoide , l'injection du

génome paternel

Cumulus
(1 Spz active

= noy au
flagclic - acrosomc

(2" Liaison mb pellucide

(3) Fusion des mb plasmiques

Figure 6 : schéma représente les étapes de la fécondation. (Kawa et al.2010)
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1.2 Analyse du sperme

Spermogramme-spermocytogramme est |I'examen de premier intention pour évaluer la
qualité du sperme dont I'organisation mondiale pour la santé (OMS)a defini les limites
basses de références (WHO 2010)

1.2.1 Le spermogramme

Le spermogramme est I'étude du sperme frais éjaculé .Apres un délai d’abstinence sexuelle
de 3a5 jours, aprés liquéfaction, divers parametres sont caractérisés (WHO 2010)

- Volume : témoin du bon fonctionnement des glandes annexes

-Ph

Viscosité : résultante des secrétions prostatiques et vésicules séminales

Vitalité : renseigne sur le nombre de spermatozoide vivants et morts par une coloration
vitale (éosine-nigrosine)

La numération des spermatozoides et les cellules rondes

- Mobilité

La mobilité est un parametre essentiel pour I’évaluation de la fécondance du spermatozoide,
la mobilité du spermatozoide présent différent profils. Apprécie au microscope optique, elle
est exprimée en pourcentage de spermatozoides mobiles (Grizard et Jimenez 1997), une
évaluation qualitative est réalisée en différenciant le spermatozoides se déplacant
activement suivant une trajectoire linéaire ou aléatoire (mobilité progressive PR) ,ne
progressant que tres faiblement (non progressif NP) et les spermatozoides immoles
(IM)(WHO 2010), Des systemes d’analyses assistés par ordinateur (systéme
CASA)garantissent une mesure automatique et objective , ces systémes CASA permettent de
détecter des anomalies de mobilité imperceptibles en microscope. Toutefois, peu de
laboratoires sont aujourd’hui équipés

1.2.2 Spermocytogramme. La morphologie du spermatozoide est considérée comme l'un
des facteurs clés de réussite de la fécondation .

1.2.3 Analyse informatique du Sperme (CASA : Computerzed Assisted SperAnalysis)

Le systéme est composé d’'un microscope optique a contraste de phase négatif relié a un
logiciel informatique par l'intermédiaire d’'une caméra permettant la digitalisation des
images, c’est-a-dire la transformation des images capturées par la caméra en images
numeériques (Mortimer 2000 ; OMS 2010).

Cette méthode informatisée permet d’obtenir des informations objectives et précises sur la

proportion de spermatozoides mobiles et leur mouvement (Pena, 2004).
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Les parametres pouvant étre calculés avec cette technique sont nombreux : la mobilité
massale et individuelle, les mouvements lents, moyens et rapides, la fréquence des
battements des flagelles...Ainsi, les spermatozoides ayant déja effectué leur capacitation
sont reconnus a leur mouvement hyperactive

Cette méthode permet I'analyse d’un grand nombre de spermatozoides en un temps limité.
Cependant, cette méthode colte chére et elle nécessite une standardisation des appareils

Avant leur utilisation (Rijsselaere et al., 2005)

| =
-

/
/ "

Figure 7: le systeme CASA HT CEROS Il Clinical(Mortimer 2000 ,0MS 2010)

BIRR

20 MICRON
2 CHAMBERS A B
7 o SAMPIF

Figure 8 :Lames BIRR Biosciences 20 um avec 2 chambres de comptage A et B

Figure 9 : Lame Leja® 20 um avec 2 chambres de comptage A et B
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Il calculer plusieurs paramétres de mobilité a savoir

*|la motilité totale TMOT : ce parameétre représente le pourcentage des gametes qui bougent
indépendamment de leur qualité de mouvement par apport a la population totale.

*le pourcentage des spermatozoides progressifs (PMOT): ce parametre inclut tous les
spermatozoides ayant une VAP<50um/seconde et une linéarité (VSL/VAP) supérieure a 75%
*|le pourcentage des spermatozoides statiques : il représente tous les spermatozoides qui ne
bougent pas pendant I'analyse

*|les mouvements rapides, moyens et lents des spermatozoides

* les différentes vitesses de progression :

- VCL (velocitycurvilinear) : cette vitesse prend en considération la totalité de la distance
(point par point) par courue par le spermatozoide pour un temps donné

- VSL (velocity straight line) : cette vitesse prend en considération, pour un temps donné, les
points de départ et d’arrivée sur spermatozoides, indépendamment de son trajet
-VAP(velocityaveragepathway) :cette vitesse correspond a la VCL, mais apres lissage de son
trajet

ALH : amplitude of lateral Head displacement : ce paramétre correspond a la distance, en
pum balayé par la téte des spermatozoides durant le mouvement de battement

-BCF beat cross frequency : il mesure en Hezz la fréquence de battement de la téte des

spermatozoides en, mouvement (nombre de battement par unité de temps)

Curvilinear VG
path \

1
1
1
VSL !
/ \ U
s 5 L T/
\// Straight-line path N

Figure 10 : terminologies standards des variables cinétiques mesurées par les

systemes CASA (OMS 2010)
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1.3 Procréation Médicale Assisté (PMA)

Techniques d’assistance médicale a la procréation (AMP) sont I'ensemble des techniques
médicales et biologiques qui comportent la manipulation des gametes, avec ou sans
fécondation in vitro (FIV), dans le but d’obtenir une grossesse chez un couple qui sans cela
risquerait de demeurer infécond

Ces techniques peuvent aussi s’appliquer dans le cas de risques importants de transmission a
I’enfant de maladies graves et incurables de fagon a ne transférer que les embryons qui en

seraient indemnes (Ezekiel et al. 2003)

I.3.1Fécondation in vitro classique (FIVETE)

Dans la fécondation in vitro (FIV) dite « classique », la confrontation entre gametes mates et
femelles est assurée en dehors de I'appareil génital féminin, par insémination simple « in
vitro », la FIV réalise en dehors de I'organisme ce qui se fait normalement dans la trompe de
la femme : capacitation de l'ovocyte mature par le pavillon tubaire , transport des
spermatozoides jusqu’a I'endroit ou doit avoir lieu la fécondation , en général I'ampoule
tubaire ( achévement de leur capacitation en cours de route), fécondation , transport de
I'ceuf jusqu’a la cavité ultérieure ou doit avoir lieu son implantation , tout en assurant les
conditions nécessaires aux premiéres segmentations embryonnaires.(potter,1970)

FIV classique (insémination des spermatozoides dans I'ovocyte) : Chaque ovocyte est mis en
présence d’'un nombre suffisant de spermatozoides mobiles préparés avant d’étre replacé
a37 dans un incubateur, tout en veillant au respect de conditions physico-chimiques
précises : température, composition du milieu, os molarité, ph)

*Les principales indications en sont :

La stérilité tubaire

L’endométriose

Les stérilités dites « idiopathiques »

Les troubles de I'ovulation en seconde intention

Les échecs d’IAD (FIV-D)

1.3.2Fécondation assisté(ICSI)

Les indications de FIV couplée a une technique de micro- injection (ICSI) se sont rapidement
diversifiées. Il s’agit alors “injecter directement par intervention humaine un spermatozoide

dans chaque ovocyte mature recueilli. (potter, 1970)
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Aucun test ne permet de prévoir de facon certaine la fécondance d’'un sperme .les
biologistes apprécient la faisabilité d’une tentative en faisant un test de préparation du
sperme, ce qui leur permet de juger du nombre
De spermatozoide dont ils pourront disposer lors de la tentative. Plusieurs recueils successifs
du sperme sont parfois proposés au patient :
Sur sperme éjaculé, gu’il y ait authentique OligoAsthénoTératoSpermie(OATS) ou que le
sperme soit dit « normal » mais :
-avec stigmates d’une auto-immunisation
-avec échec de fécondation en FIV classique
*dans le cadre d’une azoospermie, que celle-ci soit

-excrétoire

-sécrétoire

Wellcome Images

Figure 11: schéma de fécondation in vitro par I'injection cytoplasmique du sperme

intracellulaire
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I.3.3Recueil ovocytaire au cours du cycle spontané ou induit

Différentes méthodes sont utilisées pour préparer les ovaires au recueil ovocytaire : le cycle
Natural, I'induction de I'ovulation par citrate de clomiphéne , Le recueil d’'un ovocyte lors
d’un cycle Natural requiert un monitorage de l'ovulation extrémement précis afin de
détecter le pic pré ovulatoire de LH et réaliser la ponction ovarien, avant la rupture
folliculaire. Le prélévement ovocytaire et peut étre décidé soit a partir du pic spontané de LH
(il faut alors accepter de réaliser la ponction folliculaire et la FIV a toutes les heures du jour
et de nuit), soit a partir d’'une injection déclenchant d’HCG deés que les diamétres du follicule
atteint 18mm de diametre avec une sécrétion ostrogénique supérieure a 150pg/ml (la
ponction est alors réalisée 35 heures apres I'injection d’HCG

Les cycles induits par le citrate de clomiphéne permettent le développement de 1a3
follicules. Le taux de grossesses cliniques par cycle est d’environ 10%. le monitorage de
I'ovulation a les mémes impératifs que celui des cycles spontanés .Compte tenu des faibles
taux de réussite et de la difficulté du suivi de ce type , les cycles spontanés et induits sont,
actuellement ,trés peu utilisés pour préparer les ovaires au recueil ovocytaire

1.3.4 Ponction folliculaire

Aux débuts de la FIV, les prélevements folliculaires se faisaient par ccelioscopie,
progressivement les méthodes de prélevement en ambulatoire sous contréle échographique
se sont développées et sont devenues la méthode standard et unique de prélévement, le
plus souvent la ponction est effectuée par voie vaginale, la sonde vaginale d’échographie
étant munie d’un guide qui permet le passage d’une aiguille de préléevement de calibre
suffisant (Henkel et Schill 2003)

Notamment il faut étre vigilant sur la facon dont la salle d’opération est stérilisée et sur
I’emploi des agents antiseptiques, le liquide folliculaire ainsi recueilli est immédiatement
transmis au biologiste qui compte les complexes cumul-ovocytaires

1.3.5 Sélection et capacitation des spermatozoides

Le jour de la ponction folliculaire, le conjoint réalise un prélévement de sperme .dans
certains cas particuliers, I'’équipe médicale s’est assurée d’'une réserve suffisante de gametes
males par autoconservation a la stimulation folliculaire

La sélection des spermatozoides peut étre réalisée in vitro par différents méthodes .Cette
sélection permet d’enrichir la préparation en spermatozoides mobiles et normaux et

d’optimiser ainsi les chances de fécondation
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Un test de sélection des spermatozoides peut compléter le spermogramme afin d’estimer la
qualité de préparation enrichie en spermatozoides mobiles et normaux .Ainsi, la méthode
de sélection des spermatozoides doit répondes a plusieurs critéres (Henkel et Schill 2003) :
Différents méthodes de sélection ont été développées et sont résumées dans le tableau 2
*la migration ascendante : le principe de cette méthode repose sur la capacité des
spermatozoides les plus mobiles de traverser, depuis le fond du tube vers la partie
supérieure, un milieu capacitant, ce milieu comporte de I'albumine, protéine de captation d
cholestérol ; du pyruvate, substrat énergétique, et d glucose. Cette méthode de sélection
présente les avantages d’étre facile a réaliser et permet 'obtention d’une fraction pure
enrichie en spermatozoides mobiles .toutes fois, les spermatozoides présentant n défaut de
condensation de la chromatine ne sont pas éliminés, le rendement obtenu est également
moindre qu’avec la méthode de sélection par gradient de densité, Ainsi, Cette approche est
réservée aux spermes normaux avec une forte mobilité progressive. (Henkel et Schill 2003)
*Le gradient de densité: le principe de cette méthode repose sur la capacité des
spermatozoides les plus mobiles et normaux a migrer aux travers d’un gradient de
macromolécules. Ce milieu contient de silice recouverte de silane et dont I'osmolarité est
ajustée avec des polysucroses .l présente l'avantage d’étre peu toxique, apres
centrifugation, le gradient présente plusieurs phases .les phases supérieurs contiennent le
plasma séminal, les cellules rondes et les spermatozoides morts ou anormaux, les
spermatozoides les plus normaux morphologiquement sont

Dans le culot (De Mateo et al .2010)
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Méthode Avantages Inconvénients
Migration Fraction enrichie en Faible rendement
ascendante : spermatozoides mobiles . ..
. . Espéces réactives de
. facile et peu onéreuse ] \
Migration des I’oxygene
spermatozoides
P . - Nombreux spermatozoides
mobiles dans un milieu
capacitant Avec un défaut de
condensation de la
chromatine
Migration par Fraction enrichie en Faible rendement
sédimentation : spermatozoides mobiles peu
. . d’ERO
Migration ascendante
puis sédimentation
Gradient de densité : Fraction enrichie en Méthode plus longue
spermatozoides normaux (temps)et onéreuse

Migration des
spermatozoides au Bon rendement
travers d’un gradient

& Peu d’ERO
de macromolécules
Elimination des cellules

rondes

Tableau 1 : Méthodes de sélection des spermatozoides
Apres préparation selon les techniques déja décrites, les spermatozoides sont placés dans
une solution de poly-vinyl-pyrrolidone (PVP) qui les immobiles par sa viscosité
Les spermatozoides retenu est chargé dans la micropipette apres cassure de son flagelle afin
de lui enlever toute mobilité. Il est ensuite introduit dans le cytoplasme d’'un ovocyte
décoroniseé.
1.3.6 Traitement des ovocytes
Une des conséquences de la stimulation est ’hétérogénéité de la cohorte ovocytaire. Tous
les degrés de maturation peuvent étre constatés. Dans la pratique actuelle, tous les ovocytes
sont mis en fécondation en FIV et seuls les ovocytes jugés matures apres décoronisation
sont micro-injectés en ICSI
1.3.7 Observation des embryons
L’'observation des zygotes peut avoir lieu 20a24 heurs apres la fécondation in vitro. L'examen
détaillé des zygotes est de vérifier la réalité de la fécondation et d’en détecter d’éventuelles

anomalies
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L’'examen des embryons se fait en principe 40a48heures aprés I'insémination, cet examen,
outre l'intérét théorique qu’il peut présenter, est trés utile au choix des embryons a
transférer

1.3.8 Transfert embryonnaire

C’est la derniére étape du processus de la fécondation in vitro, elle pourrait paraitre la plus
facile car sur le plan gynécologique le geste du transfert embryonnaire est le plus souvent
sans difficulté, mais il doit étre préparé et réalisé avec attention pour éviter qu’un transfert
embryonnaire inadéquat soit la cause de I'échec finale de toutes les étapes antérieures. Il a
lieu actuellement dans la majorité de cas a48h de la ponction .il peut —étre aussi plus tardif a
cing ou six jours, au stade blastocyste, mais ceci nécessite I'utilisation d’autres milieux de
culture.

Le transfert a lieu en ambulatoire, le plus souvent au laboratoire de fécondation in vitro lui-
méme afin d’éviter toute manipulation inutile et toute transport embryonnaire qui pourrait

intervenir négativement sur ses capacités de développement
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Partie Il Etude analytique
Synthese d’articles scientifiques

Le but de notre étude analytique consiste a évaluer certains parametres cinétiques
spermatique liée a I’hyperactivation des spermatozoides humains aprés capacitation in
vitro analysées en critéres stricts par une mesure automatique et objective( systeme CASA)

sur nos tentatives de FIV sur I’année 2020.

Nous avons essayé de déterminer un seuil au-dessus duquel I’hyperactivité spermatique
obtenue apreés la capacitation in vitro a une bonne valeur prédictive positive sur les taux de

fécondation (TF) in vitro

Ainsi I'intérét du systeme CASA dans la détection des anomalies de mobilité imperceptibles

en microscope optique
Il s’agit d’'une étude prospective, Les prélevements proviennent provient des hommes inclus

dans un programme d’AMP (FIV,)

1.1 Matériels et les méthodes :
11.1.1 population étudiee

- Elle rassemble I'ensemble des tentatives réalisées en FIV classique une partie de I'année
2020 au laboratoire d’AMP du CHU de Pernet. L'ensemble des tentatives comprend les FIV
classiques consécutives (n=80) avec le sperme du conjoint frais quel que soit I'indication de

la FIV

Les critéres de non inclusion dans notre étude étaient les tentatives avec sperme de
donneur, avec spermatozoides préalablement congelés, recueillis dans les urines ou prélevés

chirurgicalement et enfin avec des auto-anticorps anti-spermatozoides.

Pour la méthode semi automatisé Les mémes conditions pré-analytiques avant tout examen

de sperme doivent étre respectées

- Instructions a transmettre au patient lors de la prise de rendez-vous :

* Hyperhydratation : boire 2 litres d’eau par jour les 2 jours précédant I'examen
*Délai d’abstinence sexuelle entre 2 et 7 jours a respecter

Antécédents familiaux
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- Instructions claires orales et écrites sur le recueil de sperme : importance du lavage des

mains, de la toilette des parties génitales au savon puis avec un antiseptique (Dakin)
- Recueil par masturbation au laboratoire dans un réceptacle gradué identifié

- Tracer I’heure du recueil et placer le réceptacle a I'étuve a 37°C pendant 20 a 30 minutes

pour liquéfaction.

L’analyse commence par les caractéristiques physico-chimiques de I'éjaculat : la mesure du
volume (pipette graduée), la mesure du pH par bandelette colorimétrique ainsi qu’une

estimation de la viscosité.

Pour la validation de méthode, deux types d’échantillons: ont été utilisés
11.1.2Sperme frais

11.1.3 Capacitat : sperme aprées préparation par test de migration-survie (TMS)

La préparation du sperme est nécessaire avant toute technique d’aide médicale a la
procréation afin de sélectionner les spermatozoides les plus mobiles mais aussi séparer les
spermatozoides du liquide séminal. En effet, des inhibiteurs de la fécondance (facteurs
décapacitants) des spermatozoides sont présents dans ce liquide et la préparation du

sperme va permettre de les éliminer pour obtenir une « capacitation in vitro ».

En raison de la pandémie mondiale, Corona 19, je n'ai pas pu terminer cette
phase d'essai
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Discussion

Le but principal de notre étude prospective était d’évaluer certains parameétres cinétiques
spermatique liée a I'hyper activation des spermatozoides humains apres la capacitation in
vitro dans un milieu capacitant & I'aide d’une analyse informatisée(CASA), ainsi que la
validation de la méthode de mesure de la mobilité des spermatozoides par le systeme CASA

qui est une méthode semi-automatisée dans I'objectif est d’utiliser ce systeme CASA en

routine dans le laboratoire d’aide médicale a la procréation (AMP).

*La procréation médicalement assistée(PMA), aussi appelée assistance médicale a la
procréation (AMP), est un ensemble de pratiques cliniques et biologiques dans lesquelles la
médecine intervient afin de permettre a un couple de procréer lorsque celui-ci ne peut pas
le faire de maniere « naturelle », il existe plusieurs techniques d’assistance médicale a la

procréation parmi les techniques la plus principale c’est la fécondation in vitro .

*La fécondation in vitro (FIV), (qui met en contact des ovules et des spermatozoides hors de
I'utérus (en général, pour augmenter les chances de succés, on ré-implante dans I'utérus
trois ou quatre ceufs fécondés),et la fécondation par micro injection ou fécondation in vitro
avec ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm linjection), similaire a la FIV, sauf que cette fois, on
injecte directement, a I'aide d’'une micro pipette, un seul spermatozoide dans I'ovule
(pratique privilégiée lorsque le géniteur produit un trop faible nombre de spermatozoides

(Ezekiel,1970)

*La mise en ceuvre d'une AMP nécessite la réalisation préalable d'un test de migration survie
ainsi que le précise le texte du "Guide de Bonnes Pratiques de I'AMP" (J.0. 1999), Ce test
permettra de déterminer la meilleure méthode de préparation des spermatozoides pour le
patient concernée conditionnera le choix d'une AMP. Bien sir, ce choix ne reposant pas
uniguement sur le résultat du test de migration-survie, d'autres investigations diagnostiques

peuvent s'envisager.

Les techniques de préparation du sperme in vitro en vue d’assistance médicale a la
procréation (AMP) sont basées sur une séparation des spermatozoides a partir du liquide

séminal (le lavage), éliminer les débris cellulaires, les cellules (telles que les leucocytes) ainsi
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que les spermatozoides morts accompagnée d’une sélection d’'une sous-population
considérée comme la plus fécondante , car constituée de gametes en majorité mobiles et

morphologiquement normaux, et dans certaine mesure d’amorcer la capacitation.

*La capacitation des spermatozoides est une étape indispensable a la fécondation chez tous
les mammiféres (AUSTIN ,1967) elle correspondant aux modifications cellulaires et
moléculaires subies par le spermatozoide dans les voies génitales femelles qui le préparent a
subir la réaction acosmique(RA)(YANAGIMACHI ,1981)d’une facon générale , la capacitation

entraine des modifications importantes parmi les quelles

Les modifications membranaires du spermatozoide : pendant la maturation épididymaire
et au cours de |"éjaculation, des protéines issues de I'épididyme et des glandes annexes se
fixent au glycocalyx des spermatozoides et inhibent leur pouvoir fécondant en stabilisant la

membrane (SIDHU et GURAYA , 1987)

Au cours de la capacitation, trois types de changements sont en cause selon la nature de la

liaison de ces protéines avec la membrane plasmique

Des protéines fiées au glycocalyx par des liaisons non covalentes sont relarguées dans les

voies génitales féminines (VILIARROYA et SCHOLLER, 1987)

Des protéines de structure ou d’origine épididymaire incorporées dans la membrane
subissent une perte de résidus glucidiques confirmée par la disparition progressive, au cours

de la capacitation, de lectines fixées a la surface du spermatozoide (KOEHLER JK, 1981)

Des protéines peuvent migrer et se redistribuer localement pour créer des zones fluides,
pauvres en protéines, qui sont les futurs points de fusion, lors de la RA, entre la membrane
plasmique et la membrane acrosomique externe (SUZUKI ., ANAGIMACHI , 1989).selon le
modele proposé par Davis et al. (DAVIS ., BYRNE , HUNGUND , 1979), la déstabilisation de la
membrane du spermatozoide serait liége a la diminution du rapport

cholestérol /phospholipides associée a une augmentation de la perméabilité au Ca+

Changement de motilité: le phénomene de capacitation s’accompagne d’une
transformation des parameétres du déplacement des spermatozoides en un mouvement non
linéaire, caractérisé par un battement flagellaire de forme asymétrique et de forte

amplitude. Ce mouvement particulier des spermatozoides capacités est appelé « hyper
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activation » (YANAGIMACHI , 1981), I'entrée de Ca++ dans la cellule, liée a la déstabilisation

de la membrane, permettrait I'activation d’une adénylcyclase-Ca++dépendante.

L’augmentation du taux d’AMPc alors observée serait responsable de la phosphorylation de
la tubuline et du changement de motilité(SIDHU et GURAYA ,1989) ,lors de leur transit dans
les voies génitales féminines , la progression des spermatozoides est assurée par des
battements flagellaires symétriques avec une fréquence importante et une faible amplitude,
lors qu’ils parviennent au voisinage de I'ovocyte , les spermatozoides capacités présentent
alors cette mobilité hyperactive et faiblement progressive , chez 'lhomme , a la différence
d’autres Mammiferes , la proportion de spermatozoides hyperactives est faible et voisine de

20%(HAMAMAH, (1995)
*In vitro la capacitation peut étre réalisée artificiellement grace a des milieux capacitants,

Le milieu capacitant a une composition qui permet de recréer un environnement semblable
a celui retrouvé dans le tractus génital femelle. Il contient généralement une source
d’énergie (glucose, pyruvate, lactate), du Ca2, du HC03, un facteur capacitant, tel I'héparine,

ainsi qu’un accepteur de cholestérol, tel que I'albumine de sérum ti].

Les spermatozoides peuvent étre capacités a des températures variantes entre 37°C et
38°C. la technique la plus simple la séparation des spermatozoides du liquide séminal, soit
par lavage-centrifugation douce ou a I'aide d’un gradient discontinu de densité de type pure

—sperm*(Nidacon Interational),Goteborg, suéde). (Boitrelle et al 2004)

*la migration ascendante, qui peut s’effectuer a partir du sperme (consiste a déposer le
sperme sous le milieu de migration et a laisser migrer les spermatozoides pendant une heure
a37°C(CHAN et al 1998) ou a partir d’un culot de spermatozoides obtenus aprés un ou deux
lavages centrifugation(est utilisé depuis longtemps en FIV(MAHADEVAN et BAKER 1984) et
s’est largement répandue ,apres la centrifugation , le surnageant est éliminé et 1ml de milieu
approprié est déposé au —dessus du culot spermatique la durée de la migration est de

30minutes a une heure selon la qualité du sperme
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Lavage —centrifugation de spermatozoides non sélectionnes, cette méthode treés simple
consiste a diluer le sperme dans un milieu adéquat et de le centrifuger pendant 10 minutes a
300 ou 600g(DE VOS ,1997),Divers composés ont été utilisés pour la constitution des
gradients de densité a I’heure actuelle sont employés la silice colloidale et le iodixanol ,le
« PURESPERM »  (NidaCon,Goteborg,Suéde) ou « L'ISOLATE »(Irvine Scientific,Santa
Ana,CA,USA), qui sont également des solutions de silice colloidale recouverte de silane et

agréés pour un usage humain(MATHIEU ,1999) .

*L’augmentation de I’hyper activation d’un milieu de culture a I'autre a donc deux impacts :
I'un diagnostic et I'autre thérapeutique, la validité diagnostique intrinseque de la cinétique
spermatique d’hyper activation est donc indissociable des conditions de préparation, un
sperme possede des critéres favorables si 'amélioration des caractéristiques cinétiques
apres l'incubation est plus de 25% par rapport a celle observées dans le plasma séminale,
L'importance du milieu de capacitation dans la capacitation compléte les données de
kraemer et al(kraemer,1998) concernant la température, le profondeur des chambres de

lecture et les parametres de I’analyseur.( Benon et Linet, 2005)

* l'intérét de la capacitation a été observé aprés L'étude du test de fixation des
spermatozoides a la ZP qui a montré que l'interaction spermatozoides /ovocytes est corrélée
positivement avec les parameétres de la motilité analysée par vidéo micrographie assistée par
ordinateur : la VCL, la VSL et I'ALH,La performance du test nécessite une maturation
épididyme préalable des spermatozoides en particulier 'ontogenése des sites spermatiques
de reconnaissance pour la ZP, une altération de cette étape de maturation abouti a des
échecs de reconnaissance et de fixation a la ZP . Le test peut prédire le résultat de la FIV et

orienter vers la bonne technique d’assistance médicale a la procréation(AMP) (J.j2012)

* 'installation du systeme CASA Hamilton Thorne CEROS Il Clinical® au sein du laboratoire
d’AMP au niveau du secteur de spermiologie thérapeutique a pour objectif de standardiser
la mesure de la concentration et de la mobilité des spermatozoides tout en diminuant la
variabilité intra et inter-opérateurs ainsi que la possibilité d’analyse fine du mouvement
spermatique grace aux parametres cinétiques, le CASA a su démontrer son efficacité pour
obtenir avec précision une concentration spermatique finale du capacitat pour FIV ou ICSI

satisfaisante car comprise dans les limites acceptables fixées, les spermatozoides
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hyperactives sont ceux répondant aux criteres suivants :ALH5um,VCL100um/s,
LIN(VSL/VCL)60%pour un spermatozoide ait la force propulsive suffisante pour franchir les
différentes barriéres le séparant de I'ovocyte ,on estime que I’ALH ne doit pas étre inférieur

a2um et que la VSL ne doit pas étre inférieur a 25um /s.

Pour I'analyse de la mobilité spermatique, les différences étaient principalement expliquées
par une surestimation de la mobilité en méthode manuelle liée au fait que I'estimation
dépend de la concentration, de la rapidité du balayage visuel de I'opérateur, de la vitesse de
déplacement des spermatozoides, de la tendance de I'ceil humain a étre attiré par les
spermatozoides rapidement progressifs sous-estimant alors les mobiles sur place et les
immobiles (Davis Katz 1992 ; Tomlinson et al. 2010).

D’autre part les résultats obtenus par les systemes CASA étaient plus exacts et objectifs que
ceux obtenus par la méthode manuelle (Garrett et al. 2003).

Les avantages de la méthode CASA sont une meilleure réponse aux exigences qualité du
COFRAC grace a une standardisation et une objectivité des résultats ainsi qu’une meilleure
précision en comparaison a une méthode manuelle subjective et d’une forte variabilité.

De plus, cette méthode est plus rapide en permettant I'analyse simultanée de la
concentration et de la mobilité

Spermatique. Une tracabilité améliorée des résultats est possible grace a I'enregistrement
informatique des résultats ainsi que des séquences vidéo correspondantes pouvant étre ré
analysées a distance, ce qui n’est pas possible avec la méthode manuelle en raison de
I'impossibilité de renouveler I'analyse d’un échantillon de sperme frais au-dela d’une heure
suivant le recueil..

La méthode CASA a su démontrer, en plus de ses bonnes performances, sa concordance
avec la méthode manuelle permettant alors son utilisation en routine pour I'analyse des
parametres spermatiques.

Le systeme CASA se présente alors comme une option pratique pour I'étude de

I’hyperactivation du spermatozoide. Bien que la relation entre hyperactivation des
spermatozoides et taux de fécondation ne soit pas

Clairement identifiée, I’évaluation des caractéristiques dynamiques du spermatozoide
hyperactivé grace au

Systéme CASA pourrait permettre de prédire I'aptitude du spermatozoide a la fécondation in

vivo et in vitro ainsi qu’orienter la prise en charge de l'infertilité (Mortimer et al. 2000).
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Ainsi, I’évaluation de I’hyperactivation pourrait étre intéressante mais cela nécessite
certaines condi

tions a respecter telles que la fréquence d’acquisition (Lu et al. 2014) ou encore la
profondeur de chambre

(20 um) par exemple, De plus, certaines difficultés persistent a ce jour dans
L’établissement des algorithmes permettant I'analyse de cette hyperactivation (Mortimer et
al. 2015).

Plusieurs études ont démontré que la mesure de la concentration et les caractéristiques du
mouvement des spermatozoides mobiles progressifs par les systemes CASA sont liés de
maniére significative aux taux de fécondation in vitro et in vivo, ainsi que le délai nécessaire
pour concevoir (Liu et al. 1991a ; Barratt et al. 1993 ; Irvine et al. 1994 ; Krause 1995 ;
Donnelly et al. 1998 ; Larsen et al. 2000 ; Garrett et al. 2003 ; Shibahara et al. 2004 ; Fréour
et al. 2010).

En effet, il a été montré que la VCL (Hirano et al. 2001; Li et al. 2003; Shibahara et al. 2004),
la VSL (Liu et al. 1991; Hirano et al. 2001; Li et al. 2003; Ren et al. 2004), le pourcentage de
spermatozoides progressifs rapides (Hirano et al. 2001; Shibahara et al. 2004), I’ALH (Hirano
et al. 2001; Fréour et al. 2010), la LIN
(Liu et al. 1991) et la VAP (Liu et al. 1991; Li et al. 2003) sont les parametres qui peuvent

prédire le succes ou non de la fécondation in vitro.

L'augmentation modérée mais actuelle de I'utilisation des systemes CASA en routine dans
les laboratoires d’aide médicale a la procréation pourrait alors permettre d’intégrer ces
paramétres cinétiques en routine et ainsi évaluer I'impact de leur utilisation sur les résultats
de FIV dans l'objectif d’améliorer et de mieux adapter la prise en charge des couples.
(Hamilton ,2019).

* La motilité est considérée hyperactive lorsque I'ALH et la VCL dépassent des limites seuils
préétablies et que la LIN diminue,La particularité de ce mouvement est une grande vélocité,
associée a des mouvements céphaliques latéraux de grande amplitude, et a des

mouvements flagellaires importants et asymétriques .

* prédire que les paramétras cinétiques spermatiques(Le déplacement latéral de la téte
(ALH), la vélocité curvilinéaire (VCL), la vélocité linéaire (VSL) et la linéarité (LIN : VSL/VCL)
liée a I’hyperactivation dans un milieu capa citant augmente de maniére significative I'ALH,

la VSL avec une augmentation moins importante VSL, Ceci semble donc bien caractériser une
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Partie 11 discussion

augmentation significative du nombre de spermatozoides hyperactives et donc ,la
capacitation in vitro a une éventuelle valeur prédictive sur les résultats de technique de la

procréation médicale assistée (FIV,ICSI)
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Conclusion

La conclusion

Le but principal de notre étude analytique était d’évaluer les certains paramétres cinétiques

spermatique liée a I'hyper Activation des spermatozoides humains aprés | capacitation in

vitro a I'aide d’une analyse informatisée(CASA),

La validité diagnostique de la cinétique de I’hyper activation est indissociable des conditions
de préparation, Une préparation standardisée est le pendant d’une évaluation et validation

scientifique de cette technique

En thérapeutique, s’il semble souhaitable d’obtenir des caractéristiques cinétiques plus

élevées, les résultats, devront étre validés par les tests cliniques

Des systemes d’analyses assistés par ordinateur (systéme CASA) garantissent une mesure
automatique et objective, ces systemes CASA permettent de détecter des anomalies de
mobilité imperceptibles en microscope.

Cette analyse du mouvement dans le plasma séminal est informative dans les stérilités
inexpliqués ou en cas d’échec inattendu en FIV au regard du Spermogramme, Cependant,
elle néglige I'hyper activation et extrapole des informations sur une réaction qui N’a pas
encore eu lieu, Apres lavage —sélection et l'incubation dans un milieu capa citant,
I"apparition d’'un pourcentage de gametes hyperactives est une information complémentaire

qui pourrait ainsi refléter I'aptitude des spermatozoides a pénétrer la zone pellucide .
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