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> Pour les cas d’infertilité masculine sévere, la
technique de fécondation in vitro (FIV) avec micro-
injection intracytoplasmique du spermatozoide
(ICSI) dans I'ovocyte représente le seul recours
thérapeutique. Néanmoins,

pris en charge en ICSI présentent des échecs

certains couples

complets de fécondation. Dans de nombreux
cas, ces échecs trouvent leur origine dans un
défaut d’augmentation du calcium intracellulaire
nécessaire a I’activation de I'ovocyte. Depuis
une vingtaine d’années, certains laboratoires
étrangers d’aide médicale a la procréation
proposent 'utilisation d’un ionophore calcique qui
permet de rétablir 'activation ovocytaire. Cette
revue a pour but de faire un bilan évaluant les
progres et les risques inhérents a cette nouvelle
technique d’aide a I’activation ovocytaire. <

A Iheure actuelle, 1 a 3 % des couples pris en charge pour
une fécondation in vitro (FIV) avec micro-injection intracy-
toplasmique du spermatozoide (ICSI) n’obtiennent aucun
embryon. Cette technique d’aide a la procréation consiste
en I'injection d’un seul spermatozoide dans I'ovocyte. Les
échecs complets de fécondation seraient dus a un défaut
de signalisation calcique. &n effet, 'adjonction in vitro d’un
ionophore calcique dans le milieu de culture embryonnaire
permet 'activation de I'ovocyte. Cette technique, appelée
aide a 'activation avocytaire, reste controversée. Son
utilisation en reproduction humaine peut faire craindre
des problémes de sécurité sanitaire. Pourtant a I’étranger,
plusieurs laboratoires d’aide médicale a la procréation ont
mis en ceuvre cette technique depuis plusieurs années et
obtiennent la naissance de plusieurs dizaines d’enfants.
Cette revue a pour but de faire un bilan évaluant les progres
et les risques inhérents a cette nouvelle technique.

Réle du calcium dans ’activation ovocytaire

L'activation ovocytaire désigne I'ensemble des modi-
fications moléculaires, structurales et morphologiques
qui caractérisent la transition entre ovocyte et embryon.
Avant sa fécondation, I’ovocyte mature est bloqué au
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stade de métaphase de deuxiéme division méiotique. La sortie de méiose
repose en partie sur I'inactivation du MPF (M-phase promoting factor),
un hétérodimere protéique constitué de la kinase cycline-dépendante
CDK1 (cyclin dependent kinase 1) et de la cycline B. Les études menées
utilisant le modeéle murin ont montré que I’augmentation de la concen-
tration intracellulaire en ions calciques permet 'activation de la kinase
CaMKIl (protéine kinase Il calmoduline dépendante) qui phosphoryle la
protéine Emi2 (early mitotic inhibitor 2), ce qui entraine sa dégradation.
Iy a ainsi levée de I’inhibition exercée par €mi2 sur I’APC (anaphase pro-
moting complex), provoquant la dégradation de ses substrats, sécurine
et cycline B. La sécurine se détache de la protéase séparase qui devient
ainsi active et clive les cohésines qui maintenaient associées les chro-
matides maternelles, permettant la séparation des chromatides sceurs
(assurant une ploidie correcte de I’'embryon) et I"extrusion du deuxiéme
globule polaire [1] (=»). La dégradation de la
cycline B permet I'inactivation de la kinase CDK1

(=) Voir la Synthese de
F. Pellestor, m/s n° 6-7,

qui maintenait ovocyte au stade métaphase ||,  juin-juillet 2004, page 691

€n conséquence, I’ovocyte sort de méiose et forme les pronoyaux femelle
et mdle [2]. €n addition de son action sur le MPF et la sécurine, le signal
calcique de la fécondation permet également exocytose des granules
corticaux (contribuant & empécher la polyspermie) et le recrutement des
ARN messagers maternels pour leur traduction en protéines nécessaires

aux premiers stades du développement embryonnaire [3].
Existence d’un facteur spermatique d’activation ovocytaire

Chez les mammiferes, "augmentation de calcium intracellulaire qui est
déclenchée par la fécondation est réalisée par une série d’oscillations
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Figure 1. Oscillations calciques enregistrées lors de la fécondation d’un ovocyte
de souris. 'indicateur calcique utilisé est le Fura-red (sonde fluorescente dont
la longueur d’onde d’excitation change apres liaison du calcium permettant
ainsi une mesure ratiométrique de la concentration en calcium intracellulaire).
Les variations de la concentration en Ca® intracellulaire sont exprimées en

unités arbitraires de fluorescence (© image : G. Halet).

calciques survenant dans I'ovocyte juste apres la fusion gamétique
(Figure 1). Ces oscillations seraient déclenchées par un facteur cyto-
soluble d’origine spermatique, libéré dans le cytoplasme ovocytaire
au moment de la fusion des gametes. Les Anglo-Saxons utilisent le
terme SOAF pour sperm oocyte-activating factor, mais I'identité de ce
facteur est restée élusive durant de nombreuses années [4]. €n 2002,
on a proposé la phospholipase C Zeta (PLCC), une protéine qui chez
les mammiféeres est exclusivement exprimée dans les spermatozoides
[5]. Il a ainsi été démontré que I’injection dans I’ovocyte de souris
d’ARN complémentaire codant pour la PLCE générait des oscillations
calciques similaires a celles observées lors de la fécondation par un
spermatozoide. Le rdle de la PLCC a depuis été confirmé par d’autres
groupes de recherche indépendants [6] et en particulier par Kouchi
et al. [7]. Ces auteurs ont utilisé la protéine PLCE recombinante pour
générer avec succes des oscillations calciques dans des ovocytes
murins. La PLCE appartient a la famille des phospholipases qui hydro-
lysent le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate
(PIP,) [8] (=»). Le PIP, est un phospholipide
constituant des membranes cellulaires qui joue

(=») Voir la Synthése

de J. Viaud et

B. Payrastre, m/s n° 11,
le role de substrat pour plusieurs protéines novembre 2015, page 996
importantes de la signalisation cellulaire. PIP, est hydrolysé en dia-
cylglycérol (DAG) et en inositol triphosphate (IP;). Le DAG reste ancré
a la membrane ovocytaire tandis que I'IP; diffuse dans le cytoplasme
cellulaire. La liaison de I'IP; a son récepteur permet la libération
d’ions calciques stockés dans le réticulum endoplasmique (Figure 2).
Le récepteur de I'IP; est sensible au calcium et se referme lorsque
le calcium intracellulaire est trop élevé [9]. Ainsi, tant que I'IP; est
synthétisé, et jusqu’a ce que les récepteurs soient désensibilisés, le
calcium du réticulum sera libéré a chaque baisse de la concentration
de calcium intracellulaire, aprés remplissage des stocks du réticulum,
ce qui explique le caractere oscillant du signal calcique.

Le réle fondamental de la protéine spermatique PLCE dans la fécon-
dation a été confirmé dans des études cliniques qui rapportent son
absence [10] ou Pexistence de mutations entrainant sa non fonction-
nalité [11] chez des patients infertiles. Uajout d’ARN complémentaires
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de PLCC permet de rétablir les oscillations calciques
dans les ovocytes murins injectés avec les sperma-
tozoides de patients infertiles qui ne comportent pas
de PLCE [12]. Récemment, un second candidat a été
proposé par Aarabi et al. [13]. Le réle de la protéine
spermatique PAWP (post-acrosomal WW-domain bin-
ding protein) dans la fécondation avait d’abord été
suggéré par Wu et al. [14]. Pétude d’Aarabi et al. [13]
a suggéré que PAWP pourrait générer des oscillations
calciques par une voie de signalisation qui reste encore
a élucider. Une hypothese reposerait sur la possibilité
d’une liaison de la phospholipase C gamma (PLCY) 4
une protéine ovocytaire YAP (yes-associated protein)
qui interagirait avec le domaine SH3 (SRC homology
3 domain) de la PLCy, permettant la synthése d’IP;
(Figure 2). Cependant cette hypothése reste controver-
sée [4]. €n effet, d’autres chercheurs n’arrivent pas a
obtenir de telles oscillations calciques avec PAWP [15].
Des études cliniques seront sans doute nécessaires pour
confirmer ou infirmer le role joué par cette protéine.

Diagnostic étiologique

Un couple sur sept présente une infertilité. Dans la
moitié des cas, une cause masculine en est responsable.
Le bilan étiologique initial masculin se fait a partir du
spermogramme qui évalue le nombre de spermatozoides
et leur mobilité, ainsi que sur le spermocytogramme qui
analyse leur morphologie. €n cas d’altération majeure
des parametres spermatiques, tout patient présentant
une oligozoospermie importante se verra proposer, dans
un second temps, un caryotype. Par leur fréquence,
les anomalies du caryotype représentent en effet la
cause génétique majeure de défaut de production des
spermatozoides. Elles peuvent étre classées en deux
grandes catégories, celles affectant le nombre des
chromosomes (ou aneuploidies), et celles touchant
leur structure. Si certaines d’entre elles sont associées
a un syndrome clinique particulier, d’autres peuvent
se révéler uniquement par un phénotype d’infertilité
[16]. De nombreuses mutations géniques, non dia-
gnostiquées par le caryotype, ont été décrites chez des
hommes infertiles, mais chaque mutation ne concerne
qu’un tres faible nombre de patients et leur recherche
n’est pas réalisée en routine dans les bilans d’inferti-
lité. Néanmoins, certaines mutations sont recherchées
pour des phénotypes spermatiques particuliers ou
tératozoospermie! monomorphe. Ainsi, on recherchera
une mutation du gene AURKC (aurora kinase C) en cas

! Pathologie affectant la morphologie des spermatozoides pouvant causer une
infertilité masculine
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Figure 2. Voie de signalisation déclenchant la libération et les oscillations de
calcium lors de la fécondation. GP : globule polaire ; PLC : phospholipase C ;
PAWP : post-acrosomal WW-domain binding protein ; YAP : yes-associated pro-
tein ; PIP, : phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate ; DAG : diacylglycérol ; IP; :
inositol triphosphate ; IP;R : récepteur de I'IP;.

de macrocéphalie (téte anormalement grande) des spermatozoides
[17], ou une mutation dans le géne DNAH5 (dynein, axonemal, heavy
chain 5) en cas de dyskinésie flagellaire (anomalie du mouvement
des spermatozoides) [18]. La globozoospermie (spermatozoides a
téte ronde) est une forme de tératozoospermie monomorphe relati-
vement rare avec une incidence inférieure a 0,1 % chez les hommes
infertiles, essentiellement caractérisée par des spermatozoides a téte
ronde dépourvus d’acrosome?. Des mutations ou des délétions dans
trois génes, SPATAI6 (spermatogenesis-associated protein 16), PICKI
(qui code une protéine interagissant avec la protéine kinase Ca) et
DPY19L2 (dpy-19-like 2), ont été retrouvées chez des patients globo-
zoospermiques [19]. De fagon intéressante, PLCC est absente ou trés
diminuée dans les spermatozoides des patients globozoospermiques
porteurs d’'une anomalie de DPY19L2 [20]. Cette délétion engendrerait
un défaut de compaction de la chromatine dans les spermatozoides
[21]. Les patients porteurs d’une mutation de ce géne pourraient ainsi
étre candidats a I’ICSI avec aide a I'activation ovocytaire. Mais la
question se pose sur les risques associés a cette mutation. L'étude de
souris déficientes pour le gene DPY19L2 montre un faible taux de déve-
loppement embryonnaire associé a un échec d’implantation [21]. Un
faible taux de développement et I’absence d’implantation d’embryons
humains obtenus par ICSI pour les patients présentant une délétion
de DPY19L2 sont également rapportés. Linfertilité masculine liée a
I’absence de PLCC fonctionnelle dans les spermatozoides des patients,

? Organite d’origine golgienne contenant les enzymes protéolytiques permettant le franchissement par le
spermatozoide de la zone pellucide ovocytaire.
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se traduit donc par un défaut de libération du calcium
intracellulaire et, par conséquent, par I"absence d’acti-
vation ovocytaire. Ce déficit peut étre diagnostiqué
cliniquement grdce a un test hétérospécifique « MOAT »
(mouse oocyte activation test). Ce test consiste a
injecter les spermatozoides des patients dans des
ovocytes de souris et a mesurer les modifications de
calcium intracellulaire dans les 3 heures qui suivent la
fécondation hétérospécifique [22].

Implication thérapeutique

Lors de la manipulation de micro-injection, le sper-
matozoide introduit dans la pipette est injecté dans
I’ovocyte avec une faible quantité de cytoplasme de
celui-ci qui a été préalablement aspiré. Pour permettre
la libération du SOAF (sperm oocyte-activating factor),
I'immobilisation préalable du spermatozoide, réalisée
par le cisaillement de son flagelle afin d’endom-
mager sa membrane plasmique, est nécessaire [23]
(=>). Une partie des infertilités
d’origine masculine pourrait étre

(=) Voir la Nouvelle de
J.P. Wolf et al., m/s n° 5,
expliquée par "absence de SOAF  mai 2007, page 475
fonctionnel. Elle pourrait entrafner 2 a 3 % d’échec
complet de fécondation observés lors d’une prise en
charge en ICSI.

L'adjonction d’un ionophore calcique dans le milieu
de culture embryonnaire est une méthode utilisée
dans de nombreux essais cliniques qui a démontré son
efficacité (Tableau /). Ainsi, I'utilisation transitoire
d’A23187 (un antibiotique également connu sous le nom
de calcimycine) (Figure 3) provoque une augmentation
transitoire de la concentration intracellulaire d’ions

Protocole d’aide a Iactivation

Référence .

ovocytaire

[38] Exposition a I"ionomycine 10 pM pendant
10 min

[41] Deux expositions a I"ionomycine 10 pM
pendant 10, 60 et 90 min apres ICSI
Injection de 0,1 M de CaCl, avec le spz

[42] lors de I’ICSI puis exposition a IYionomy-
cine 10 pM pendant 10 min, 60 et 90 min
apres ICSI

[46] Exposition a I"ionomycine 10 pM pendant

15 min immédiatement apres ICSI

Tableau I. Différents protocoles d’utilisation du ionophore cal-
cique selon les équipes médicales. spz : spermatozoide ; ICSI :

intracytoplasmic sperm injection.



Figure 3. lonophore calcique

CH31 CH3
A23187 également appelé
CH3 0 calcimycine. La formule
H O chimique est CyH3;N;0,. Il

s’agit du 5-(méthylamino)-
2-({(2R,3R,6S,85,9R,11R)-
N 3,9,11-triméthyl-8-
[(1S)-1-méthyl-2-
oxo-2-(1H-pyrrol-2-yl)
éthyl]-1,7-dioxaspiro[5.5]
undec-2-yl}méthyl)-1,3-benzoxazole-4-carboxylic acide. Cette molécule forme

HOOC  NHCH,

un complexe avec les ions divalents et en particulier le calcium (Ca®), permettant
ainsi a ces ions de traverser la membrane plasmique et de pénétrer a I'intérieur
de Iovocyte. Uaugmentation de la concentration en calcium intracellulaire qui en
résulte déclenche I'activation d’un ensemble de processus enzymatiques nécessaires

a la fécondation.

calciques (Ca?) dans les ovocytes, permettant la sortie de méiose de
cet ovocyte et la fécondation, induisant I'activation de la transduc-
tion du signal et mimant I'action de la PLCE sur celui-ci. Cette fonc-
tion est appelée « déclencheur ». Néanmoins, il existe une différence
notable de la signalisation calcique induite par ce procédé comparée
au processus physiologique. €n effet, I"ionophore calcique provoque
une entrée massive de calcium et une augmentation en plateau de
la concentration en calcium intracellulaire dans I"ovocyte jusqu’au
rincage de la molécule, contrairement au processus physiologique qui
implique I'induction d’oscillations calciques pouvant perdurer aprés
Pexpulsion du deuxiéme globule polaire [24]. Ce signal, induit arti-
ficiellement, differe donc qualitativement de celui observé lors d’une
fécondation par FIV (fécondation in vitro) ou ICSI (intracytoplasmic
sperm injection). Cette différence de signal pourrait avoir une réper-
cussion sur la régulation génique. Si on ne peut pas envisager d’effet
direct sur la transcription pendant les 2 a 3 heures que durent les
oscillations calciques (car il n’y a pas de transcription possible dans
I’ovocyte bloqué au stade de métaphase de deuxieéme division), on
ne peut toutefois pas exclure un risque d’altérations épigénétiques
qui représente un risque qui est bien documenté chez la souris pour la
culture in vitro des embryons [25-27].

Malgré ces réserves, de nombreuses équipes étrangéres proposent
déja aux couples pris en charge dans leur centre d’assistance médi-
cale a la procréation, une assistance a I'activation ovocytaire. Cette
aide a I'activation ovocytaire, couplée a I'ICSI, augmente les taux de
fécondation de fagon significative chez les couples présentant des
anomalies de fécondation (Tableau I1). ionophore calcique A23187
est couramment utilisé depuis les années 1990 pour initier I'activation
ovocytaire. [l a déja permis d’obtenir des grossesses chez des patientes
présentant des échecs de fécondation en ICSI ou des taux faibles de
fécondation. Tesarik et Testart [28] ont été les premiers a activer des
ovocytes humains avec I'ionophore calcique A23187 apres ICSI. Hoshi
et al. [29] ont rapporté la premiére grossesse obtenue par ICSI avec
I"assistance de cet ionophore calcique. Alternativement, le chlorure
de strontium (SrCI2) peut également initier ’activation ovocytaire et
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plusieurs équipes ont rapporté la naissance d’enfants
en bonne santé et présentant un développement normal
grdce au SrCI2 [30, 31]. Cependant, le SrCI2 semble
moins efficace que I’A23187 et les données actuelles de
la littérature recommandent I’utilisation de I’ionophore
calcique qui reste la technique donnant des résultats
satisfaisants en termes de déclenchement de la fécon-
dation [32]. Cette molécule vient d’étre mise sur le
marché européen (CultActiv - Gynemed, Allemagne)
pour une utilisation autorisée chez I’humain [32].

Suivi des individus nés
par activation ovocytaire assistée

Les conséquences de I’exposition au ionophore calcique
au stade zygote sur le développement pré- et post-
implantatoire a été d’abord étudié chez la souris. Les
données actuelles rapportent un développement nor-
mal des portées [32]. Cependant, des études restent
nécessaires pour évaluer d’éventuelles modifications
épigénétiques liées spécifiquement a l'utilisation du
ionophore calcique. &n effet, chez la souris, des effets
déléteres a long terme des techniques d’assistance
médicales assistées ont été rapportés, entrainant
des dysfonctions vasculaires et une diminution de
espérance de vie [33]. S’il est difficile de confirmer
ces résultats chez ’lhomme, en raison des contraintes
méthodologiques, il n’en demeure pas moins indispen-
sable de suivre au long cours les enfants issus de ces
techniques. Yoon et al. [34] rapportent la naissance
de 38 enfants en bonne santé. Takisawa et al. [35] ont
rapporté la naissance de 22 bébés nés apres activation
ovocytaire. Dix d’entre eux sont nés apres exposition au
ionophore A23187 et 12 enfants sont nés aprés exposi-
tion au chlorure de strontium. La croissance et la santé
des bébés de ces deux groupes ne seraient pas diffé-
rentes. Sato et al. [36] ont suivi la croissance de 21
enfants nés apres activation ovocytaire. Vanden Meer-
schaut et al. [37] ont rapporté une autre série de 21
enfants dgés de 3 a 10 ans dont le développement était
également normal. Deemeh et al. [38] ont rapporté
une cohorte de 79 enfants, nés apres ICSI et activation
ovocytaire, qui ne présentent pas plus d’anomalies que
les enfants issus d’ICSI classique. Seule I’équipe d’Ebner
[39] rapporte une malformation anorectale (atrésie
anale) dans une cohorte de 35 enfants nés apres acti-
vation ovocytaire. Les risques d’anomalies seraient
donc les mémes que lors d’une ICSI classique. Cepen-
dant, les premiers enfants nés grdce a cette nouvelle
technique ont aujourd’hui 20 ans. Seul le suivi prolongé
des individus nés par aide a I’activation ovocytaire
permettra de confirmer ’absence de complications
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Nombre de

Référence Indication Résultats Pays
couples
[34] Faible taux de fécondation lors des tentatives antérieures 170 38 naissances Corée
[38] Tératospermie sévere 275 79 naissances Iran
35 naissances .
z . s . Autriche/
[39] Taux de fécondation antérieur < 50 % 101 1 malformation
, . Allemagne
(atrésie anale)
[40] Faible taux de fécondation lors d’un cycle antérieur 17 8 naissances Belgique
[41] Faible taux de fécondation lors d’un cycle antérieur 56 19 grossesses Egypte
Globozoospermie (pathologie associée a la production de
spermatozoides a téte ronde)
Oligo-asthénotératospermie (affection caractérisée par ) )
[42] ) . ] 30 21 naissances Belgique
un nombre anormalement faible de spermatozoides [oligo-1,
présentant une mobilité réduite [asthéno-] associée a
des anomalies morphologiques [térato-])
[43] Antécédents d’échec de fécondation 9 5 naissances Japon
Spermatozoides épididymaires (patients azoospermiques )
, - Une trentaine de .
[44] présentant une absence totale de spermatozoides dans le 102 ) Brésil
. o naissances
sperme par obstruction des voies génitales)
Azoo-cryptozoospermie (définie par la présence de moins d’un . .
[45] - B 66 32 naissances Autriche
million/ml de spermatozoides dans le sperme)
[46] Faible taux de fécondation lors d’un cycle antérieur 89 25 naissances Allemagne
Globozoospermie (pathologie associée a la production de .
[47] S 35 11 naissances France
spermatozoides a téte ronde)
[48] Arrét de développement embryonnaire en culture prolongée 57 18 naissances Autriche

Tableau Il. Indications d’utilisation de ’activation ovocytaire, effectifs traités et résultats des différents pays dans lesquels cette technique est

autorisée. Les cas cliniques n"ont pas été inclus dans ce tableau.

qui pourraient apparaitre plus tardivement a I’Gge adulte, voire a la
descendance.

Conclusion

A I’heure actuelle, plusieurs dizaines d’enfants sont nés grace &
une FIV/ICSI avec activation ovocytaire par ionophore calcique. Ce
nouveau protocole, dont I'utilisation n'est pas autorisée en France,
apporte réellement un nouvel espoir thérapeutique aux couples en
échec complet de fécondation en ICSI. Aucun probléeme de santé spéci-
fiquement lié a I'utilisation de cette aide a 'activation ovocytaire n’a
été décrit a ce jour. Cependant, plusieurs décennies seront nécessaires
pour véritablement évaluer les risques sur la santé des individus nés
grace a cette procédure. Si le bénéfice est immédiat pour les couples
en attente d’une grossesse tant désirée, 'utilisation de cette nouvelle
technique expose également au risque d’une augmentation future des
causes génétiques d’infertilité. En effet, grace aux techniques d’assis-
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tance médicale a la procréation, les hommes infertiles
peuvent a présent transmettre une éventuelle anomalie
génétique a leur descendance. La sélection naturelle
qui prévenait la transmission de ces anomalies en
entrafnant une infertilité se trouve aujourd’hui court-
circuitée par la technologie. ¢

SUMMARY

Assisted oocyte activation: a new tool for severe male
factor infertility treatment

In severe male infertility, in vitro fertilization (IVF)
with intra-cytoplasmic sperm injection (ICSI) represents
the sole available therapeutic option. However this
technique is not always successful in promoting ferti-
lization, as some couples completely and repeatedly
fail to obtain any embryo. In many cases, this failure
can be attributed to a defective rise in intracellular



calcium, which is required to achieve oocyte activation. Over the last
twenty years, several laboratories dedicated to assisted reproduction

te

chnologies have been using a calcium ionophore to assist oocyte

activation. The aim of this review is to give an overview of the advances

and consequences associated with this new technique referred to as

as

sisted oocyte activation. ¢
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