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MCU-PH

BRIOT Raphaél
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PU-PH émérite
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Hématologie
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Chirurgie vasculaire, médecine vasculaire
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PU-PH GIRARD Edouard Chirurgie viscérale et digestive
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PU-PH LABARERE José Epidémiologie, é&conomie de la santé et prévention
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PU-PH LANDELLE Caroline Bactériologie — virologie ; Hygiéne hospitaliére
PU-PH LANTUEJOUL Sylvie Anatomie et cytologie pathologiques

PR Ass. Méd. LARAMAS Mathieu Cancérologie ; radiothérapie

MCU-PH LARDY Bernard Biochimie et biologie moléculaire

PU-PH LAURENT-COSTENTIN Charlotte Gastroentérologie ; hépatologie ; addictologie
MCU-PH LE GOUELLEC LE PISSART Audrey | Biochimie et biologie moléculaire

MCU-PH LE MARECHAL Marion Maladies infectieuses ; maladies tropicales

PU-PH LECCIA Marie-Thérése Dermato-vénéréologie

PR Ass.MG LEDOUX Jean-Nicolas Médecine Générale

PU-PH émérite

LETOUBLON Christian

Chirurgie viscérale et digestive

PU-PH émérite LEVY Patrick Physiologie

PU-PH LONG Jean-Alexandre Urologie

MCU-PH LUPO Julien Bactériologie-virologie ; Hygiéne hospitaliére
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MCU-PH MEONI Sara Neurologie
MCU-PH MEUNIER Mathieu Hématologie ; Transfusion
PR Ass. Méd. MICHY Thierry Gynécologie-obstétrique
MCF Ass.MG MINIER Pierre Médecine Générale
MCU-PH MONDET Julie Histologie, embryologie et cytogénétique
PU-PH MORAND Patrice Bactériologie-virologie ; Hygiéne hospitaliére
PU-PH MOREAU-GAUDRY Alexandre Biostatistiques, informatique médicale et technologies de communication
PU-PH MORO Elena Neurologie
PU-PH MORO-SIBILOT Denis Pneumologie ; addictologie
PU-PH MORTAMET Guillaume Pédiatrie

PU-PH émérite

MOUSSEAU Mireille

Cancérologie ; radiothérapie

PU-PH émérite

MOUTET Frangois

Chirurgie plastique, reconstructrice et esthétique ; brillologie

MCF Ass.MG NAVARRE Manon Médecine Générale

PR Ass. Méd. NGUON Anne-Sophie Psychiatrie d'adultes

PR Ass.MG ODDOU Christel Médecine Générale

MCU-PH PACLET Marie-Héléne Biochimie et biologie moléculaire

PU-PH PAILHE Régis Chirurgie orthopédique et traumatologie
PU-PH PALOMBI Olivier Anatomie

PU-PH PARK Sophie Hématologie ; Transfusion

PU-PH émérite

PAYEN DE LA GARANDERIE
Jean-Francois

Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire

MCU-PH PAYSANT Frangois Médecine légale et droit de la santé

MCU-PH PELLETIER Laurent Biologie cellulaire

PU-PH PELLOUX Hervé Parasitologie et mycologie

PU-PH PEPIN Jean-Louis Physiologie

PU-PH PERENNOU Dominique Médecine physique et de réadaptation

PAST PICARD Julien Anesthésiologie-réanimation et médecine péri-opératoire
PU-PH PERNOD Gilles Chirurgie vasculaire ; Médecine vasculaire

PR PINSAULT Nicolas Sciences de la rééducation et de réadaptation

PU-PH PIOLAT Christian Chirurgie infantile

PU-PH émérite

PISON Christophe

Pneumologie ; Addictologie

PU-PH émérite

PLANTAZ Dominigue

Pédiatrie

PU-PH

POIGNARD Pascal

Bactériologie-virologie ; Hygiéne hospitaliére

PU-PH émérite

POLACK Benoit

Hématologie ; Transfusion

PU-PH POLOSAN Mircea Psychiatrie d'adultes ; Addictologie

MCU-PH RABATTU Pierre-Yves Anatomie

PU-PH RAY Pierre Biologie et médecine du développement et de la reproduction ; gynécologie médicale
MCU-PH RENDU John Biochimie et biologie moléculaire

MCU-PH émérite

RIALLE Vincent

Biostatistiques, informatique médicale et technologies de communication

PU-PH

RIETHMULLER Didier

Gynécologie-obstétrique ; gynécologie médicale

PU-PH

RIGHINI Christian

Oto-rhino-laryngologie

PU-PH émérite

ROMANET Jean Paul

Ophtalmologie

PU-PH

ROSTAING Lionel

Néphrologie

PU-PH

ROUSTIT Matthieu

Pharmacologie fondamentale ; pharmacologie clinique ; addictologie
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MCU-PH ROUX-BUISSON Mathalie Biochimie et biologie moléculaire
PR Ass.MG ROYER DE VERICOURT Guillaume | Médecine Générale

PU-PH émérite

SARAGAGLIA Dominique

Chirurgie orthopédique et traumatologie

MCU-PH SATRE Véronique Génétigue

PU-PH SAUDOU Frédéric Biologie cellulaire

PU-PH SCHMERBER Sébastien Oto-rhino-laryngologie

PU-PH SCHWEBEL Carole Médecine intensive-réanimation

PU-PH SCOLAN Virginie Médecine légale et droit de la santé

PU-PH SEIGNEURIN Arnaud Epidémiologie, économie de la santé et prévention
PU-PH SPEAR Rafaélle Chirurgie vasculaire ; médecine vasculaire

PU-PH émérite

STAHL Jean-Paul

Maladies infectieuses ; Maladies tropicales

PU-PH STANKE Frangoise Pharmacologie fondamentale ; pharmacologie clinique ; addictologie
MCU-PH STASIA Marie-losé Biochimie et biologie moléculaire

PU-PH STURM Nathalie Anatomie et cytologie pathologiques
PU-PH TAMISIER Renaud Physiologie

PU-PH THEVENON Julien Génétique

PU-PH TOFFART Anne-Claire Pneumologie ; Addictologie

PU-PH TONETTI Jérdme Chirurgie orthopédique et traumatologie
PU-PH TOUSSAINT Bertrand Biochimie et biologie moléculaire

PU-PH TRILLING Bertrand Chirurgie viscérale et digestive

PU-PH VALMARY-DEGANO Séverine Anatomie et cytologie pathologiques
PU-PH VANZETTO Gérald Cardiologie

PU-PH VERRY Camille Cancérologie ; Radiothérapie

PU-PH VIGLINO Damien Médecine d'urgence

PU-PH émérite

ZARSKI Jean-Pierre

Gastroentérologie ; hépatologie ; addictologie

PU-PH ZA0UI Philippe Néphrologie
PU-PH Professeur des universités - Praticien hospitalier
MCU-PH Maitre de conférences des universités - Praticien hospitalier

PU-PH émérite® Professeur des universités - Praticien hospitalier émérite

MCU-PH émérite* Maitre de conférences des universités - Praticien hospitalier émérite

PU-MG Professeur des universités de médecine générale

MCU-MG Maitre de conférences des universités de médecine générale

MCF Maitre de conférences des universités

PR Ass. Med. Professeur des universités associé (& mi-temps)

PR Ass. MG Professeur des universités de médecine générale associé (& mi-temps)

MCF Ass.MG Maitre de conférences des universités de médecine générale associé (& mi-temps)
PAST Professeur associé en service temporaire

PR Attaché Professeur Attaché
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Une équipe soudée, qui donne le sourire et la motivation de venir travailler tous les jours ! Une belle
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depuis toutes ces années et je te remercie de faire partie de ma vie et de me faire sourire au

quotidien.
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. AVANT-PROPOS

Depuis plusieurs années, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) classe l'infertilité comme
une pathologie a part entiére, dans le cadre de la santé reproductive. Elle se définit comme
I'incapacité d’établir une grossesse clinique aprés 12 mois de rapports sexuels non protégés,

ou en raison de l'incapacité d’une personne ou de son (sa) partenaire a se reproduire.

LAide Médicale a la Procréation englobe diverses méthodes visant a aider les couples infertiles
a avoir un enfant. Le choix des techniques dépend des particularités du couple et de l'origine

de l'infertilité (1).

L'Insémination Intra-Utérine (lIU) est la technique la moins invasive, la plus ancienne et la plus
utilisée actuellement en France pour les couples souffrant d’infertilité masculine, cette
derniére représentant environ 30% des causes d’infertilité (2). Elle implique le recueil de

sperme chez 'lhomme et I'insémination des spermatozoides préparés dans la cavité utérine.
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PREMIERE PARTIE : PREREQUIS SUR LA PHYSIOLOGIE DES
SPERMAROZOIDES ET LES INSEMINATIONS INTRA-UTERINES

. Généralités sur I’Assistance Médicale a la Procréation

1. Historique

Les premieres inséminations datent de la fin du XVllle siécle, constituant la plus ancienne

technique d’AMP.

John Hunter, un chirurgien écossais, réalise la premiéere insémination intra-cervicale chez
I’'humain en 1789 chez une femme anglaise dont le mari était atteint d’'un hypospadias sévere
(3). En 1838 paraissait la premiere publication d’'une insémination donnant une grossesse,

réalisée par le Dr Girault, un médecin francais.

En 1866, un gynécologue américain, le Dr James Marion Sims, publiait un ouvrage sur la
stérilité, incluant les inséminations, et créant des débats virulents sur des problématiques

morales et éthiques autour de cette pratique.

Paolo Mantegazza a écrit en 1887 le premier article faisant référence a des donneurs de

spermatozoides.

La technique d’insémination commence a étre utilisée couramment a partir des années 1940

(3), puis a ensuite été perfectionnée avec sa réalisation au intra-utérin.

2. Les chiffres en France

De nos jours, selon le rapport de I’Agence de la Biomédecine 2022 (1), plus de 40 000 IIU sont
réalisées chague année en France. En 2022, 158 826 tentatives d’AMP ont été réalisées,
regroupant les 1lU, les fécondations in vitro (FIV) avec ou sans micro-injection (ICSl), et les

décongélations d’embryons.

Les llU représentaient 27% de I'ensemble des tentatives avec 42 930 cycles, dont 11,3% sont
issues de spermatozoides de donneurs. Etant moins invasives et moins colteuses que la FIV et

FIV-ICSI, elles occupent une large place dans les tentatives d’AMP.
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En 2022, les IIU contribuaient a 19,4% des naissances issues d’'une AMP (4).

Depuis la loi du 2 aout 2021 permettant l'acces a I’Assistance Médicale a la Procréation aux
femmes non mariées et couples de femmes, le nombre de nouveaux donneurs de
spermatozoides a augmenté et était de 714 en 2022. Cette méme année, le nombre de
nouveaux enfants nés d’une technique d’AMP s’élevait a 27 000, représentant 3,7% du total

des naissances en France (5).

Il. La spermatogénese

La spermatogénese, également appelée gamétogenése male, est un processus complexe. Il
permet la formation des spermatozoides, cellules haploides hautement différenciées, a partir

de cellules souches diploides, les spermatogonies (6).

La spermatogénése se déroule dans le testicule au sein de I'épithélium qui recouvre la paroi
des tubes séminiferes. Cet épithélium contient les cellules germinales a tous les stades de leur
maturation : les spermatogonies, les spermatocytes et les spermatides, ainsi que les cellules

de Sertoli qui sont des cellules de soutien (7) (Figure 1)

1. Prolifération et différenciation des spermatogonies (27 jours)

Les spermatogonies sont des cellules hétérogenes avec une structure de noyau différente
selon leur stade de différenciation. Les spermatogonies A dark, cellules indifférenciées
primitives, les spermatogonies A pale, cellules indifférenciées progénitrices, et les

spermatogonies B qui sont des spermatogonies différenciées.

Les spermatogonies A dark sont des cellules quiescentes, qui constituent le pool de réserve de
la lignée germinale. Les spermatogonies A pale ont une activité mitotique importante,
capables d’auto-renouvellement et de différenciation. Ces derniéres entrent en division tous

les 16 jours.

Les spermatocytes B se divisent pour donner les spermatocytes I.
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2. Méiose (24 jours)

La premiere division de méiose se compose de cing étapes, au cours desquelles le
spermatocyte | va évoluer vers le spermatocyte Il : les stades préleptoténe, leptotéene,
zygotene, pachyténe et diplotéene. Le contenu de I’ADN va passer de 4n pour le spermatocyte

I a 2n pour le spermatocyte Il.

Vient ensuite la deuxieme division de méiose, permettant d’arriver au stade de spermatide qui

est une cellule a n chromosomes.

Au total, chaque spermatocyte | donnera 4 spermatides.

3. Spermiogenése (23 jours)

La spermiogenese consiste en la différenciation des spermatides rondes en spermatides
allongées, lesquelles évolueront en spermatozoides. On décrit 6 stades morphologiques, selon
I'aspect du cytoplasme, du noyau et de I'acrosome : Sa, Sb1, Sb2, Sc, Sd1, Sd2, avec création
de l'acrosome a partir de |'appareil de Golgi, allongement et condensation du noyau,
remplacement des histones par les protamines, disparition du cytoplasme et allongement du
flagelle. Les spermatozoides vont ensuite migrer vers I'épididyme, en acquérant une

maturation nucléaire et la mobilité au cours de ce transit.

4. Structure du spermatozoide mature

Le spermatozoide a la particularité d’étre mobile afin de pouvoir atteindre le gamete féminin
a travers l'appareil génital féminin. Il est constitué d’'un noyau comportant un génome

haploide, un appareil propulseur (le flagelle) et des mitochondries (source d’énergie).

On distingue deux parties : la téte et le flagelle, qui sont séparés par la piece connective. Le
spermatozoide mature mesure environ 60 um de long et est recouvert entierement d’une

membrane plasmique.
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Figure 1 : Les étapes de la spermatogénese (7)

Proportion de types cellulaires retrouvés dans des biopsies selon la localisation entre la membrane basale et la
lumiére

lll. Anatomie des glandes annexes et composition de I'éjaculat

1. Le testicule

Le testicule est un organe pair localisé dans le scrotum. Chaque testicule a des dimensions
physiologiques d’environ 5cm de long, 3cm de large et 2,5 cm d’épaisseur. Leur volume est de
16 mL. Le bord postéro-supérieur de chacun des testicules est accolé sur toute sa longueur par
I’épididyme. Le plle inférieur est fixé a la paroi du scrotum par le gubernaculum testis. Le
testicule contient les tubes séminiferes, qui ont une longueur de 30 cm a 1m, un diameétre de
150 a 300um et une structure pelotonnée. Ces derniers contiennent les cellules germinales
aux différents stades de leur division et les cellules de Sertoli, qui forment I'épithélium des
tubes séminiferes. Entre le testicule et I'épididyme, les spermatozoides empruntent des
structures canalaires que sont le rete testis et les canaux efférents (8). Les testicules étant

situés a lI'extérieur du corps, ils permettent une régulation thermique indispensable a la
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spermatogénese (hypothermie physiologique) d’environ 33-35°C. Une élévation de la

température testiculaire peut entrainer une oligospermie voire une azoospermie.

2. LUépididyme
L'épididyme est un organe pair situé sur le bord supérieur du testicule. Il mesure 5 cm de
longueur et 1,5 cm de largeur. Le canal épididymaire mesure 5 a 6 metres de longueur et a une
structure pelotonnée. L'épididyme est composé de trois parties : la téte, le corps et la queue.

Les sécrétions épididymaires représentent environ 5% de I'éjaculat, ont un pH légerement

acide et contiennent des enzymes comme l'alpha 1-4 glucosidase (9).

3. Le canal déférent

Le canal déférent est un organe pair dont la longueur moyenne est de 40 cm, son diametre est
de 2 mm. Ce dernier gagne l'orifice inguinal externe puis chemine dans le canal inguinal, il se
porte ensuite en dehors et en arriere pour atteindre le pelvis. Dans sa portion pelvienne, le
canal déférent parcourt la face latérale de la vessie puis sa partie postérieure pour former
I'ampoule déférentielle. La paroi du canal déférent comprend une muqueuse, une musculeuse

formée de fibres lisses encastrées et une adventice contenant vaisseaux et nerfs.

4. Les vésicules séminales

Les vésicules séminales sont des organes glandulaires, chaque vésicule séminale a une forme
piriforme et aplatie d’avant en arriere. La vésicule séminale a une longueur de 5 cm et une
largeur de 1,5 cm. Les deux vésicules séminales sont placées symétriquement en dessous et
en arriere de la vessie. Ces dernieres sécretent le liquide séminal, majeur constituant
représentant pres de 65% de I'éjaculat, comprenant du fructose, du glucose et de I'anhydrase

carbonique (9).
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5. La prostate

La prostate est un organe musculo-glandulaire médian situé sous la vessie et en avant du
rectum. Elle est constituée d’une glande inférieure dans laquelle I'élément glandulaire
prédomine et une glande craniale ou I'élément musculaire prédomine. Elle a un grand axe
oblique en bas et en avant. Ses dimensions sont d’environ 3 cm de haut, 3 cm de large et 2 cm
d’avant en arriere. Sa face postérieure présente un sillon médian vertical. Le long de son grand
axe, elle est traversée par l'urétre prostatique et les canaux éjaculateurs dont elle constitue la
paroi (8). La prostate produit des sécrétions prostatiques, qui représentent environ 30% de

I’éjaculat, composées de citrate, de cholestérol et de lactate déshydrogénase.

6. Luretre

L'urétre est un conduit musculo-membraneux de 16 cm de longueur environ chez ’'homme.
On distingue l'uretre postérieur et I'urétre antérieur. Luréetre postérieur comprend l'uréetre
prostatique et I'uretre membraneux. L'urétre antérieur comprend l'uretre pénien et 'uretre
spongieux et est englobé dans une formation érectile : les corps spongieux, et constitue la

partie terminale de |'urétre masculin.

7. Laverge et les corps érectiles

La verge est formée de l'uretre pénien, constituant I'axe central des corps érectiles (corps
caverneux et corps spongieux) qui permettent la rigidité lors de I'érection. L'extrémité de la

verge est constituée du gland.

IV. La capacitation

En 1952, Austin a introduit pour la premiere fois le terme "capacitation", définissant les
changements physiologiques subits par les spermatozoides dépendant du temps afin
d'acquérir la capacité de fécondation. Ce laps de temps est spécifique a chaque espéce et varie

en durée (1).
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L'état de capacitation est lié¢ a des modifications membranaires (efflux de cholestérol),
protéiques et lipidiques. Ces modifications permettent une meilleure fluidité membranaire. Ce
processus rend les spermatozoides aptes a interagir avec l'ovocyte par exposition de ses
récepteurs a la zone pellucide et un mouvement hyperactivé, il a lieu dans les conditions
naturelles au niveau de l'utérus et des trompes. Ce phénomene est réversible si le

spermatozoide est remis en contact du plasma séminal.

Des molécules nécessaires pour la capacitation et la fécondation ont été identifiées et sont
présentes dans l'appareil reproducteur féminin a des concentrations variables, comme le

bicarbonate, le calcium et I'albumine sérique.

Par la modulation de 'AMPc et de la phosphorylation de protéines, ces molécules vont induire
des modifications cytoplasmiques et membranaires permettant la capacitation, la réaction

acrosomique et la fécondation de I'ovocyte (Figure 2) (10).

K*  Albumen- HCO73 Adenylate Ca**
cholesterol cyclase

"H[ac'r'ri'i
cell |
mt. mh r.mc

* fyperpolanzanon
embrane ’p, b\‘nh ibition
Protein

Phospho-
tyrosine CPTK @TBD tyrosine

kinase \ ‘ﬁ phosphatase

Protein tyrosine
phosphorylation

Figure 2 : Schéma des évenements membranaires lors de la capacitation du spermatozoide (11)

1. Adenylate cyclase

Il existe 10 isoformes de I'Adnélylate cyclase, 9 sont liées a la membrane et régulées par la

protéine G et la 10°™¢ est soluble, exprimée dans le spermatozoide et particuliérement au
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niveau du flagelle et de la piéce intermédiaire. Cette derniére est activée par le calcium et le

bicarbonate, et est I'isoforme principale dans le fonctionnement de la fertilité.

2. Evénements membranaires

La présence de bicarbonate dans un milieu contenant des spermatozoides va entrainer
I'activation de lisoforme soluble, entrainant une libération rapide d’AMPc ainsi que la

phosphorylation de protéines dépendant de la protéine kinase A (12).

Ces événements vont activer une protéine membranaire responsable de la translocation des
phospholipides entre les deux feuillets. La phosphatidylserine et la phosphatidylethanolamine
vont s’extérioriser, réduisant la stabilité de la membrane (13). Cette extériorisation a lieu

principalement au niveau de I'acrosome.

Le spermatozoide va ensuite subir un efflux de cholestérol au niveau membranaire, ce qui va

entrainer une plus grande fluidité de la membrane (14).

3. Concentration d’AMPc et role des phosphodiestérases

Lors de l'arrivée des spermatozoides dans I'appareil génital féminin, les concentrations plus
élevées en bicarbonates en comparaison de I'épididyme vont permettre de maintenir des taux

élevés d’AMPc via l'isoforme soluble de 'Adénylate cyclase.

Les concentrations d’AMPc sont le résultat d’'un équilibre entre leur production par I'isoforme

soluble et leur dégradation par la phosphodiestérase.

4. Role du calcium, de I'albumine, de 'AMPc et de la phosphorylation

de la tyrosine

Il existe une corrélation entre la phosphorylation de la tyrosine et la capacitation (15).

Laugmentation de la phosphorylation des tyrosines est dépendante de la voie PKA-AMPc.
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Cette interaction implique : la stimulation de la tyrosine kinase par la PKA, I'inhibition de la
phosphotyrosine phosphatase, puis la phosphorylation de résidus serine ou thréonine par la

PKA qui vont amorcer la phosphorylation des résidus tyrosine (11).

Lalbumine joue également un réle dans la capacitation par son role d’accepteur du cholestérol
(16). Le role du calcium dans la capacitation est en lien avec l'activation des isoformes de
I’Adénylate cyclase liées a la membrane et solubles, et de ce fait en lien avec les concentrations

d’AMPc (17).

5. Calcium et mobilité des spermatozoides

L’hyperactivation de la mobilité des spermatozoides est nécessaire pour la fécondation de
I'ovocyte. Cette hyperactivation est dépendante du calcium. Des canaux calcium sélectifs

formés par des protéines CatSper jouent un role dans ce phénomeéne (18).

6. Canaux ioniques impliqués

Les spermatozoides restent inactifs dans I'épididyme. Lors de leur libération dans |'appareil
reproducteur féminin, le changement d'environnement ionique est un déclencheur
physiologique, et les spermatozoides commencent leur processus de capacitation. Le
mécanisme clé qui permet au spermatozoide de s’adapter et de se guider dans I'appareil
génital féminin via les signaux chimiques est appelé chimiotaxie. Par exemple, I'augmentation
de concentration de Ca2+ influence le mouvement flagellaire et aligne la trajectoire du
spermatozoide a proximité de |'ovocyte.

Les spermatozoides présentent une quantité importante de canaux ioniques qui sont
impliqués dans la régulation du potentiel de membrane, de la capacitation et de la réaction
acrosomique (19). Les canaux ioniques sont des cibles intéressantes pour le développement
de médicaments pour le traitement de l'infertilité. Leurs modes d’action n’ont pas encore été
totalement identifiés et la compréhension de leur fonctionnement fait encore I'objet d’études
expérimentales, notamment chez la souris. Un schéma résumé de I'ensemble des canaux

décrits est présenté a la fin de cette partie (Figure 6).
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Les canaux potassiques des spermatozoides chez I'humain sont appelés hKSper. lls
comprennent le canal Slo1 et Slo3. Les hKSper sont sensibles a I’alcalinication intracellulaire
et au calcium.

Le canal Slo3, également appelé KCNU1, est un canal potassique activé par le calcium,
permettant I’hyperpolarisation des spermatozoides et le déclenchement de la capacitation
(19).

Le canal Slo1 est également connu sous le nom de canal BK et est codé par le gene Kcnmal.
Le canal calcique CatSper est un canal a sous-unités multiples, spécifique des spermatozoides.
Le canal CatSper est composé de 4 unités, leur activation nécessite une alcalinisation
intracellulaire (Figure 3). Ce canal permet I'entrée flagellaire de calcium, induisant une mobilité
hyperactivée pendant la capacitation des spermatozoides. La perte de fonction de CATSPER

est associée a une infertilité chez I’'hnomme (20).
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Figure 3 : Schéma du canal CatSper (21)

Canal composé de 4 sous-unités de Catsper 1 a 4 et 5 sous-unités additionnelles gamma, beta, delta, epsilon et
zeta

Deux canaux ioniques permettent le contréle du pH des spermatozoides, le canal HV1 et le
canal NHE.

Le canal HV1 est un canal dimérique contrélant le pH intracellulaire. Il permet ainsi
I'alcalinisation intracellulaire des spermatozoides.

Les canaux NHE, codées par la famille de genes Sic9, transportent le Na+ dans les cellules et le
H+ hors des cellules, régulant ainsi le pH intracellulaire. Certains NHE sont exprimés dans

plusieurs tissus, cependant deux NHE, sNHE codé par S/c9c1 et NHA1 codé par Slc9b1, sont
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exprimés spécifiquement au niveau du flagelle du spermatozoide. La perte de SNHE ou NHA1

ont été associées a une infertilité masculine (20).

Les canaux PMCA sont des canaux Calcium-ATPases de la membrane plasmique, permettant
I’extrusion du calcium. Deux isoformes sont exprimées dans le testicule : PMCA1 et PMCAA4,
cette derniere étant l'isoforme principalement exprimée par les spermatozoides, localisée
dans la piece intermédiaire (Figure 4). Il ne présente pas de distribution flagellaire
contrairement a CatSper. PMCA4 permet le bon fonctionnement du déplacement du

spermatozoide jusqu’a I'ovocyte.

Figure 4 : Schéma du canal PMCA4 (21)

Canal composé de 10 hélices transmembranaires

Les transporteurs Na+/K+ ATPase permettent la régulation du potentiel membranaire, en
échangeant de maniere inégale le NA+ intracytoplasmique contre le K+ extracellulaire. Le
transporteur contient des sous-unités a et B. La sous-unité a permet la perméation de la

membrane plasmique, la sous-unité a4 étant spécifique aux cellules germinales males.
PKD1 et PKD2 codent pour la polycystine 1 (PC1) et la polycystine 2 (PC2). PC1 et PC2 forment

ensemble un complexe récepteur-canal hétéro-tétramérique (Figure 5). Ce complexe se situe

dans le rein et permet la régulation des flux calciques.
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Figure 5 : Schéma du complexe PKD1 et PKD2 (22)

La protéine PKD1 impliquée dans la signalisation cellulaire, associée a la protéine transmembranaire PKD2
formant un canal ionique

Des mutations au niveau de PKD provoquent une polykystose rénale, maladie autosomique
dominante. Cependant les hommes atteints présentent également un taux important
d’infertilité et de nécrospermie. Les spermatozoides des hommes atteints de polykystose
présentent une perte des deux microtubules centraux de I'axonéme.

SLC26A3 est un géne codant pour une protéine échangeuse d’ions chlore et bicarbonate. Elle
joue donc un role essentiel dans pour maintenir I'équilibre électrolytique et le pH.

Le canal CFTR (Cystic fibrosis transmembrane regulator) est un canal transmembranaire
perméable au Cl- et a I’'HCO3-. La conductance du Cl- étant plus importante que celle de
I’'HCO3-. Les mutations du géne codant pour le CFTR sont a l'origine de la mucoviscidose, une
maladie autosomique récessive entrainant une maladie pulmonaire. Un autre phénotype de
la mucoviscidose est l'infertilité masculine, qui touche 97 a 98% des hommes atteints de
mucoviscidose. Cette infertilité est liée a I'absence de canaux déférents. Cependant des
mutations de CFTR ont également été retrouvées chez 8% des hommes en bonne santé par
ailleurs, présentant une altération du sperme, notamment une mobilité réduite ou une

morphologie anormale. Le canal CFTR jouerait un réle dans I'hyperpolarisation membranaire,
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la production d’AMPc en réponse a I'HCO3-, dans la mobilité spermatique et la réaction

acrosomique (20).
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Figure 6 : Canaux ioniques impliqués dans le processus de capacitation (20)

a : canaux se situant dans la piéce intermédiaire. b : anatomie du spermatozoide. EFCAB9 : protéine impliquée
dans la régulation calcique au niveau du flagelle

7. Interactions avec l'ovocyte

Lovocyte possede a sa surface trois glycoprotéines: ZP21, ZP2 et ZP3. ZP2 et ZP3 sont
disposées en alternance et sont reliées entre elles par ZP1 via des ponts disulfures. Sur la
membrane du spermatozoide se trouve le récepteur ZP3 ou R-ZP3 qui se lient a la
glycoprotéine ZP3. Cette interaction va déclencher l'excrétion de deux enzymes du
spermatozoide : la hyaluronidase et I'acrosine, qui vont entrainer la destruction de la zone

pellucide.

Une fois la fusion entre le spermatozoide et 'ovocyte réalisée, une rapide dépolarisation de
membrane entraine une augmentation des ions Ca2+ dans le cytoplasme de 'ovocyte. La zone

pellucide va subir une modification de conformation via la libération des granules corticaux,
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notamment une modification des glycoprotéines ZP3, qui les rend incapables de fixer de

nouveaux spermatozoides, empéchant ainsi la polyspermie.

8. Facteurs entrainant une décapacitation

Certains facteurs sont considérés comme décapacitants. Avec le temps, les spermatozoides
peuvent retourner dans un état de décapacitation, ce qui montre que la capacitation est

réversible.

La centrifugation des spermatozoides non capacités entraine l'accélération de leur
capacitation. Parallelement, lI'addition de facteurs décapacitants inhibe la capacité de

fécondation in vitro en quelques minutes (23).

Biochimiquement, le facteur décapacitant correspond a une protéine de 40 kDa qui est stable
a la dégradation protéolytique et a la chaleur, ce dernier active I’ATPase-calcium. Une perte de
facteur a lieu durant la capacitation, réduisant I'activité ATPase, permettant ainsi au calcium

intracellulaire d’augmenter.

En résumé, la capacitation a lieu dans I'appareil génital féminin en présence de calcium et de
bicarbonate. Plusieurs facteurs endogenes et exogenes régulent la capacitation, le pouvoir

fécondant et I'inhibition de la réaction acrosomale spontanée.

Lisoforme soluble de 'Adenylate cyclase en est un acteur important. Cette enzyme est activée
dans l'appareil génital féminin par le calcium et le bicarbonate et déclenche une cascade

d’évenements aboutissants a la capacitation.

9. Les marqueurs apoptotiques

Le déroulement de l'apoptose comporte successivement 3 phases fonctionnellement
distinctes. Premierement la phase d’initiation durant laquelle la cellule regoit le stimulus
d’apoptose (étape réversible). La médiation lors de cette phase fait appel a des médiateurs
intracellulaires anti et pro-apoptotiques. Deuxiemement la phase d’exécution qui est

irréversible. Cette derniere correspond a l'intégration des signaux de mise en jeu d’apoptose.
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Troisiemement la phase de dégradation durant laquelle apparaissent des modifications de la
morphologie de la cellule, puis la dégradation des corps apoptotiques par les cellules

avoisinantes.

Des altérations ultra structurales, similaires a celles observés dans les cellules somatiques, ont
été mises en évidence au niveau des spermatozoides. Elles consistent en une marginalisation
de la chromatine, des mitochondries regroupées de facon anarchiques au niveau de la piece

intermédiaire, la membrane plasmique restant cependant conservée (24).

Des altérations membranaires ont lieu, notamment la présence de Fas a la surface des

spermatozoides et I'externalisation de la phosphatidylsérine.

Concernant Fas, son réle n’est pas encore établit, avec une présence de ce récepteur sur les
spermatozoides humains qui pourrait étre non fonctionnel, n‘augmentant pas l'activité

caspase des cellules (25).

L'externalisation de la phosphatidylsérine sur le versant externe de la membrane plasmique
est un phénomene précoce dans la cellule en apoptose, et permet une indication pour les
cellules phagocytaires. Elle permet une liaison entre les résidus phosphatidylsérine et

I’Annexine V (8).

Des altérations mitochondriales ont lieu chez le spermatozoide, des altérations dans la

fonction et la structure de la mitochondrie, associées a une production de ROS (26).

Des altérations nucléaires se produisent du fait d’'une altération du processus de compaction
de I'’ADN et de l'effet du stress oxydatif, entrainant une fragmentation de I’ADN spermatique

(27).

L'apoptose aurait lieu via la voie des caspases dans le spermatozoide humain, notamment la
caspase-3 activée. Il existe en effet des corrélations entre les spermatozoides exprimant cette
caspase activée et d’autres marqueurs d’apoptose comme la fragmentation de I'ADN ou

I'externalisation de la phosphatidylsérine (26).

La voie caspase-indépendante dans le spermatozoide est mise en évidence par la présence de
I’Apoptosis Inducing Factor (AIF), une flavoprotéine de 57kDa située au niveau de lI'espace
intermembranaire mitochondrial, participant a la régulation de la chaine mitochondriale via

son activité oxydo-réductase (8).
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V. Les Inséminations Intra-Utérines (lIU)

1. Lesindications d’llU

Les llU sont réservées aux femmes ayant des trompes perméables (6).

Les indications de cette technique sont une infertilité d’origine féminine (troubles de
I'ovulation, anomalies du col de I'utérus, de la glaire cervicale qualitative ou quantitative), un
facteur masculin (oligo-asthéno-tératozoospermie modérées), le recours aux spermatozoides
de donneur, une infertilité immunologique (anticorps anti-spermatozoides présents dans le
sperme), une échec d’induction simple de I'ovulation, une indication sexologique (vaginisme,
impuissance, anéjaculation intra-cervicale), une indication anatomique (paraplégie,

éjaculation rétrograde, hypospadias) ou encore un risque viral.

2. Bilan avant une llU

2.1.Examen clinique chez la femme

Chez la femme, on réalisera un interrogatoire sur la durée de l'infertilité, de l'arrét de la
contraception, le caractére primaire ou secondaire de l'infertilité, la régularité des cycles
menstruels notamment. On évaluera le poids, la taille, I'Indice de Masse Corporelle et la
tension artérielle, le morphotype et les caractéres sexuels secondaires. On réalisera une
palpation abdominale, éventuellement un examen au speculum (malformation du tractus
génital, nodules d’endométriose, leucorrhées), éventuellement un toucher vaginal, un examen

des seins et une palpation de la thyroide.

2.2. Examens paracliniques chez la femme

Chez la femme, I'intérét est d’évaluer la réserve ovarienne et la fonction ovulatoire, 'absence
d’anomalie de la cavité utérine, d’évaluer la perméabilité tubaire et de rechercher une

endométriose ou adénomyose.

Les bilans de premiere intention comprennent un bilan hormonal avec FSH, LH, cestradiol,
AMH et TSH, réalisés entre le 2eme et le 4eme jour du cycle ; une échographie pelvienne entre

le 2eme et le 4eme jour du cycle pour compter le nombre de follicules antraux. Cette derniere
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permet I'étude de l'utérus (taille, aspect de I'endomeétre et du myometre, recherche de
malformations utérines) et des ovaires (taille, présence de kystes, d’hydrosalpinx). Enfin une
hystérosalpingographie entre le 7eme et le 14eme jour du cycle menstruel, permettant
d’évaluer la perméabilité tubaire a I'aide d’un produit de contraste iodé. Une alternative a cet
examen étant I'HyFoSy (Hysterosalpingo-FOam-Sonography), une échographie pelvienne

couplée a I'injection d’un produit de contraste échographique (6).

2.3.Examen clinique chez 'homme

Chez 'homme, on réalisera un interrogatoire a la recherche d’exposition a des toxiques, la
profession du patient, le développement pubertaire, les antécédents urologiques notamment.
On évaluera également le poids, taille, I'Indice de Masse Corporelle et la tension artérielle, le
morphotype et les caracteres sexuels secondaires. On réalisera un examen des organes
génitaux externes (taille des testicules, recherche d’une varicocéle, palpation de I'épididyme
et des canaux déférent, et éventuellement toucher rectal (consistance et sensibilité de la

prostate, analyse des vésicules séminales).

2.4. Examens paracliniques chez ’homme

Chez ’lhomme, I'examen de base est le spermogramme, les autres examens seront a réaliser

en cas d'anomalie de ce dernier.

2.4.1. Le spermogramme

Les parameétres du spermogramme sont analysés dans les laboratoires selon les normes de

'OMS 2021 (28).

Certains facteurs pré-analytiques sont importants a prendre en compte car ils peuvent avoir

une influence sur les résultats du spermogramme.

Le délai d’abstinence sexuelle correspond au temps écoulé depuis la derniere éjaculation. Ce
parametre a une influence sur le volume, la numération et la mobilité des spermatozoides. Le

délai d’abstinence recommandé actuellement est de 2 a 7 jours.
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La perte d'une partie de I'éjaculat a un impact sur la mobilité et la numération des
spermatozoides. Il est a noter que la plus grande proportion des spermatozoides se trouve

dans la premiere fraction de I'éjaculat (jusqu’a 80% de I'ensemble des spermatozoides).

La fievre ou la prise de médicaments est a rechercher dans les trois mois précédents I'analyse
(délai correspondant a un cycle de spermatogénése), ainsi que les conditions de recueil,

comprenant le respect des régles d’asepsie et la vérification de I'identité du patient.

Enfin le délai a respecter pour analyser |I'échantillon se situe entre 20 et 60 minutes apres le

recueil de sperme.

Le volume du recueil est supérieur a 1,4 mL dans les valeurs physiologiques.
Le pH du sperme se situe dans les valeurs physiologiques entre 7,2 et 7,9

La numération spermatique correspond au nombre de spermatozoides par éjaculat, la
concentration correspond au nombre de spermatozoide par volume de sperme. Elles sont

mesurées a l'aide d’une cellule de comptage ou de systemes automatisés.

Les valeurs sont supérieures a 16 Millions/mL si on parle de concentration ou 39

Millions/éjaculat si on parle de numération, dans les conditions physiologiques.

En dessous des valeurs, on parle d’oligozoospermie. La cryptozoospermie correspond a
I'absence de spermatozoide a I'examen initial et a leur observation apres centrifugation et
observation du culot de centrifugation. L'azoospermie correspond a I‘absence de

spermatozoide, a 'examen direct et apres analyse du culot de centrifugation.

La mobilité spermatique peut étre estimée en technique manuelle ou automatisée, avec dépot

de sperme entre une lame et une lamelle. Elle est définie par la présence de spermatozoides :
-Rapides et progressifs (a) (>25 um/s) : trajectoire rectiligne et mouvement fléchant

-Lents ou faiblement progressifs (b) (5 a 25 um/s) : trajectoire sinueuse avec vitesse lente
-Non progressifs (c) (<5 um/s) : pas de déplacement, oscillations de la téte ou du flagelle

-Immobiles (d) : pas de déplacement, immobilité de la téte et du flagelle
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La mobilité doit étre supérieure a 30% de mobilité progressive (a+b) ou supérieure a 42% de

mobilité totale (a+b+c). En cas de mobilité diminuée, on parle d’asthénospermie.
La vitalité s’estime par la réalisation d’un frottis coloré, en technique manuelle ou automatisée.

Une vitalité normale est supérieure a 54%. En dessous de cette valeur, on parle de
nécrospermie. Il est intéressant de noter si la perte de mobilité est associée a une perte de

vitalité, orientant vers des étiologies différentes.

Sont appelées cellules rondes (par opposition aux spermatozoides contenant un flagelle), les
cellules épithéliales provenant du tractus génital, les cellules de la lignées germinales
(précurseurs des spermatozoides) et la lignée des leucocytes. Ces cellules rondes sont
mesurées a l'aide d’'une cellule de comptage. On peut également utiliser une bandelette
histochimique semi-quantitative pour détecter la présence de leucocytes dans le sperme. La
leucospermie est la présence de polynucléaires neutrophiles a une concentration supérieure

a 1 Million/mL.

Lanalyse évaluant la morphologie est appelée spermocytogramme, réalisé sur un frottis
coloré. Lanalyse comprend [’évaluation du pourcentage de spermatozoides
morphologiqguement normaux et la détermination de la fréquence d’anomalies distinctes

pouvant orienter vers des causes pathologiques (6).

L'évaluation de la morphologie est complexe car les systemes de classification sont multiples,
I'analyse est subjective et opérateur dépendant, nécessitant des évaluations réguliéres a 'aide

de controles-qualité.

Il existe deux classifications : la classification Kriiger (OMS 2020) avec un seuil pathologique
inférieur a 4% de formes typiques, et la classification de David modifiée avec un seuil
pathologique inférieur a 23% de formes typiques. Un nombre augmenté de spermatozoides

de morphologie anormale correspond a une tératospermie.

Les étiologies principales des anomalies du spermogramme sont les suivantes. Dans le cas d’un
volume diminué, une perte de recueil ou une éjaculation rétrograde doivent étre évoquées en
priorité. Dans le cas d’un volume important, une infection ou inflammation des glandes
annexes masculines peuvent étre évoquées. En cas d’aspermie (absence totale d’éjaculat), on

pourra évoquer une éjaculation rétrograde totale, une anéjaculation ou un échec de recueil.
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Les variations de pH peuvent évoquer un défaut de sécrétion des glandes annexes ou une

infection.

Concernant les anomalies de numération spermatique, leurs étiologies sont nombreuses. On
peut citer une anomalie de sécrétion hormonale (centrale ou périphérique), une lésion
testiculaire (infection ou chirurgie), une varicocele, une infection des glandes annexes
masculines, un épisode de fievre dans les 3 derniers mois, une anomalie génétique, la prise de
médicaments ou hormones exogénes, une cause idiopathique... Dans tous les cas 'absence

d’une tumeur testiculaire doit étre vérifiée.

La diminution de mobilité spermatique est évocatrice d’'une anomalie morphologique ou
structurale des spermatozoides, ou d’'une anomalie de maturation lors de leur trajet dans les

voies génitales.

Une nécrospermie fait suspecter une infection des glandes annexes masculines en premier
lieu, un épisode de fievre dans les 3 mois précédent le recueil, la présence d’anticorps anti-

spermatozoides, un traumatisme testiculaire, une anomalie génétique.

Une leucospermie est évocatrice d’un processus inflammatoire au niveau de I'appareil génital
masculin. Elle peut altérer les spermatozoides en entrainant des phénomeénes oxydatifs

auxquelles les spermatozoides sont particulierement sensibles.

Concernant le spermogramme, il est important de distinguer les anomalies polymorphes, sans
spécificité, des anomalies monomorphes. Ces derniéres suggerent la présence d’anomalies

génétiques (globozoospermie, flagelles multiples, tétes macrocéphales...).

2.4.2. Le Test de Migration-Survie

Le Test de Migration-Survie (TMS) a pour but de mimer in vitro les phénomeénes de sélection
des spermatozoides qui ont lieu dans I'appareil génital féminin. Il permet I'élimination du
plasma séminal (contenant des facteurs décapacitants) et la rétention de débris cellulaires, de
leucocytes, de spermatozoides morts ainsi que d’agents infectieux, source d’espéces réactives
de l'oxygéne (ROS) qui détériorent la qualité spermatique. Le TMS permet de ce fait de

récupérer des spermatozoides ayant une peroxydation membranaire diminuée.
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Il permet également la sélection de spermatozoide de morphologie normale et de bonne

mobilité progressive.

Les caractéristiques évaluées sur la fraction récupérée sont le volume de la fraction, la
concentration, la mobilité, le pourcentage de formes typiques, la survie des spermatozoides a

24 heures ainsi que le nombre de spermatozoides mobiles progressifs dans I'éjaculat.

Le choix de la technique d’AMP dépend de ce dernier et est centre-dépendante. Un seuil de
plus de 5 Million de spermatozoides mobiles dans le capacitat est associé a une augmentation

significative des taux de grossesse (29,30).

2.4.3. Evaluation de la qualité de 'ADN

La qualité nucléaire des spermatozoides est évaluable de différentes manieres.

La configuration du génome spermatique se distingue de maniere significative de celle

présente dans les cellules eucaryotes. Cette particularité résulte de la condensation de la
chromatine, un processus qui se déroule pendant la spermiogenése, ou les histones sont
remplacés par les protamines. Ces dernieres neutralisent les charges négatives de I'ADN,
favorisant ainsi son ultra-compaction et assurant une protection contre les adduits et

autres agents oxydants (Figure 7).
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Figure 7 : Processus de remplacement des histones par les protamines (31)

Les deux tests les plus fréquemment recommandés et cités dans la littérature pour évaluer la
qgualité nucléaire sont le test de fragmentation de I'ADN spermatique et I'analyse de la

condensation de la chromatine spermatique, d’autres tests sont également décrits.

L'Indice de Fragmentation de I’ADN spermatique (IDF) peut étre réalisé apres échecs répétés
de tentatives d’AMP, de présence de varicocele, d’infertilité inexpliquée et de fausses couches
a répétition notamment. Cette technique a été développée par Evenson (32) dans les années
1980 et consiste a analyser I'ADN de plusieurs milliers de spermatozoides par technique de
cytométrie en flux, aprés avoir préparé I'échantillon et I'avoir coloré a I’Acridine Orange
(colorant fluorescent mettant en évidence des sites de cassure des brins d’ADN simple ou

double brin). Un taux normal d’IDF est inférieur a 15%.

La qualité de la compaction chromatinienne des spermatozoides pour étre évaluée par la
coloration a la Chronomycine A3 (CMA3) ou le test SCD (Sperm Chromatin Dispersion). Le test
CMA3 évalue la carence en protamine. Le CMA3 est un fluorochrome de la Guanine-Cytosine
qui révele la chromatine mal condensée par la visualisation indirecte de I’ADN déficient en
protamine (33). Le test SCD utilise la méthode du halo caractéristique formé lorsque les
protéines nucléaires sont déroulées et dispersées, lors d’une dénaturation induite des
spermatozoides. Les noyaux des spermatozoides présentant une dénaturation de 'ADN ne

forment pas de halo (pas de dispersion de I’ADN) ou un halo trés léger, tandis que les
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spermatozoides ne présentant pas de fragmentation de I’ADN forment un halo important avec

des boucles se dispersant largement (34) (Figure 8).

Figure 8 : Lame observée avec la technique SCD (Sperm Chromatin Dispersion) (35)

a : spermatozoide sans fragmentation de 'ADN avec présence d’un halo. c : spermatozoide avec un ADN
fragmenté représenté par un léger halo. e, d : spermatozoide avec un ADN fragmenté sans halo .

Le test TUNEL (ou test de la Terminal deoxynucleotidyl transferase ou TdT) a été congu afin de
détecter les cellules en derniere phase d’apoptose qui subissent une dégradation importante
de 'ADN. La méthode est basée sur la capacité du TdT a marquer les extrémités dégradées de

I’'ADN double brin au niveau des cassures (36) (Figure 9).
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Figure 9 : Observation de spermatozoides marqués par le TdT en méthode TUNEL (37)

Un ADN normal est visualisé avec une légére lumiere verte (TUNEL -) et un ADN endommagé est visualisé avec
une lumiere verte marquée (TUNEL +)

Le test SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) consiste en une mesure simultanée par
cytométrie de flux de I'étendue des cassures d'ADN simple et double brin dans le noyau des
spermatozoides et également I'’évaluation de la structure de la chromatine des spermatozoides

(38).

Le test COMET utilise la technique d’électrophorese sur gel unicellulaire. C’est une méthode
sensible qui permet de détecter les cassures de brins d'ADN et les sites alcalins labiles dans le
noyau de pratiquement tous les types de cellules eucaryotes. Les sites alcalins labiles
correspondent a des modifications de I'ADN qui se transforment en cassures de I'ADN. Le
principe du test repose sur |I'organisation spatiale de I'ADN dans le noyau. |l permet d’évaluer
I’enroulement des brins d’ADN dans le noyau, moins efficace en cas de cassure de 'ADN. |l sera
visualisé un effet en « queue de comete » observé au microscope a fluorescence apres passage

en électrophorese (39) (Figure 10).
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Figure 10 : Test COMET (28)

Visualisation d’une queue de comeéte a gauche représentant des cassures de bruns d’ADN et un ADN normal a
droite.

La prescription de ces tests demeure controversée pour plusieurs raisons : I'absence de valeurs
seuils consensuelles et de technique de référence, le manque de standardisation, des
techniques qui sont peu adaptées pour les faibles numérations spermatiques, le peu d'études
randomisées établissant un lien direct entre altération de la qualité nucléaire et infertilité
masculine, enfin la prescription de compléments alimentaires antioxydants pour corriger

I'altération de la qualité nucléaire qui est elle-méme controversée.

3. Techniques de préparation de sperme

Les techniques actuelles peuvent étre différenciées en techniques de centrifugation sur

gradient de densité, en méthode de migration et en méthode de filtration.

Les techniques de migration utilisent la capacité des spermatozoides a se déplacer pour
pouvoir sélectionner les spermatozoides mobiles. La centrifugation sur gradient de densité
repose sur la capacité des spermatozoides a traverser des milieux de densité différents, la
densité des spermatozoides étant corrélée a leur vitalité et a leur mobilité. La technique de

filtration quant a elle se base sur les propriétés adhésives des spermatozoides.

Les trois techniques les plus utilisées sont le gradient de densité (GDD), le swim-up et le lavage

simple.
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3.1.Gradient de densité

Concernant le gradient de densité, la sélection se base sur la densité du noyau spermatique.
La colonne est composée de 2 a 6 couches de plus en plus concentrées en une solution

colloidale, donc de plus en plus dense. La couche supérieure est en général concentrée a 45%.

Une centrifugation est ensuite effectuée (20 minutes), puis le culot est récupéré et remis en
suspension en vue d’un lavage. Une seconde centrifugation (10 minutes) est effectuée et le

culot est récupéré et analysé (Figure 11).

Il est a noter que le nombre de couches est adapté selon la numération spermatique, le volume
et la présence de bactéries dans le recueil. Par exemple, en cas de spermoculture positive, on
utilisera une colonne 6 couches pour filtrer le mieux possible les bactéries. En cas de faible
numeération et d’un gros volume, on peut utiliser plusieurs colonnes 2 couches pour récupérer

un maximum de spermatozoides mobiles.

[ Density gradients] [Post centrifugation]
Sperm —— ™2 Seminal plasma
Density __, » Non-motile sperm,

gradient 40% < dead and other cells
Density -

gradient 80% < /=< Motile sperm

-
<!

Figure 11 : Schéma d'un gradient de densité (40)

Différentes couches de densité croissante recouvertes de sperme a gauche et spermatozoides les plus mobiles au
fond du tube recueillis apres centrifugation a droite, formant le capacitat

3.2.Swim-up

Concernant le swim-up ou migration ascendante, la sélection est basée sur la mobilité des
spermatozoides uniquement. On dépose le sperme au fond d’'un tube a hémolyse, puis un

milieu de sélection est déposé pour recouvrir la préparation, et le tube est incliné (45° pendant
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1h a 37°C, 5% de CO2). Les spermatozoides les plus mobiles vont effectuer une migration
ascendante. L'anneau de migration est ensuite récupéré. Cette technique est adaptée aux

spermatozoides fragiles car plus douce (41) (Figure 12).

‘%‘

Incubate for 60 minutes: at 37°C

7 %’=\\—-—

Sperm wash
medium

Viable spermatozoa

Liquefied swim-up through medium

semen
sample

Nonviable spermatozoa
remain in semen layer

Figure 12 : Schéma d'une technique de Swim-up (42)

Sperme recouvert d’un milieu de sélection a gauche et déplacement des spermatozoides les plus mobiles sur la
partie supérieure du tube a droite

3.3.Lavage simple

Le lavage simple consiste en la centrifugation de sperme avec ajout d’'un milieu de préparation
de sperme. Le mélange est centrifugé pendant 10 minutes puis le culot de centrifugation est
récupéré. Cette technique est généralement réservée aux patients oligoasthénospermiques
ou aux spermatozoides décongelés, pour lesquels un gradient de densité risque d’empécher

le passage des spermatozoides de maniére trop importante.

D’autres techniques, moins utilisés en routine, sont décrites ci-apres.
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3.4. Membrane de filtration L4

Certaines utilisent des membranes de filtration mécaniques. C’est le cas de la membrane de
filtration L4, une membrane de polyester fibreux capable de retenir, par adsorption a la surface
des fibres, plus de 99,9% des leucocytes du passage sanguin a travers elle, et de laisser
traverser les globules rouges et les plaquettes. Cette méthode a été utilisée initialement pour
les transfusions sanguines. Agarwal et al. présentent pour la premiére fois en 1991 son
utilisation dans le domaine de I'AMP (43). Cette membrane permet le passage des
spermatozoides de morphologie normale et retenir les cellules rondes. Les spermatozoides
passent a travers la membrane par gravité, puis la partie filtrée est récupérée et centrifugée,

et enfin le surnageant et éliminé pour ne garder que le culot de centrifugation (Figure 13).

L4 Membrane

(fibrous polyester sheet) 12.5ml
Eppendorf
©mm Pipette Tip
T‘::*'l
n’ Ny

\' Semen Specimen
+ Human Tubal
Membrones

15 mL Conical—
Centrifuge Tube :

Filtrate

Figure 13 : Schéma d'une membrane de filtration L4 (44)

Deux disques de membrane L4 sont déposés au fond d’une pipette, recouvert de sperme, puis la partie filtrée par
gravité est recueillie au fond d’un tube conique

D’autres techniques utilisent des colonnes d’adhérence pour sélectionner les spermatozoides.
C’est le cas de la laine de verre, de la colonne Sephadex®, des billes de verre, des colonnes

SpermPrep® et des billes magnétiques (MACS).
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3.5. Filtration sur laine de verre

Initialement développée dans le but de de diminuer la viscosité du sperme et augmenter la
mobilité des spermatozoides, la filtration sur laine de verre a été proposée en 1977 par Paulson
and Polakoski puis modifiée pour étre standardisée en 1986 (45). La technique consiste en
I'application de sperme au sommet d’une colonne composée d’une seringue dans laquelle est
disposée une laine de verre d’une épaisseur de 6mm environ (Figure 14). Des images en
microscopie électronique de la laine de verre montrent I'adhésion de spermatozoides

immobiles et de cellules rondes a la surface de la laine de verre (46).

=
" 1ml syringe
™ barrel
Emm
{ glass wool

punched cap
of

1.5ml
Eppendorf
tube

Figure 14 : Schéma d'une technique de filtration sur laine de verre (46)

Laine de verre disposée au fond d’une colonne recouverte de sperme, puis filtration des spermatozoides par
gravité ou pression

3.6. Colonne Sephadex®

La colonne Sephadex® utilise la technique de chromatographie. Elle a été décrite pour la
premiere fois dans un article de 1975 (47), et a été utilisée pour séparer les fractions de
spermatozoides humains porteurs du chromosome X. Le sperme collecté est centrifugé afin
de récupérer le culot, puis ce culot est dilué avec une solution tampon et ajouté au sommet
de la colonne contenant un gel avec des billes de Sephadex®. La filtration par chromatographie

dure entre 10 et 15 minutes. Le sperme filtré est ensuite récupéré puis centrifugé (48).
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3.7.SpermPrep®

La technique de SpermPrep® a été décrit a de nombreuses reprises dans la littérature depuis
1992(49). Le SpermPrep® est une colonne de filtration jetable, contenant des billes de
polysaccharide, qui développe des crétes de surfaces rugueuses apres hydratation. Ces crétes
empéchent les spermatozoides anormaux et d’autres composants de pénétrer dans les pores

de la colonne (figure 15).

Top Stopper

| _—Top Disc

kDry Beads
Bottom Disc

ﬁ%Bottom Closure

Figure 15 : Schéma d'une filtration sur colonne SpermPrep® (49)

Colonne de filtration contenant des billes, dans laquelle est ajouté le sperme

3.8. Billes magnétiques MACS

La technique des billes magnétiques ou MACS (Magnetic-activated cell sorting) consiste en la
sélection des spermatozoides non apoptotiques a l'aide de billes magnétiques liées a
I’Annexine V et d’'un champ magnétique. En effet, I'un des premiers phénomenes de lI'apoptose
est la perte de [lintégrité des membranes, qui entraine [|'externalisation de Ila
phosphatidylsérine (molécule ayant une forte affinité pour 'Annexine V). Par conséquent, une

mise en contact de spermatozoides et d’Annexine V (utilisée comme marqueur apoptotique),

47



conjuguée a des billes magnétiques, qui sont exposés a un champ magnétique dans un
colonne, va permettre de séparer les spermatozoides apoptotiques des spermatozoides non
apoptotiques (Figure 16). Cette technique a vu le jour en 1995 (50) par Mr Pesce et De Felici
initialement sur des gametes de souris. Il est conseillé préalablement de traiter le sperme par
Swim-up ou Gradient de Densité (GDD) car la technique ne saffranchit pas des débris
cellulaires, des leucocytes et du plasma séminal. Le culot est ensuite remis en suspension avec
un réactif contenant des microbilles conjuguées a de 'Annexine V. Est ajoutée ensuite une
solution tampon permettant d’améliorer la liaison entre les microbilles et les spermatozoides
apoptotiques. La préparation est ensuite incubée a température ambiante pendant 15 minutes
puis passe dans une colonne mise en contact avec un aimant. Le MACS est utilisé en 1IU, en
FIV-ICSI mais également dans la cryoconservation pour améliorer le taux de survie des

spermatozoides.

Figure 16 : Schéma d'une technique MACS (42)

B : visualisation des billes magnétiques liées a I’Annexine V mises en contact des spermatozoides

C : Visualisation des spermatozoides piégés par le champ magnétique, ayant fixé I’"Annexine V
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3.9. Billes de verre

La technigue de préparation avec des billes de verre consiste a sélectionner les spermatozoides
en les faisant passer dans une colonne contenant des billes de verre Pyrex d’'un diameétre
inférieur a 0,2 mm de diameétre. Les spermatozoides seront sélectionnés par gravité (51)

(Figure 17).

1 ml OF SEMEN (1:1 dilution)

<«4+— 1 ml EPPENDORF PIPETTE TIP

<«4+— 1 g OF SMALL BEADS

5 mm DIAMETER GLASS BEAD

<¢—— CUT END OF EPPENDORF TIP

Figure 17 : Schéma d'une filtration par bille de verre (52)

Billes de verre au fond de la colonne recouvertes de sperme et filtration par gravité

3.10. Migration-Sédimentation ou MIGLIS

La migration-sédimentation ou MIGLIS (Migration-Gravity Sedimentation without
Centrifugation) est une méthode basée sur la mobilité des spermatozoides. Cette technique
consiste en I'ajout de sperme dans un tube au niveau d’une chambre circulaire supérieure. Un
milieu de lavage (solution saline tamponnée au phosphate) est ensuite ajouté au niveau de
I'axe central en commencant par le bas, jusqu’a atteindre et couvrir le niveau de la chambre
circulaire. Le tube est ensuite incubé 30 minutes a 1 heure a 37°C. Les spermatozoides les plus

mobiles ayant migré au fond du tube sont ensuite récupérés (53,54) (Figure 18).
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Figure 18 : Schéma d'une technique de Migration Sédimentation (MIGLIS) (54)

A : Différents composants du dispositif. B : Etapes successives de la technique avec la partie bleue représentant
le sperme et la partie orange représentant le milieu de lavage. C : Phénoméne de sélection des spermatozoides
les plus mobiles au centre du dispositif

3.11. Tube de Wang

La technologie de séparation des spermatozoides en temps réel utilise le systeme de tube de

Wang. Peu d’articles la décrivent et ont été publiés seulement dans les années 1990.

Le tube de Wang mesure généralement moins de 2,7 cm de hauteur. || se compose des parties
suivantes : la partie inférieure du tube, des lentilles convexes multiples, une partie bombée de
la lunette, qui empéche la perte du milieu de culture, un large orifice en bas pour l'introduction
de I'échantillon de sperme, une partie en forme de U qui facilité le processus de sélection, une
partie de réserve, dans laquelle les micro-organismes, les débris ou les matieres étrangeres
adhérant a la membrane des spermatozoides peuvent étre éliminés, la partie supérieure du
tube, qui fournit une chambre longue distance pour la migration des spermatozoides, un
orifice supérieur, pour la fixation d'un bouchon en silicone, un angle d'inclinaison, qui accélére
la remontée des spermatozoides et augmente les taux de collecte, enfin une partie en double

U a l'extrémité qui bloque les contaminants en suspension dans l'air (55) (Figure 19).
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Différentes formes de tubes sont adaptées pour différents paramétres spermatiques initiaux
(normozoospermiques, oligozoospermiques ou asthénospermiques), et également si des

bactéries sont présentes dans le recueil.

Figure 19 : Schéma d'un tube de Wang (55)

3.12. Microfluidique

La méthode de microfluidique consiste en la sélection de spermatozoides mobiles en utilisant
des mécanismes actifs tels que le flux, les gradients chimiques ou I'électrophorése (56),
permettant de s’affranchir de la centrifugation. La microfluidique dans le domaine de la
spermiologie a été décrite en initialement en 2003 par Cho et al. (57) puis améliorée en 2015
par Huang et al. (58) Elle comprenait deux étapes de sélection. La premiere se base sur la
différenciation latérale pour séparer les spermatozoides des cellules rondes. La deuxieme

étape permet la séparation des spermatozoides les plus mobiles.

Dans la premiére section, I'échantillon est injecté a un débit spécifique dans un microtube
mince. Dans la deuxieme section, les canaux latéraux recueillent les spermatozoides nageant
a droite ou a gauche. Les spermatozoides d’intérét sont recueillis dans les sorties latérales. Les
cellules rondes sont collectées dans le canal central. Cette migration s’effectue a l'aide d’un

flux hydrostatique.

Actuellement, les techniques de microfluidiques sont divisées en plusieurs catégories : La
microfluidique utilisant le flux laminaire, dans laquelle les spermatozoides les plus mobiles

pourront traverser activement la frontiere entre deux flux; les filtres microfluidiques
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composés d’obstacles; la séparation par chimiotaxie, dans laquelle le spermatozoide se
déplace en suivant un gradient chimique ; la séparation par différenciation de taille et de forme
et enfin la séparation par champ électrique (59). La méthode de microfluidique permet de se
rapprocher du déplacement des phénomenes de sélection in vivo. |l est également possible
d’associer une analyse des parametres spermatiques a cette méthode par une technique
d’'impédancemétrie (impulsions électriques au passage de chaque spermatozoide). Bien que
certaines de ces méthodes microfluidiques permettent de sélectionner un nombre suffisant
de spermatozoides pour effectuer une IlU, la grande majorité d'entre elles sélectionnent une

sous-population beaucoup plus petite, donc utilisables pour les FIV-ICSI (Figure 20).

Flow streamlines
Spermatozoa pathlines e
WBCs & debris pathline e

Figure 20 : Technique de microfluidique (60)

En rouge : le trajet des cellules rondes et débris. En bleu : le trajet des spermatozoides. En noir : les lignes de flux
d’écoulement

4. Induction de l'ovulation

Linduction de l'ovulation consiste en l'injection de gonadotrophines et a pour objectif
d’obtenir un ou deux follicules dominants (61). La finalité de cette induction est la
synchronisation du moment de l'ovulation avec la réalisation de l'insémination. Une
surveillance de l'avancée de l'ovulation est nécessaire a l'aide d’'une échographie endo-

vaginale. Cette derniere va permettre la mesure des follicules en croissance.

Des dosages hormonaux de surveillance comprennent la LH, I'cestradiol et la progestérone.
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Le déclenchement est réalisé par une injection d’hormone Chorionique Gonadotrope (hCG).
Lovulation aura lieu dans les 36 a 40 heures suivant I'injection, et I'insémination aura lieu dans

les 36 a 39 heures suivant le déclenchement (62) (Figure 21).
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Figure 21 : Schéma d'une induction de I'ovulation (6)

La fleche représentant la temporalité en jours, les seringues les jours d’injections de Gonadotrophines et les
ronds la prise de Progestérone par voie vaginale

5. Réalisation de I'llU

La préparation spermatique, d’un volume de 0,3mL environ, est prélevée dans un cathéter. La
patiente est installée en position gynécologique puis le cathéter est introduit dans la cavité

utérine par voie vaginale.
Le contenu du cathéter est ensuite introduit dans la cavité utérine.

La patiente peut ensuite directement se relever et poursuivre des activités normales au cours

de la journée (pas de nécessité d'alitement).
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6. Résultats

Un dosage sanguin de B-hCG 14 jours apres I'llU permettra de connaitre I'issue de la tentative.

En cas de réussite et de grossesse en cours, une échographie obstétricale est recommandée
entre 6 et 8 semaines d'aménorrhée, afin de de vérifier le nombre de sacs gestationnels et la

bonne localisation intra-utérine de la grossesse.
Le suivi gestationnel se fait ensuite de la méme maniére qu’une grossesse naturelle.

Plusieurs 1IU successives peuvent étre réalisées en cas d’échec, jusqu’a 6 en France (nombre

de tentatives remboursées par la Sécurité Sociale). Une llU peut étre réalisé par mois.

En cas d’échecs répétés, un bilan complémentaire est réalisé et un passage en FIV peut étre

envisagé selon le contexte clinique.
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. DEUXIEME PARTIE : 'ETUDE
I. INTRODUCTION

LAssistance Médicale a la Procréation a vu le jour dans les années 1970, ayant permis la
naissance de Louise Brown le 25 juillet 1978 avec la technique de FIV. Cette technique a été

utilisée initialement pour traiter I'infertilité tubaire.

Un besoin important d’amélioration des techniques de préparation des spermatozoides a été

nécessaire depuis, notamment pour pallier I'infertilité masculine, en constante augmentation.

Les premieres méthodes de préparation de spermatozoides consistaient en un ou deux lavages
avec remise en suspension du capacitat (63) . Puis a été décrite une technique de lavage unique

suivi d’'un swim-up a partir du culot de centrifugation (64).

Par la suite, d’autres méthodes ont été introduites pour améliorer le nombre de
spermatozoides mobiles et compétents pour la fécondation, en améliorant la mobilité des
spermatozoides, en diminuant le nombre de ROS dans la préparation et en modulant la

capacitation des spermatozoides.

Le gradient de densité (GDD) a débuté avec l'utilisation de Percoll® contenant de la silice
enrobée de polyvinylpyrrolidone (PVP). Cette substance a été retirée du marché en 1996 en
raison de la mise en évidence d’endotoxines ayant un impact néfaste sur les spermatozoides
(65). Depuis ce retrait, plusieurs produits sans endotoxines ont vu le jour contenant des
particules de silice enrobées de silane (comme IxaPrep®, PureSperm®, Isolate®, SilSelect®).
Dans un premier temps ces produits ont été comparés avec le Percoll®, avec des résultats

contradictoires (66—70). Cependant ces produits sont désormais largement utilisés (71).

La centrifugation sur gradient de densité utilise plusieurs produits en remplacement du Percoll

(Ficoll®, IxaPrep®, PureSperm®, Isolate®, SilSelect®) (72).

En 2021, les Inséminations Intra-Utérines représentaient 3% des naissances vivantes en France

(4).

Les chances de grossesse sont de I'ordre de 12 a 15% par cycle pour une insémination avec des

spermatozoides du conjoint, et de 18 a 25% avec des spermatozoides de donneurs (73).
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Elles sont indiguées en cas de troubles ovulatoires, d’infertilité cervicale, de troubles physiques
ou psychigues entrainant des difficultés dans les rapports sexuels, d’altérations légeres des
parametres spermatiques, d’infertilité inexpliquée ou encore dans le cadre de patients ayant

recours au don de spermatozoide.

Il existe de nombreuses techniques pour la préparation des spermatozoides en IIU, et

différents parametres pouvant influencer les résultats.

L'objectif de cette étude est d’analyser la littérature pour évaluer I'impact des techniques de
préparation, et de l'ajout de molécules sur les chances de grossesse et la qualité des

spermatozoides inséminés.

Il. Matériel et méthodes

1. Sources d’information

Les études quantitatives, de cohorte, cas-témoins, méta-analyses ou revues de la littérature
étaient éligibles a cette étude. La date limite d’ancienneté de publication a été fixée a 1985.

Les études devaient étre rédigées en anglais ou en frangais.

Une base de données, PUBMED, a été utilisée.

2. Equation de recherche

Les équations de recherche ont été établies par I'auteur et sont disponible sur la figure 22
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(« swim-up » [All Fields] AND « density gradient» [All Fields] AND « versus » [All Fields])
(« swim-up » [All Fields] AND « density gradient» [All Fields] AND « comparison » [All
Fields])

(« temperature » [All Fields] AND « sperm » [All Fields] AND « IUI» [All Fields])
(« interval » [All Fields] AND « sperm» [All Fields] AND « IUl» [All Fields])
(« abstinence » [All Fields] AND « sperm» [All Fields] AND « IUI» [All Fields])

(« L4 membrane »[All Fields] AND « sperm»)

(« MACS » [All Fields] AND « sperm»)

(« glass wool » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« Sephadex column » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])
(« Wang tube » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« glass bead » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« SpermPrep » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« MIGLIS » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« microfluidic » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« PAF » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« Pentoxifylline » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« Theophylline » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« 2-deoxyadenosine » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])
(« vitamin D » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« vitamin E » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

(« Clofilium » [All Fields] AND « sperm» [All Fields])

Tableau 1 : Equation de recherche PUBMED
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3. Sélection des études

Nous avons procédé a une sélection en deux étapes des documents. Premiérement par tri
sur les titres et résumés, deuxiemement par analyse de I'éligibilité sur le document entier
(Figure 23). Une recherche de proche en proche a partir des bibliographies des études
incluses a également été réalisée. Parmi les 1932 étude initialement identifiées, 149 ont été

incluses.

Sources internationales PUBMED
n=1932

Exclus sur titres et
résumes
n = 1444

Suppression des
doublons
n =283

Eligibles sur titres et
résumeés
n =205

Exclus sur analyse du
document entier
n=>56

Articles retenus
n =149

Figure 22 : Diagramme de flux

4. Extraction des données et évaluation des biais

Cette étude est une revue non exhaustive de la littérature internationale. Pour chaque étude
citée, les références bibliographiques, le type d’étude, I'année ainsi que les résultats
principaux ont été extraits systématiquement. Les études devaient étre des études de

cohorte, des études cas-témoin, des méta-analyses ou des revues de la littérature. Ces
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dernieres étaient évaluées sur les biais méthodologiques. Si ces derniers étaient trop

importants, I'étude était exclue de I'analyse.

5. Logiciels utilisés et méthode de synthése des données

Le logiciel Microsoft Office Excel® 2016 a été utilisé pour I'extraction et I'analyse des
données. Les logiciels Microsoft Office Word® 2016 et le Logiciel Zotero® version 5.0.35.1

ont été utilisés pour organiser la bibliographie.

Les résultats des études citées ont été retenus afin de réaliser une synthése et d’établir une

base de connaissance sur les différents sujets abordés.

lll. Comparaison des différentes préparations d’llU en techniques
classiques

Cette partie de l'article s’intéresse aux méthodes les plus utilisées et recueille des articles
comparant ces méthodes par rapport a leur impact sur les taux de grossesse, les paramétres
spermatiques et la qualité de I’ADN des spermatozoides (la fragmentation de I'ADN, les

anomalies nucléaires).

Les articles datent de 1992 a 2023. Ce sont des études mono ou multi-centriques prospectives
pour la plupart. Les résultats principaux des articles cités sont présentés dans les tableaux 1,2

et 3.

1. Sur les taux de grossesse

La majorité des articles ne montrent pas de différence statistiquement significative sur les
taux de grossesse, que ce soit en comparant les techniques de Swim-up et de gradient de
densité, ou de lavage (74-80). Deux d’entre eux ont cependant inclu peu de patients, 80 pour
Dodson et al. et 63 pour Soliman et Goyan, pouvant entrainer un manque de puissance dans

les études.
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Deux études montrent un taux de grossesse plus important en gradient de densité en
comparaison du swim-up (69,80) ; I'article de 2014 (81) incluant 223 patients montre un taux
de grossesse statistiquement plus élevé en gradient de densité par rapport au Swim-up
uniguement pour le groupe d’infertilité inexpliquée. Pour ce qui est du groupe d’infertilité
masculine avec une numération entre 5 et 15 Millions/mL, aucune différence n’a été mise en
évidence ; Ren et al. (69) concluent a une augmentation du taux de grossesse lorsque le Percoll

est utilisé en gradient de densité, le PureSperm n’ayant pas montré de différence.

Un article de 2005 comprenant 82 patients (82) montre de meilleurs taux de grossesse en
Swim-up par rapport au gradient de densité. La population inclue (type d’infertilité) n’est

cependant pas précisée et le nombre de patients inclus peu élevé.

Carrell et al. (77), qui incluent 363 patients dans leur étude, concluent a un taux de grossesse

plus élevé en gradient de densité et Swim-up par rapport au lavage simple.
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Etude Année Patients inclus | Type d’étude Caractéristiques | Techniques comparées Résultats principaux
d’infertilité (Statistiquement
significatifs)

Ciltal. 2022 384 Monocentrique | Concentration Swim-up vs Gradient de densité | Pas de différence
rétrospective >5 millions/mL suivi d'un swim-up significative
transversale

Ren et al. 2004 317 Monocentrique | Non précisé Gradient de densité (Percoll) vs | Plus élevés pour
Prospective Gradient de densité (PureSperm 2-3 | Gradient de densité

ou 4 couches) vs Swim-up (Percoll)

Dodson et al. 1998 80 Monocentrique | Inexpliquée, Double centrifugation vs Swim-up vs | Pas de différence
prospective féminine ou | Gradient de densité (Percoll) significative

masculine

Boomsma et al. 2007 262 Méta-analyse Non précisée Gradient de densité vs Lavage vs | Pas de  différence
de 5 essais Swim-up significative
controlés

Posada et al. 2005 82 Monocentrique | Non précisée Swim-up vs Gradient de densité Plus élevés pour le
prospective Swim-up

Soliman et Goyal | 2005 63 Monocentrique | Non précisée Lavage vs Gradient de densité Pas de  différence
prospective significative

Carrell et al. 1998 363 (898 | Multicentrique Masculine, Lavage vs Gradient de densité | Plus élevés pour le

cycles 11U) prospective féminine ou | (Percoll) vs Swim-up vs Swim-down | Swim-up et le Gradient
inexpliquée de densité

Butt et al. 2016 220 (440 | Monocentrique | Masculine, Gradient de densité vs Swim-up Pas de différence

cycles 11U) prospective féminine ou significative
inexpliquée
Vagios et al. 2023 1503 cycles | Monocentrique | Masculine, Gradient de densité vs Lavage | Pas de  différence
1[V) rétrospective féminine ou | simple significative
inexpliquée

Karamahmutoglu | 2014 223 (338 | Monocentrique | Masculine  ou | Gradient de densité vs Swim-up Dans la population

etal. cycles 11U) prospective inexpliquée étudiée et le groupe

infertilité inexpliquée:
Plus élevés pour le
Gradient de densité
Dans le groupe
infertilité masculine: Pas
de différence
significative

Tableau 2 : Principaux résultats d'étude comparant les taux de grossesse avec différentes préparations
d'insémination intra-utérines
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On peut en conclure que I'utilisation des différentes méthodes les plus utilisées que sont le
gradient de densité, le swim-up et le lavage simple ne semble pas donner de résultats
statistiquement significatifs sur les taux de grossesse, avec une majorité de conclusions

d’études non significatives, ou des résultats contradictoires.

2. Sur les parametres spermatiques

Quatre articles ne mettent pas en évidence de différence significative sur les parameétres
spermatiques en fonction d’une préparation en gradient de densité ou en Swim-up (41,83—

85).

Concernant la concentration spermatique, une étude de 2016 montre de meilleurs résultats
en GDD par rapport au Swim-up (78). Ricci et al. concluent a un nombre total de
spermatozoides mobiles plus important en GDD par rapport au swim-up (86). Moshedi et al.
comparent le GDD et le lavage simple et concluent a une meilleure concentration en lavage
simple (87). Une étude de 2010 montre une meilleure concentration en GDD suivi d’'un swim-
up comparé au GDD seul (88). Enfin, Facio et al. concluent a une meilleure concentration en

GDD par rapport au lavage suivi d’'un swim-up (89).

Concernant la mobilité, deux études concluent a une meilleure mobilité en swim-up par
rapport au GDD (69,78). Chen et Bongso étudient I'impact de différentes couches de gradients
ainsi que différents volumes de sperme déposés sur les colonnes et mettent en évidence une
meilleure mobilité pour les colonnes 3 couches et un volume de 3 mL par rapport a 2 couches
et 0,75mL (90). l'ajout d’'un swim-up aprés un GDD semble améliorer la mobilité comme le
montre un article de 2010 (88). Enfin, Hoa et al. en 2022 ont étudié I'impact des densité de
mono-couches et montrent une supériorité de la mono-couche a 90% de densité par rapport

a une densité plus faible a 45% (91).

Concernant la morphologie, trois études montrent de meilleurs résultats en swim-up ou ajout
de swim-up apres un GDD (88,89,92). La centrifugation simple semble résulter en une moins
bonne morphologie par rapport au GDD et swim-up d’aprés Dodson et al.(75). Enfin, Chen et
Bongso comparent les différentes couches de gradients ainsi que les volumes de sperme

déposés et concluent en une meilleure morphologie en 3 couches et avec 3 mL déposés (90).

62



Concernant la vitalité, deux articles rapportent des résultats significatifs. Chen et Bongso (90)

notent une amélioration de la vitalité pour 'utilisation des 3 couches et 3mL de sperme en

GDD, Ricci et al. concluent a une meilleure vitalité en swim-up par rapport au gradient de

densité (86).

Etude Année | Patients | Type d’étude Caractéristiques Techniques comparées Résultats principaux
inclus d’infertilité (Statistiquement significatifs)

Matsuura et al. 2010 153 Monocentriqu | Non précisée Gradient de densité seul vs Meilleure concentration,

e prospective Gradient de densité suivi de mobilité progressive et
swim-up morphologie en Gradient de
densité suivi d’'un Swim-up

Fécio e al. 2016 58 Monocentriqu | Normozoospermiques | Lavage suivi d'un swim-up vs Meilleure concentration en
e prospective Gradient de densité Gradient de densité.
non Meilleure morphologie en
randomisée Lavage suivi d’'un Swim-up.

Pas de différence significative
sur la mobilité.

Ren et al. 2004 317 Monocentriqu | Non précisée Gradient de densité (Percoll) vs | Meilleure mobilité en Swim-
e Prospective Gradient de densité | up.

(PureSperm 2-3 ou 4 couches) | Augmentation du nombre de

vs Swim-up spermatozoides mobiles pour
PureSperm 4 couches vs 2
couches.
Augmentation du nombre de
spermatozoides mobiles et
meilleure morphologie pour
pour PureSperm 3 couches vs
2 couches.

Morshedi et al. 2003 311 Monocentriqu | Masculine, féminine | Lavage simple vs Gradient de Meilleure concentration pour
e prospective | ou inexpliquée densité lavage simple. Meilleure
randomisée mobilité pour le Gradient de

densité.

Hoa et al. 2022 30 Monocentriqu | Concentration <15 | Mini-gradient vs mono-couche | Meilleure concentration
e prospective | millions/mL 3 90% de densité vs mono- spermatique avec la mono-

couche a 45% de densité couche 45%. Meilleure
mobilité spermatique avec la
mono-couche 90% et le mini-
gradient.

Dodson et al. 1998 80 Monocentriqu | Masculine, féminine | Double centrifugation vs Diminution du nombre total de
e prospective ou inexpliquée Swim-up vs Gradient de spermatozoides mobiles en

densité (Percoll) Swim-up.
Moins bonne morphologie en
Double centrifugation.

Almagor et al. 1993 50 Monocentriqu | Tout type de | Swim-up suivi de Swim-down Meilleure mobilité

e prospective parametres vs Swim-up vs Gradient de spermatique pour le swim-up

densité

suivi de Swim-down et le
Gradient de densité vs le
Swim-up seul.

Meilleure morphologie
spermatique pour le Swim-up
suivi du Swim-down vs les
autres techniques.
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Chen et Bongso | 1999 48 Monocentriqu | Normozoospermiques | Gradient de densité (2 3 couches: Meilleure vitalité,
e prospectuve couches) vs Gradient de mobilité A et A+B et
densité (3 couches) vs morphologie vs 2 couches.
Gradient de densité (3mL de 3 mL : Meilleure numération,
sperme) vs Gradient de mobilité, vitalité et
densité (0,75mL de sperme) morphologie vs 0,75mL
Butt et al. 2016 220 (440 | Monocentriqu | Masculine, féminine | Gradient de densité vs Swim- Meilleure concentration en
cycles e prospective | ou inexpliquée up Gradient de densité. Meilleure
1) randomisée mobilité pour Swim-up.
Ricci et al. 2009 62 Monocentriqu | Masculine, féminine | Gradient de densité vs Swim- Meilleure vitalité en swim-up
e prospective ou inexpliquée up Meilleur nombre de
spermatozoides mobiles en
Gradient de densité.
Karamahmutogl | 2014 223 (338 | Monocentriqu | Masculine ou | Gradient de densité vs Swim- Pas de différence significative
uetal. cycles e prospective | inexpliquée up
1) randomisée
Xu et al. 2000 60 Monocentriqu | Masculine ou | Swim-up vs Gradient de Pas de différence significative
e prospective | inexpliquée densité (Percoll)
Meitei et al. 2020 35 Monocentriqu | Numération >80 M Gradient de densité vs Swim- Pas de différence significative
e prospective up
Check et al. 1992 34 Monocentriqu | Concentration >10 | Gradient de densité (Percoll) Pas de différence significative

e prospective

M/mL

vs Swim-up

Tableau 3 : Principaux résultats d'études comparant les paramétres spermatiques avec différentes préparations
d'insémination intra-utérine

Il semble ressortir de cette revue que la centrifugation présente de meilleurs résultats

concernant la concentration spermatique, que ce soit en GDD ou en lavage. La technique de

swim-up semble favoriser

une meilleure mobilité spermatique,

sélectionnant les

spermatozoides sur leur capacité de déplacement seule et non sur leur densité. Cependant le

nombre total de spermatozoides mobiles semble moins bon en swim-up. La mobilité est

également améliorée avec le nombre de couches de gradient ou leur densité. La morphologie

semble meilleure en swim-up seul ou ajouté au GDD.. Enfin, il est difficile de conclure sur la

vitalité car seul un article compare les techniques.
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3. Sur la qualité de ’ADN du spermatozoide

Les sept références sont toutes des études prospectives. Deux articles de 2000 et 2003 ne
montrent pas de différence significative sur la fragmentation de I’ADN ou les anomalies
chromatiniennes (83,87) ; l'article de Xu et al., avec une inclusion d’'un nombre de patients
limité, compare le gradient de densité et le Swim-up dans une analyse multicentrique
prospective (83), en utilisant la mesure d’un fluorochrome de Chromomycine A3 (CMA3);

Morshedi et al. (87) quant a eux, comparent le gradient de densité et le lavage simple.

Un article de Sakkas (72) conclut a une diminution des anomalies nucléaires en gradient de
densité (PureSperm et Percoll) par rapport au Swim-up. Le type d’infertilité des patients inclus

n’est pas précisé dans I'étude.

Deux articles concluent a une diminution des lésions a I’ADN en Swim-up (84,88) ; le premier
article de Matsuura et al. (88) montre une diminution de I'Index de Fragmentation de I’ADN si
le Swim-up est associé au gradient de densité par rapport au gradient seul ; I'article de 2020

(84) compare la Swim-up seul au gradient de densité seul.

Raad et al. (93) dans un article récent de 2021 montre une augmentation de I'Index de
Fragmentation de ’ADN lorsque le Swim-up est associé au gradient de densité par rapport au

swim-up seul et a la centrifugation simple suivie d’'un Swim-up.

Concernant I'impact de la densité des gradients, un article récent de Hoa et al. (91), avec un
nombre de patients inclus limité de 30, montre un taux de fragmentation de I’ADN plus élevé
en mono-couche a 45% de densité par rapport au mini-gradient et a la mono-couche 90% de

densité.
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Etude Année | Patients | Type d’étude Caractéristiques Techniques comparées Résultats principaux
inclus d’infertilité (Statistiquement significatifs)
Sakkas 2000 115 Multicentrique Gradient de densité (PureSperm) | Amélioration des anomalies
prospective Non précisée vs Gradient de densité (Percoll) nucléaires en Gradient de
vs Swim-up densité (PureSperm et Percoll)
Matsuura et al. 2010 153 Monocentrique | Non précisée Gradient de densité seul vs Diminution de I'Index de
prospective Gradient de densité suivi de fragmentation de I'ADN en
swim-up Gradient de densité suivi d'un
Swim-up
Raad et al. 2021 60 Monocentrique | Concentration >20 | Swim-up vs gradient de densité Augmentation de I'IDF en
prospective millions/mL et | suivi de Swim-up vs gradient de gradient de densité et gradient
mobilité >30% densité vs pellet swim-up de densité suivi de swim-up
Morshedi et al. 2003 311 Monocentrique | Masculine, Lavage simple vs Gradient de Pas de différence significative
prospective féminine ou | densité sur la fragmentation de I'ADN
randomisée inexpliquée
Hoa et al. 2022 30 Monocentrique | Concentration <15 | Mini-gradient vs mono-couche a | Taux de fragmentation de I'ADN
prospective millions/mL 90% de densité vs mono-couche plus élevé en mono-couche 45%
a 45% de densité de densité vs les deux autres
Xu et al. 2000 60 Monocentrique | Non précisée Swim-up vs Gradient de densité Pas de différence significative
prospective (Percoll) sur les anomalies
chromatiniennes
Meitei et al. 2020 35 Monocentrique | Numération >80 | Gradient de densité vs Swim-up Moins de lésions a I'ADN en

prospective

M

Swim-up.

Tableau 4 : Principaux résultats d'études comparant la qualité de I'ADN des spermatozoides avec différentes

préparations d'insémination intra-utérine

Ces études semblent en faveur du swim-up seul ou en complément du GDD pour améliorer

les lésions a I’ADN en comparaison du GDD. Le nombre de couches et leur densité dans le GDD

montre un effet bénéfique sur la qualité de ’ADN spermatique.

1. Température

IV. Parameétres ayant une influence sur les lIU

Les recueils de sperme en laboratoire sont le plus souvent conservés a la température du corps

avant d’étre préparés en vue d’une llU. Cependant plusieurs études semblent montrer que les

parametres spermatiques ainsi que la qualité de 'ADN spermatique sont plus longtemps

conservés a température ambiante.
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Une étude monocentrique prospective de 2014 a étudié les effets de I'incubation in vitro a
long terme (24 heures) des spermatozoides a température ambiante (23°C) par rapport a la
température du testicule (35°C) sur divers paramétres spermatiques. La mobilité progressive
et la morphologie étaient significativement meilleures aprés incubation a température
ambiante. La proportion de spermatozoides ayant fait leur réaction acrosomale, apoptotiques
ou morts était significativement plus faible dans les échantillons incubés a température

ambiante (94).

Concernant le taux de fragmentation de 'ADN, Matsuura et al. ont montré une augmentation
de I'ADN fragmenté en fonction du temps a la fois a température ambiante et a 37°C,
cependant ce taux était significativement plus bas a température ambiante apres 24 heures

d’incubation (88).

Concernant le processus de capacitation, une étude de 2002 a comparé I'incubation pendant
18 heures a 20°C et 37°C. Les protéines tyrosine présentaient un taux de phosphorylation
relatif a la non-capacitation plus élevé pour les spermatozoides incubés a 20°C ainsi qu’une
mobilité hyperactivée et une perte de l'acrosome plus faibles. De plus, pour les
spermatozoides ayant commencé leur capacitation, leur mise en incubation a 20°C montrait
une diminution significative de la réaction acrosomique, suggérant une décapacitation des

spermatozoides (95).

Peer et al. n‘ont observé aucune modification morphologique significative des noyaux des
spermatozoides lors d’une incubation a 21°C de moins de 2 heures. La proportion de
spermatozoides présentant des noyaux vacuolés était significativement plus élevée apres 2

heures a 37°C par rapport a 21°C (96).

Enfin concernant les taux de grossesse, deux articles de 2013 et 2015 monocentriques
rétrospectifs ne mettent pas en évidence de différence significative selon les variations de
température a différentes étapes de la préparation. Le premier comparait la centrifugation
sans contrble de température et centrifugation a 37°C (97), le second comparait le stockage

du capacitat a température ambiante et a 37°C (98).

La majorité de ces études concluent donc a un effet bénéfique de stockage des spermatozoides
a une température plus basse que celle du corps ou du testicule. Les effets sont visibles sur le
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ralentissement des processus de capacitation, une mobilité, une morphologie ainsi qu’une
qualité de 'ADN conservées plus longtemps. L'impact des températures de stockage plus
basses pourrait s’expliquer par les passage des spermatozoides dans un état de repos, dans
lequel une meilleure conservation de I'énergie entrainerait une survie plus longue (94). La
température a une influence sur certains mécanismes cellulaires impliqués dans la
capacitation des spermatozoides, le blocage temporaire des événements de la capacitation
étant présents a 20°C mais pas a 35°C. Cependant, il n’a pas été mis en évidence de différence
significative de I'effet d’'une température plus basse a différentes étapes de préparation sur les

taux de grossesse.

2. Délai d’abstinence

De nombreux articles traitant de I'impact du délai d’abstinence sur les taux de grossesse, les
parametres spermatiques, la fragmentation de 'ADN et le taux de ROS ont été publiés depuis

les années 2000.
Les résultats principaux des études citées sont disponibles dans les tableaux 4, 5 et 6.

Concernant les résultats sur les taux de grossesse, trois articles montrent de meilleurs résultats
avec des délais d’abstinence inférieurs a 7 jours (99), 3 jours (100) et méme 2 jours (101,102).
Jurema et al. montrent une diminution des taux de grossesse lorsque le délai d’abstinence
dépasse 10 jours (100).

Un article de 2020 met en évidence une diminution significative des taux de grossesse avec le

délai d’abstinence, avec une comparaison de groupes de moins de 2 jours, 3 a 4 jours et plus
de 4 jours (102).

Trois articles de 2016 a 2021 ne mettent cependant pas en évidence de différence significative
sur les taux de grossesse (103,104,104).
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Etude Année | Patients Type d’étude Caractéristiques Délais Résultats principaux
inclus d’infertilité d’abstinence (Statistiquement significatifs)
Marshburnetal. | 2010 372 (866 | Monocentrique | Masculine ou <2j Plus élevés pour abstinence <2
cycles 1lU) | prospective féminine 3-5 jours
>5
Jurema et al. 2005 417 (929 | Monocentrique | Féminine ou <3j Plus élevés pour intervalle de <3j
cycles llU) | rétrospectif inexpliquée 3-5 Plus bas taux pour >10j
5-10
>10j
Bahadur et al. 2016 117 IV Monocentrique | Oligozoospermiques 1 éjaculation Pas de différence significative
rétrospective simple
2 éjaculations
consécutives
Kabukcu et al. 2020 120 Monocentrique | Masculine 1j Pas de différence significative
prospective 3j
radnomisée
Degirmenci__et | 2020 90 Monocentrique | Masculine ou <2j Diminution avec le délai
al. prospective inexpliquée 2-4j d’abstinence
randomisée >4j
Kabli-Ambe et | 2015 3123 Monocentrique | Non précisée <7j Plus élevés pour abstinence <7
al. rétrospective >7j jours

Tableau 5 : Principaux résultats d'études comparant les délais d'abstinence sur les taux de grossesse

Concernant I'impact du délai d’abstinence sur les parameétres spermatiques, une vingtaine

d’articles ont été retenus.

Les trois premiers traitent du bénéfice d’éjaculation consécutives chez les patients
oligozoospermiques. Bahadur et al. ont comparé les parameétres spermatiques d’un premier
recueil (abstinence de moins de 7 jours) a un recueil consécutif, réalisé 40 minutes apreés le
premier. Une amélioration significative de la mobilité progressive, de la morphologie et de la
concentration ont été mis en évidence (105). Toujours chez des patients oligozoospermiques,
I'étude d’éjaculations consécutives a 30 minutes et 1 heure a permis d’augmenter
significativement le nombre total de spermatozoides mobiles dans le second échantillon (106).
Enfin un article incluant 22 patients oligozoospermiques a comparé deux éjaculats de 3 a 5
jours d’abstinence, puis 30 a 60 minutes apres. |l a été noté une diminution du volume des
éjaculats mais une meilleure mobilité et nombre de spermatozoides mobiles dans I'éjaculat

(107).

Concernant le volume de I’éjaculat, une importante proportion des articles cités (9 articles)

arrivent a la conclusion d’une augmentation statistiquement significative du volume avec le
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délai d’abstinence, que ce soit pour des patients oligozoospermigues ou normozoospermiques

(108-117).

La mobilité semble améliorée avec un délai d’abstinence plus court. Une étude rétrospective
incluant 9489 patients a conclu a une meilleure mobilité pour les patients oligozoospermiques
a moins de 1 jour d’abstinence et une diminution de la mobilité chez les normozoospermiques
a partir de 11 jours d’abstinence (118). Une corrélation entre le délai d’abstinence et la
diminution de mobilité ont été retrouvés dans plusieurs articles de 2001 a 2020

(100,107,111,115,119).

Concernant la concentration spermatique, cette derniere semble augmentée avec un délai

d’abstinence plus long, comme le montrent les 12 articles cités (100,105,109-114,117,119—

121).
Etude Année | Patients | Type d’étude Caractéristiques Délais Résultats principaux
inclus d’infertilité d’abstinence (Statistiquement significatifs)
Bahadur et al. 2015 73 Monocentrique | Oligozoospermiques 3-4j Amélioration de la mobilité
prospective 40min progressive et morphologie a
40min
Levitas et al. 2005 6008 Monocentrique | Infertiles et fertiles <1j Patients oligozoospermiques:
(9489 rétrospective <2j meilleure mobilité a <1j
recueils) 2-8j d'abstinence, meilleure
8-11j morphologie a <2j.
>11j Normozoospermiques: la mobilité
diminue a partir de 11j
d'abstinence
Jurema et al. 2005 417 Monocentrique | Féminine ou | <3j Concentration corrélée
(929 rétrospectif inexpliquée 3-5j positivement au délai d’abstinence
cycles 5-10j Mobilité corrélée négativement au
11U) >10j délai d’abstinence
Dupesh et al. 2020 2037 Monocentrique | Oligospermiques et | <24h Augmentation du volume avec le
rétrospective normozoospermiques | 1-2j délai d’abstinence
3-7j Meilleure mobilité et morphologie
8-15j a <24h en comparaison de 16-30j
16-30j
>30j
Mayorga-Torres et | 2020 112 Monocentrique | Masculine 3j Diminution de la concentration
al. prospective 3h spermatique et augmentation de
la mobilité a 3h
Manna et al. 2020 65 Monocentrique | Normozoospermiques | 2-7j Dans les deux groupes : diminution
prospective et OATS 1h du volume et de la concentration a
1h
Chez les normozoospermiques:
meilleure morphologie a 1h. Chez
les OATS: meilleure mobilité et
morphologie a 1h.
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Degirmenci et al. 2020 90 Monocentrique | Masculine ou | <2j Mobilité plus élevée pour 3-4j
prospective inexpliquée 3-4j
randomisée >4j
Lehavi et al. 2013 4133 Monocentrique | Non précisée 2-4j Diminution du volume et de la
prospective 24h concentration a 24h
Du et al. 2023 85 Meta-analyse Fertiles et infertiles 2-7j Groupe fertiles : Diminution du
études 24h volume et de la concentration a
24h
Groupe infertiles : Diminution du
volume, diminution de la
concentration, augmentation de la
vitalité a 24h
Augmentation de la mobilité
progressive a 24h pour le sous
groupe OATS
Agarwal et al. 2016 42 Monocentrique | Normozoospermiques | 1j Augmentation du volume, de la
prospective 2-7j concentration, de la viscosité, du
7-9j pH, de la mobilité entre 1 jour et
9-11j 2-7 jours et entre 2-7 jours et 9-11
jours
Alipour et al. 2016 43 Monocentrique | Oligozoospermiques 4-7j Diminution du volume, de la
prospective 2h concentration, meilleure vélocité
pour le groupe 2h vs 4-7 jours
Mayorga-Torres et | 2015 6 Monocentrique | Donneurs Abstinence de 1 | Numération et volume diminués
al. prospective jour évalué | entre le ler recueil et le suivants,
quotidiennement | puis stable
pendant 2
semaines (recueil
initial 3-4 jours)
De Jonge et al. 2004 11 Monocentrique | Non précisée 1j Amélioration de la concentration
prospective 3j et du volume avec I'abstinence
5j
8j
Welliver et al. 2016 20 Monocentrique | Normozoospermques | Abstinence de 1 | Diminution du volume, de la
prospective jour évalué | concentration et du nombre de
quotidiennement | spermatozoides mobiles total dans
pendant 2 | I'éjaculat entre le ler recueil et les
semaines (recueil | suivants, puis stable
initial 3-5 jours)
Wang et al. 2007 85 Monocentrique | Donneurs Groupe 1:<3j Meilleur volume pour groupe 3 par
rétrospective Groupe 2 : 3-5j rapport aux groupes 1 et 2
Groupe 3 : >5j Meilleure mobilité pour groupe 1
par rapport aux groupes 2 et 3
Augmentation du nombre de
spermatozoides mobiles dans
I'éjaculat pour groupe 3 par
rapport au groupe 1
Sénchez-Martinet | 2013 40 Monocentrique | Normozoospermiques | Abstinence de 1 | Diminution du volume entre le

al.

prospective

jour évalué
quotidiennement
pendant 4 jours
(recueil initial 4
jours)

recueil initial et suivants
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Gang-Xin Chen et | 2022 2952 Monocentrique | Normozoospermiques | Groupe 1: 2j | Augmentation du volume avec le
al. retrospective Groupe 2: 3j | délai d'abstinence et diminution
Groupe 3: 4j | dela mobilité progressive
Groupe 4: 5j
Groupe 5: 6j
Groupe 6 : 7j
Sugyiam et al. 2008 22 Monocentrique | OATS 3-5j Diminution du  volume et
prospective 30-60min augmentation de la mobilité et du
nombre de spermatozoides
mobiles dans I'éjaculat a 30-60min
Pasqualotto et al. | 2006 88 Monocentrique | OATS 30min Augmentation du nombre de
retrospective 1h spermatozoides mobiles dans
I'éjaculat a 1h
Mayorga-Torres et | 2015 3 Monocentrique | Normozoospermques | 4 éjaculations | Diminution de la concentration et
al. prospective répétées a 2h | du nombre total de
d'intervalle (ler | spermatozoides mobiles dans
recueil a 3-4 | I'éjaculat sur le 4e recueil par
jours) rapport aux autres

Tableau 6 : Principaux résultats d'études comparant les délais d'abstinence sur les parameétres spermatiques

Concernant la fragmentation de I'ADN et le taux de ROS, trois articles sur les dix cités ne
mettent pas en évidence de différence statistiquement significative sur la fragmentation de
I’ADN et les taux de ROS en fonction du délai d’abstinence (104,115,121).

Deux articles de 2020 étudient I'impact d’une éjaculation rapprochée sur la fragmentation de
I’ADN. Le premier montre une diminution de la fragmentation de 'ADN a 3 heures d’abstinence
en comparaison de 3 jours (121), le second montre également une diminution de cette
fragmentation a 1 heure d’abstinence par rapport a 2-7 jours , dans le groupe
normozoospermiques seulement (120).

Trois articles ont des résultats allant dans le méme sens quant a l'augmentation de la
fragmentation de 'ADN ou le taux de ROS avec les délai d’abstinence (102,111,122).

Etude Année | Patients | Type d’étude Caractéristiques Délais Résultats principaux
inclus d’infertilité d’abstinence | (Statistiguement
significatifs)
Mayorga- 2020 112 Monocentrique | Masculine 3j Diminution de la
Torres et al. prospective 3h fragmentation de I'ADN a 3h
d'abstinence
Kabukcu et | 2020 120 Monocentrique | Non précisée 1j Pas de différence
al. prospective 3j significative sur la
randomisée fragmentation de 'ADN
Manna et | 2020 65 Monocentrique | Normozoospermques | 2-7j Chez les
al. prospective et OATS 1h normozoospermiques:
diminution de la
fragmentation de I'ADN a 1h
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Degirmenci | 2020 90 Monocentrique | Masculine ou <2j Taux de ROS augmentés
etal. prospective inexpliquée 3-4j pour >4j
randomisée >4
Agarwal et | 2016 42 Monocentrique | Normozoospermques | 1j Augmentation de la
al. prospective 2-7j fragmentation de I'ADN avec
7-9j le délai d’abstinence
9-11j
Mayorga- 2015 6 Monocentrique | Normozoospermques | Abstinence Pas de différence
Torres et al. prospective de 1jour significative sur la
évalué production de ROS
guotidienne
ment
pendant 2
semaines
(recueil
initial 3-4
jours)
De Jonge et | 2004 11 Monocentrique | Non précisée 1j Pas de différence
al. prospective 3j significative sur la
5j fragmentation de I'ADN
8j
Sénchez- 2013 40 Monocentrique Abstinence Diminution de la
Martin__ et prospective Normozoospermique | de 1 jour fragmentation de I'ADN
al. S évalué entre le recueil initial et les
quotidienne | suivants
ment
pendant 4
jours (recueil
initial 4
jours)
Gang-Xin 2022 2952 Monocentrique | Non précisée Groupe 1:2j | Index de fragmentation de
Chen et al. retrospective Groupe 2 : 3j | I'ADN augmente avec le
Groupe 3 : 4j | délai d'abstinence
Groupe 4 : 5j
Groupe 5 : 6j
Groupe 6 : 7j
Mayorga- 2015 3 Monocentrique | Normozoospermique | 4 Pas de différence
Torres et al. prospective S éjaculations | significative surla
répétées a fragmentation de 'ADN
2h Diminution du taux de ROS
d'intervalle sur le 4e recueil par rapport
(1er recueil au ler
a 3-4 jours)

Tableau 7 : Principaux résultats d'études comparant les délais d'abstinence sur la fragmentation de I'ADN et les

espéces réactives de I'oxygene
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On peut conclure que le délai d’abstinence a un impact important sur les taux de grossesses,
avec de meilleurs résultats lorsque le délai d’abstinence est inférieur a 7 jours, voire méme 2

jours. A contrario, ces taux diminuent lorsque le délai d’abstinence augmente.

Le délai d’abstinence a également un impact clair sur les paramétres spermatiques. Un
bénéfice des éjaculations consécutives de quelques minutes ou heures chez les patients OATS
est mis en évidence concernant la mobilité. Il semble également exister une corrélation entre
le délai d’abstinence et la diminution de la mobilité pour tous les types de patients. Le volume

et la concentration semblent également augmentés avec le délai d’abstinence.

Au sujet de la fragmentation de I’ADN, une tendance semble se dessiner en faveur d’un délai

d’abstinence plus court pour diminuer les dommages a 'ADN et le taux de ROS.

3. Délais de préparation et insémination

Les articles cités traitent de I'impact des délais entre le recueil et la technique de préparation

de sperme, le recueil et I'llU ou la fin de technique et I'llU sur les taux de grossesse.

Quatre études sur les onze citées ne mettent pas en évidence de différence significative

concernant le délai entre le recueil et I'insémination (123-126).

Deux études récentes de 2021 et 2023 rétrospective et prospective comparent les taux de
grossesse en fonction du délai entre le recueil et la réalisation de I'llU et montrent des résultats
opposés. La premiere conclut a de meilleurs taux de grossesse si I'llU est réalisée moins de 107
minutes aprés le recueil, et si la technique de préparation est réalisée moins de 21 minutes
apreés le recueil (127). La seconde conclut a de meilleurs résultats si le délai est long, supérieur

a 180 minutes (128).

Fauque et al. concluent a de meilleurs résultats pour une insémination réalisée entre 40 et 80
minutes apreés le recueil (129), Liang et al. entre 20 et 39 minutes apreés la fin de technique

(130). Ces deux résultats d’études sont donc relativement concordants.

74



Yavas et Selub comparent a la fois les délais d’llU et les délais de préparation de capacitat, avec

de meilleurs résultats pour les délais les plus courts, moins de 30 minutes pour la préparation

et moins de 90 minutes pour l'insémination (131).

Kuru Pekcan et al. ont quant a eux regardé les délais en fonction de groupes femme enceinte

et non-enceinte. L'intervalle entre le lavage et I'insémination était plus court chez les femmes

enceintes, avec des taux de grossesse plus importants avec un lavage moins de 40 minutes

apres le recueil et une insémination moins de 60 minutes apres le lavage (132).

Enfin, une étude prospective de 2014 a étudié I'impact des délais sur les parametres

spermatiques, entre l'incubation post-lavage et l'insémination, avec une diminution de

concentration, de mobilité progressive et du nombre de spermatozoides mobiles dans le

capacitat a 120 minutes par rapport a 60 et 30 minutes (133).

Etude Année | Patientsinclus | Type d’étude Caractéristiques Objet de I'étude | Résultats principaux
d’infertilité (Statistiquement significatifs)
Yavas et Selub | 2004 62 (132 11IU) Monocentrique Masculine, féminine ou IIU en recueil a Meilleurs taux de grossesse si
rétrospective inexpliquée la maison vs technique <30min apres recueil vs
centre d’AMP, 30 a 60min.
Technique : Meilleurs taux de grossesse si [lU
<30 min inséminée <90min vs 90-120 et
30 a 60 min >120min.
Insémination :
<90 min
90-120 min
>120 min
Fauque et al. 2014 709 (862 11U) Multicentrique Masculine, féminine ou Délai entre le Taux de grossesse supérieurs pour
prospective inexpliquée recueil et I'llU délai 40-80min
de 0 a 180 min
Jansen et al. 2017 1135 (2154 | Monocentrique Masculine, féminine ou IIU différée 24h Pas de différence significative
1) rétrospectif inexpliquée aprés recueil et
insémination
o immédiate
Punjabi et al. 2021 1729 IV Monocentrique Masculine Délais entre le Meilleurs taux de grossesse si
retrospectif recueil et I'IU technique <21 min et [IU <107min
aprés recueil. Pas de différence sur
les parametres spermatiques.
Statema- 2023 297 Monocentrique Masculine ou Intervalle de Meilleurs taux de grossesse pour
Lohmeijer et prospective inexpliquée <90min et intervalle de >180min
al. >180min entre
le recueil et I'llU
Rezaei et al. 2022 269 Mononcentrique Féminine Délais entre le Pas de différence statistiquement

prospective

recueil et I'llU :
<60min

60-90

>90min

significative
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Stein et al. 2021 267 (470 11U) | Mononcentrique Donneurs et conjoints Délai entre le Pas de différence statistiquement
prospective recueil et I'llU : significative
<29 min
30-59 min 60-89
min 90-180 min
Koyun et al. 2014 100 Mononcentrique Normozoospermiques Délais entre Diminution de la concentration,
prospective incubation post- | mobilité progressive, nombre de
lavage et spermatozoides mobiles total a
insémination :30 | 120min vs 30 min et 120 min vs 60
min min
60 min Pas de différence 30 min vs 60 min
120 min
Kuru Pekcan | 2018 556 Mononcentrique Non précisé Délai enceinte Chez les femmes enceintes:
etal. prospective vs non-enceinte | intervalle du lavage a
Délai recueil et I'insémination plus court que pour
lavage : les femmes non-enceintes
<40 min Meilleurs taux de grossesse pour
>40 min lavage <40 min apres recueil
Délai lavage et Meilleurs taux de grossesse si
insémination : inséminaiton <60 min aprés lavage
<60 min Meilleurs taux de grossesse si
>60 min insémination <90 min apres
Délai recueil et recueil
insémination :
<90 min
>90 min
Liang et al. 2015 191 11U Mononcentrique Non précisé Délai fin de Meilleur taux de grossesse dans le
prospective technique- groupe 20-39 min
insémination :
0-19 min
20-39 min
40-59 min
60-80 min

Tableau 8 : Principaux résultats d'études comparant les délais de préparation sur le taux de grossesse ou les
paramétres spermatiques

Les délais de préparation et d’insémination semblent donc avoir un impact sur les taux de

grossesse et les parametres spermatiques malgré quelques études non significatives. La

réalisation de I'insémination moins de 90 minutes apres le recueil ainsi que la réalisation de la

préparation moins de 40 minutes apreés le recueil sont souhaitables.
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V. Autres techniques existantes

1. Membrane de filtration L4

Peu d’articles ont pu étre recueillis concernant cette technique et sont tous antérieurs aux

années 2000.

Une augmentation significative de la mobilité, de la morphologie normale et de la vélocité ont
été observés dans un article de Agarwa et al., premier article a décrire la méthode en 1991, en

comparaison du sperme initial (43).

Par la suite, les mémes auteurs ont comparé la membrane de filtration L4 et le Swim-up pour
des populations de patients fertiles et infertiles, concluant a une meilleure mobilité et vélocité
avec la membrane de filtration (44), le nombre total de spermatozoides mobiles dans le
capacitat entre les deux techniques ne présentait pas de différence statistiquement

significative. Les autres parametres spermatiques n‘ont pas été étudiés.

Concernant le taux de ROS avec cette technique, il n’a pas été mis en évidence de différence
statistiquement significative par rapport au Swim-up (134), 26 hommes seulement ont été

inclus dans cette étude dont 10 avec une infertilité inexpliqués et 16 donneurs fertiles.

Un article de Ikemoto et al. (135) met en évidence une meilleure intégrité de la membrane du
spermatozoide avec la membrane L4 par rapport au Swim-up, mesurée a l'aide du test HOS,

dans une population d’hommes fertiles et infertiles.

La membrane de filtration L4 n’est pas utilisée en routine dans les laboratoires, en raison d’un
coup élevé d’utilisation. Le nombre d’articles retenus sur le sujet sont insuffisants pour pouvoir

conclure sur une amélioration par rapport aux techniques traditionnelles.

2. Billes magnétiques (MACS)

Une méta-analyse de 2013 a comparé les taux de grossesse en technique de MACS, de GDD et

de Swim-up. Cinqg études prospectives randomisées avec un niveau de preuve important ont
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été inclues avec un total de 499 patients étudiés (50). Il a été rapporté une amélioration des

taux de grossesse en MACS par rapport aux deux autres techniques.

Une autre étude rétrospective incluant 724 cycles d’llU avec des hommes infertiles datant de
2020 (136) a conclu en un meilleur taux de grossesse et une augmentation des naissance

vivantes en GDD couplé au MACS comparé au GDD seul.

Cing articles traitent du taux de fragmentation de I’ADN en technique MACS : un article récent
de 2022 compare MACS et Swim-up avec une inclusion de 20 patients infertiles (137) et conclut
a une réduction du taux de fragmentation en MACS. Salehi Novin et al. ont comparé le GDD
avec GDD couplé a une technique MACS chez des hommes infertiles (138), une baisse
significative des taux de fragmentation de 'ADN a été constatée. |l en est de méme pour un
article de 2022 incluant des hommes normozoospermiques (139), comparant également le
GDD et GDD couplé a une techniqgue MACS et arrivant a la méme conclusion. Zhang et al. (140)
ont conclu a une diminution significative des taux de fragmentation en MACS, en comparaison
du GDD, chez des hommes normozoospermiques. Enfin Berteli et al. (141) montrent une
diminution des taux de fragmentation pour les méthodes combinées de GDD suivi de MACS et
MACS suivi de GDD en comparaison de GDD seul et MACS seul dans une étude incluant des

patients normozoospermiques.

Concernant les parametres spermatiques, Ahmadi et al. (137) notent une diminution de la
mobilité des spermatozoides aprées MACS en comparaison du Swim-up, sans impact sur leur
morphologie. Par opposition, Salehi Novin et al. (138) comparent le GDD et le GDD couplé au
MACS et concluent en une amélioration de la mobilité progressive, ainsi que de la morphologie
des spermatozoides. Un article de 2022 (139) arrive également a la conclusion qu’une

amélioration de la mobilité et de la morphologie sont observées en GDD couplé au MACS.

Berteli et al. (141) montrent une importance de l'ordre des techniques : une meilleure mobilité
et morphologie sont retrouvées pour le MACS suivi d’'un GDD par rapport au GDD suivi de

MACS.
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La technique des billes magnétique est utilisée en routine dans certains centres d’AMP. Pour
résumer, les articles cités semblent en accord avec I'augmentation des taux de grossesse en
technique MACS par rapport au GDD et swim-up, ou couplé au GDD. Concernant les
parametres spermatiques, la mobilité, la morphologie et la qualité de 'ADN semblent étre
améliorées. Cependant les études ne sont pas comparables concernant leur population, la
moitié des articles incluant des hommes infertiles et I'autres moitié¢ des hommes

normozoospermiques.

3. Filtration sur laine de verre

Engel et al. montrent une augmentation significative de la concentration, de la mobilité

spermatique et de la morphologie normale en comparaison du sperme initial (46).

La densité de la colonne jouerait un role primordial selon une revue de la littérature de 2001
recensant 24 articles, influengant les résultats de la procédure, en cas de microfibres trop
serrées, aucun spermatozoide ne peut traverser la membrane quelque-soit sa mobilité.
Inversement, si les fibres sont trop peu comprimées, les spermatozoides non viables ont
tendance a traverser la colonne. La densité des fibres est donc une variable critique pour la
bonne sélection des spermatozoides mobiles et viables (45). Ce méme article montre une
meilleure mobilité, vélocité et intégrité acrosomale ainsi qu’une meilleure condensation
chromatinienne en comparaison du GDD. Une meilleure intégrité membranaire est également
mise en évidence par rapport au sperme initial, de méme qu’un diminution des ROS grace a

I'attachement des leucocytes a la laine (45).

Sanchez Sarmiento et al. (142) concluent a un nombre total de spermatozoides mobiles plus

important avec la filtration par laine de verre par rapport au Swim-up.

Rhemrev et al. montrent une différence de résultats selon la qualité des parametres initiaux
(143). En effet, une amélioration de la mobilité est obtenue pour les patients
asthénozoospermiques en comparaison du GDD, pas de différence pour les

normozoospermiques.

Enfin, une étude monocentrique prospective incluant 64 patients (144) conclut a de meilleurs

résultats, pour les patients asthénozoospermiques et normozoospermiques, sur la
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concentration et le nombre de spermatozoides mobiles par rapport au Swim-up. Ces deux

études dernieres études ont des populations comparables.

En conclusion, la filtration sur laine de verre entraine une meilleure mobilité et nombre total
de spermatozoides mobiles sur plusieurs articles par rapport au swim-up et au gradient de

densité.

4. Colonne Sephadex®

Check et al. ont comparé les méthodes de Swim-up, GDD et colonne Sephadex® sur les
parametres spermatiques dans une étude monocentrique prospective. Il a été montré que la
morphologie était moins bonne avec la colonne Sephadex®, cependant il a été trouvé une

meilleure vitalité par rapport au Swim-up (85). Le type de patients inclus n’est pas précisé.

Drobnis et al. ont comparé le lavage, le GDD et la colonne Sephadex® et ont conclu en une
meilleure séparation des spermatozoides et du liquide séminal en lavage et GDD, et une
meilleure vélocité et diminution de la réaction acrosomale avec la filtration sur colonne
Sephadex® par rapport aux deux autres techniques, le type de patients inclus n’est pas précisé.
(145).

Bellendorf et Al. ont comparé le Swim-up, le GDD et la colonne Sephadex® sur les parametres
spermatiques, incluant la concentration, la mobilité et le test HOS. lls ont noté une meilleure
mobilité et un meilleur score HOS avec la technique de Swim-up. Tandis que le GDD résultait
en une meilleure concentration. Il a été montré que la colonne Sephadex® laissait passer plus
de bactéries et de débris a travers le filtre en comparaison des deux autres techniques. L'étude

incluait des donneurs et des patients infertiles (146).

Concernant la colonne Sephadex®, contrairement aux techniques précédemment citées, les
articles semblent étre en défaveur de son utilisation. En effet il est conclu a une diminution de
la morphologie, de la mobilité, de la concentration spermatique ainsi que la présence plus

importante de bactéries dans le capacitat, cependant une meilleure vitalité et une diminution
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de la réaction acrosomale ont été retrouvées. Il est a noter que le type de population étudiée

n’est pas précisée pour deux des articles.

5. Real Time Sperm Preparation Technique (Wang-tube)

Une seule étude ancienne de 1992 a été trouvée comparant la technique du tube de Wang
avec le Swim-up et le gradient de densité, incluant 20 patients. La technique du tube de Wang
avait une augmentation significative de la numération, de la mobilité ainsi que de la

morphologie par rapport au Swim-up et au GDD (147).

Le tube de Wang n’est plus utilisé en routine, les tubes étant couteux a fabriquer, avec des

résultats variables en cas d’OATS. Le nombre d’article retenus est insuffisant pour conclure.

6. Billes de verre

Daya et al. ont comparé les parametres spermatiques apres filtration sur des colonnes a billes
de verre avec les parametres des spermes initiaux. Lamélioration de la mobilité progressive et

de la vitalité étaient significatives (148).

Un article incluant 67 patients a comparé cette technique au Swim-up. Les auteurs ont conclu
a une mobilité statistiqguement supérieure en Swim-up pour les patients
normozoospermiques, et non statistiquement significative pour les oligo ou

asthénozoospermiques (51).

Un article de la méme année compare I'impact de la variation des diamétres des billes sur les
parametres spermatiques des capacitats, ainsi que les résultats par rapport au Swim-up. Un
groupe utilisait des colonnes avec des billes de 0,15 a 0,2 mm, le second utilisait des billes de
0,075 a 0,15 mm. La mobilité spermatique était plus importante quand les billes étaient plus
larges. Le nombre de spermatozoides mobiles dans le capacitat était plus élevé avec la
filtration sur billes de verre en comparaison du Swim-up. Les autres résultats n’étaient pas

statistiquement significatifs (149).
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Daya et al. ont également comparé les différents diametres des billes de verre et ont conclu a
I'inverse a une augmentation de la mobilité et vitalité pour des diamétres plus fins entre 0,075

et 0,05 mm par rapport aux diametres de 0,15 a 0,2 mm et 0,25 a 0,3 mm (52).

Concernant la technique sur billes de verre, il ne ressort pas d’amélioration ou de détérioration
des parametres spermatiques par rapport au swim-up, avec des résultats d’études

contradictoires.

7. Colonne SpermPrep®

Ohashi et al. ont étudié les résultats des parameétres spermatiques du SpermPrep® (apres
concentration préalable des spermatozoides via un gradient) chez oligo et
asthénozoospermiques en comparaison du Swim-up et du GDD. La mobilité a été améliorée
par la méthode SpermPrep® sur la quasi-totalité des échantillons par rapport au sperme initial.
Le nombre total de spermatozoides mobiles obtenus avec cette méthode était
significativement plus élevé que ceux obtenus avec le GDD et le Swim-up. Cependant pas de
différence significative n‘a été obtenue dans le pourcentage de mobilité entre ces trois

méthodes (49).

Un article de 1993 compare le SpermPrep® avec le GDD. La mobilité était similaire pour les
deux techniques. Le nombre total de spermatozoides mobiles dans le capacitat était supérieur

pour le GDD en comparaison du SpermPrep® (150).

Un second article de la méme année compare les mémes techniques chez des donneurs,
concluant a une concentration spermatique plus faible pour les deux techniques par rapport

au sperme initial, mais aucune différence n’a été notée entre elles (48).

Yamamoto et al. ont comparé le SpermPrep® avec le Swim-up et le GDD chez 33 patients OATS.
Les spermatozoides récupérés par la méthode SpermPrep® ont montré des résultats de test
HOS et de pourcentage de spermatozoides hyperactivés significativement plus élevés par
rapport a la méthode de Swim-up, et pas de différence significative avec le GDD. Il n’a pas été
montré de différence significative sur les parameétres spermatiques entre les trois méthodes

(151). Un second article compare également ces trois méthodes chez des patients OATS. Le
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capacitat récupéré aprés GDD montrait un nombre plus élevé de spermatozoides mobiles

totaux par rapport au SpermPrep® et au Swim-up (152).

Un article de 1998 compare le SpermPrep® avec le GDD en mini 3-couches de 0,5 mL chacune,
chez des patients asthénozoospermiques. Les spermatozoides récupérés du GDD étaient

statistiquement meilleurs en termes de mobilité, de morphologie et de test HOS (153).

Hammadeh et al. ont comparé également le SpermPrep® et le GDD sur la morphologie et la
condensation chromatinienne. Il a été montré que la méthode de GDD a permis d’obtenir un
pourcentage significativement plus élevé de condensation chromatinienne et de
spermatozoides morphologiquement normaux par rapport au SpermPrep®. Cependant, le
nombre de spermatozoides mobiles était significativement plus élevé apres la technique

SpermPrep® en comparaison du GDD. Les patients inclus étaient normozoospermiques (154).

Les articles traitant de la colonne SpermPrep® sont anciens et ont été publiés dans les années
1990. Cette méthode semble ne plus étre étudiée depuis une vingtaine d’années avec des
résultats contradictoires. Pour résumer, quatre articles semblent étre en défaveur du
SpermPrep®, un article n’a pas de résultat significatif et un est en faveur de son utilisation,

avec des populations étudiées différentes selon les articles.

8. Migration-sédimentation ou MIGLIS (Migration-Gravity

Sedimentation without Centrifugation)

Un article de 2018 incluant des patients normozoospermiques compare la migration-
sédimentation au GDD combiné au Swim-up sur la concentration des spermatozoides, leur
mobilité, leur morphologie, leur vitalité et la fragmentation de I’ADN. Les auteurs n’ont pas
noté de différence statistiguement significative sur ces criteres en comparant les deux

méthodes (53).

Un article de 2015 incluant 20 patients normozoospermiques a comparé la migration-
sédimentation, le Swim-up et le Swim-up apres lavage préalable du sperme. Le nombre total
de spermatozoides mobiles était significativement plus élevé en migration-sédimentation par

rapport aux deux autres techniques. Une mobilité totale plus élevée a été retrouvée pour le
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Swim-up et la migration-sédimentation par rapport au Swim-up aprés lavage. Pas de différence

significative n’a été mise en évidence concernant la morphologie (155).

Un récent article de 2021 compare les méthodes de migration-sédimentation, GDD et Swim-
up chez des patients infertiles. Le sperme traité en migration-sédimentation avait une vitalité,
une mobilité a 6h et 18h et une integrité mitochondirale plus importantes que la méthode de
GDD. De plus, les lésions a 'ADN étaient significativement plus basses en migration-

sédimentation et Swim-up (84).

Yener et al. ont comparé les parametres spermatiques en migration-sédimentation et Swim-
up chez des hommes infertiles. Une augmentation significative de la vélocité a été retrouvée
en en migration-sédimentation. La concentration, la mobilité et le nombre total de
spermatozoides mobiles n’étaient pas statistiquement différents(156). Les deux mémes
techniques ont été comparées par Szerman-Joly et al. dans une étude incluant 74 patients en
infertilité de couple. Une augmentation significative a été retrouvée en migration-

sédimentation sur la concentration, la mobilité et la morphologie (157).

Enfin, un article récent de 2020 compare la MIGLIS au GDD dans une étude de cohorte
rétrospective incluant 10318 cycles d’llU chez des hommes normozoospermiques. La
technique MIGLIS était associée a un nombre total de spermatozoides plus bas qu’en GDD. Les

taux de grossesse étaient cependant similaires dans les deux techniques (54).

Pour résumer, la technique de Migration-Sédimentation ou MIGLIS est étudié par des articles
aux résultats non significatifs ou contradictoires, notamment sur le nombre total de
spermatozoides mobiles dans le capacitat. De plus les articles sont peu comparables en termes

de population étudiée.

9. Microfluidique

Une récente étude de 2022 a conclu en une concentration plus importante de spermatozoides
mobiles progressifs en comparaison du sperme initial (60). Jafek et al. dans une étude
prospective comparant la microfluidique et le GDD n’a cependant pas trouvé de différence

significative en termes de dommage a I’ADN et de mobilité ou vitalité des spermatozoides chez
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des patients en infertilité de couple (158), contrairement a Quinn et al. mettant en évidence
une diminution de I'Index de Fragmentation de 'ADN en microfluidique par rapport au GDD
(56). Une étude de 2023 compare cette technique au pellet swim-up chez des patients
normozoospermiques (159), la mobilité était meilleure en microfluidique, alors que la
concentration était meilleure pour le pellet swim-up. Les taux de grossesse n’étaient pas

significativement différents.

Un article de 2016 traite de I'impact de la microfluidique sur la qualité de I'ADN spermatique.
Il compare cette technique au GDD et au swim-up (160), une diminution significative de I'Index
de Fragmentation de I’ADN (DFI) en microfluidique a été obtenue par rapport aux deux autres

techniques. La population étudiée était des hommes infertiles.

Par rapport aux méthodes traditionnelles, la technologie microfluidique offre des avantages
significatifs tels qu'une faible consommation d'échantillons, une grande efficacité, des
dommages minimes, un microenvironnement similaire et une automatisation réalisable.
Cependant la technique est co(iteuse, encore difficilement utilisable en 1IlU mais des
perspectives sont envisageables. Elle est actuellement utilisée en FIV. Jafek et al. évoque dans
leur article la perspective d’utiliser la microfluidique pour les IlU, avec une technique
performante automatisée effectuée en moins de 5 minutes (158). Les études sur le sujet sont
récentes. L'Index de Fragmentation de I'ADN semble étre diminué avec cette technique.
Cependant, concernant la mobilité et la concentration spermatique, les résultats sont non

significatifs ou discordants par rapport au swim-up.

VI. Molécules ajoutées aux préparations

1. Platelet Activating Factor (PAF)

Le Facteur d’Activation Plaquettaire (PAF ou 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine) est

un médiateur phospholipidique produit principalement par les cellules hématologiques. Il
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permet 'activation plaquettaire, mais est également impliqué dans l'ovulation, la capacitation
des spermatozoides et la fécondation. Le mécanisme exact de son action n’est pas clairement
connu. Des données de recherches ont montré que les spermatozoides contiennent des

récepteurs du PAF, particulierement au niveau de la piece intermédiaire (161).

Concernant I'impact du PAF sur les taux de grossesse en llU, trois articles ont été retenus.
Grigoriou et al. comparent les taux de grossesse lors d’un ajout de PAF dans le milieu de lavage
pour une technique de swim-up (162), de meilleurs taux de grossesse ont été retrouvés dans
le bras avec ajout de PAF (23,07%) par rapport au contrdle (7,92%). Roudebush et al. dans une
étude prospective randomisée en double aveugle, comparent I'ajout de PAF dans le milieu de
lavage avec cette fois une technique de GDD. Une augmentation significative des taux de
grossesse a été retrouvée lors de 'ajout de PAF dans le bras des hommes fertiles (29,8%) par
rapport au controle (17,9%), pas de différence significative dans le bras des hommes infertiles
(163). Ces mémes auteurs ont évalué la teneur naturelle en PAF des spermatozoides (par
technique radio-immunologique), chez des femmes enceintes et non enceintes aprés une IIU.
Le groupe des patientes enceintes avaient une teneur en PAF significativement plus élevée

dans les spermatozoides du capacitat (164).

Grassi et al. s’intéressent a I'impact du PAF sur la mobilité dans le sperme initial, une
augmentation significative de la mobilité a et b a été retrouvée apres ajout de PAF a 30 et 60

minutes d’incubation (161).

Cependant, concernant les lésions a I'ADN, Unsal et al. ont conclu en une augmentation
significative de ce parametre aprés ajout de PAF (évalué par le sperm chromatin dispersion

(SCD) test) (165).

Le Facteur d’Activation Plaquettaire semble donner de meilleurs résultats en termes de taux
de grossesse dans les articles cités et une mobilité améliorée malgré une possibilité de

dommage a 'ADN plus important.
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2. Pentoxifylline et Théophylline

La  Pentoxifylline  (1-9(5-oxohexyl)3-7-dimethylxanthine) est un inhibiteur de
phosphodiesterase, qui maintient une haute concentration intracellulaire d’AMPc, la

phosphodiestérase étant une enzyme qui transforme I'AMPc en 5’-AMP (166).

Un article de 2016 incluant 50 patients montre une augmentation des lésions a 'ADN apres
ajout de cette molécule (165). Cependant, Nabi et al. ont montré une augmentation de la

mobilité spermatique progressive sans augmentation des dommages a I'ADN (167).

Deux article concluent a une augmentation du mouvement latéral de la téte des
spermatozoides, de la vélocité curviligne et une diminution de la progression linéaire, donc
une amélioration de I’hyperactivation des spermatozoides (168,169). Concernant la mobilité

progressive, un article récent de 2023 conclut a une augmentation de cette derniere (166).

La réaction acrosomale semble également étre augmentée, comme le démontre deux articles

de Yovich et al. et Tesarik et al. (169,170).

Concernant les radicaux libres , deux articles de 1993 et 1991 montrent une diminution de ces
derniers, la Pentoxifylline agissant comme antioxydant par élimination des peroxides formés

par les radicaux libres (169,171).

Enfin, un article de 2007 montre une amélioration de I'intégrité membranaire avec I'ajout de

Pentoxifylline par rapport au contréle (test HOS) (172).

La Théophylline est, comme la Pentoxifylline, un inhibiteur de phosphodiesterase, qui
maintient une haute concentration intracellulaire d’AMPc en empéchant sa dégradation,
permettant théoriquement I'augmentation de la mobilité spermatique et le déclenchement

des processus de capacitation (173).

Concernant la mobilité spermatique, cinq articles de 2011 a 2022 mentionnent une
amélioration, que ce soit pour une traitement oral administré aux patients (174-176), ou par
ajout de la molécule directement dans la préparation spermatique ou une extraction de

sperme testiculaire (TESE) (173,177).
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Concernant la concentration spermatique et la morphologie, trois articles concluent a une

amélioration, mais seul le traitement oral est étudié (174-176).

Enfin le taux de ROS semble étre diminué en cas de traitement oral selon I'article de 2022

(176).

La Pentoxifylline aurait une action notable sur I'hyperactivation des spermatozoides selon
plusieurs articles et une meilleure intégrité membranaire. La Théophylline aurait un effet

bénéfique sur la mobilité spermatique.

3. 2-Deoxyadenosine

La 2-Deoxyadenosine est un activateur de I'Adenylate Cyclase, qui a pour réle de transformer
I'ATP en AMPc. Les concentrations d’AMPc sont donc augmentés en présence de 2-

Deoxyadenosine (178).

Deux articles de Mbizvo et al. et Moohan et al. montrent une augmentation de

I’hyperactivation des spermatozoides en présence de cette molécule (178,179).

Tournaye et al. ne mettent pas en évidence d’'amélioration de I’hyperactivation en présence de
2-Déoxyadenosine seule , mais un effet synergique sur I’hyperactivation, avec la Pentoxifylline

décrite précédemment (180).

Lintégrité membranaire du spermatozoide semble également améliorée avec l'ajout de 2-

Deoxyadenosine (172).
Il n’a pas été mis en évidence d’amélioration concernant la réaction acrosomale (180).

La 2-Deoxyadenosine aurait une action notable sur I’"hyperactivation des spermatozoides
selon plusieurs articles, une augmentation de I'intégrité membranaire ainsi qu’un effet

potentiellement synergique avec la Pentoxifylline.
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4. Vitamines

Plusieurs vitamines sont citées comme ayant des effets bénéfiques sur les spermatozoides,
notamment sur 'ADN, la mobilité et la vitalité. On les retrouve dans certains compléments

alimentaires, prescrits dans le cadre du parcours d’AMP.

La vitamine D (cholécalciférol) n'est pas biologiguement active mais subit deux étapes
d'hydroxylation (C-1a et C-25), qui forment le composé actif 1,25(0H)2D3 capable de se lier
avec une grande affinité au récepteur de la vitamine D (VDR). Le récepteur a la vitamine D et
les enzymes métabolisant la vitamine D sont présents dans lI'ensemble de lappareil
reproducteur masculin, dont les testicules, la prostate, les vésicules séminales et I'épididyme,
et méme sur les spermatozoides (181). L'ajout de vitamine D dans le sperme éjaculé (incubé
pendant 30 minutes) a été étudié dans une étude prospective de 2019 incluant 222 patients
et a montré une amélioration de la mobilité spermatique ainsi qu’une augmentation d’AMPc

et de calcium intracellulaire (182).

La vitamine E (alpha-tocopherol) est un antioxydant naturellement présent dans le sperme qui
diminue l'impact des radicaux libres, limite la peroxydation lipidique et protege les
spermatozoides contre les dommages des spermatozoides induits par les ROS (183).
Ghafarizadeh et al. ont étudié I'ajout de vitamine E dans le sperme éjaculé ; la mobilité totale,
progressive et la vitalité a 2h, 4h et 6h dans le groupe contrble étaient significativement
diminuées par rapport au groupe avec vitamine E, dans lequel la mobilité restait stable par
rapport au sperme initial. La peroxydation lipidique était diminuée a 4h et 6h, alors qu’elle

était augmentée dans le groupe contréle (183).

Il est a noter que la majorité des articles publiés traitent de la supplémentation orale de
vitamine, ce qui ne rentre pas dans le sujet de cette these. Il parait cependant important de
préciser leur existence. Deux articles concernant la vitamine D montrent une amélioration de
la mobilité spermatique (184,185). Quatre articles étudient les effets de la supplémentation
orale de vitamine E. La mobilité spermatique était améliorée dans le groupe supplémenté
par rapport au placebo dans les quatre études citées (186—189), et sur la concentration pour
deux d’entre elles. Une méta-analyse d’essais controlés randomisés de 2022 conclut a de

meilleurs taux de grossesse avec supplémentation (186). Concernant la vitamine B9, une
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méta-analyse de 7 études montre une concentration spermatique plus élevée avec
supplémentation en Folate par rapport au placebo, pas de différence concernant la mobilité
et la morphologie (190), deux articles de 2020 et 2022 ne mettent pas en évidence de
différence sur le taux de fragmentation ou la méthylation de I’ADN, les parametres

spermatiques et les taux de grossesse (191,192)

En conclusion, la vitamine D jouerait un réle dans la fertilité masculine, notamment la
mobilité spermatique, cependant le nombre d’article étudiant son impact en cas d’ajout
direct dans la préparation est insuffisant pour conclure, il en est de méme pour la vitamine E

gui aurait une action sur le maintien de la mobilité sur plusieurs heures.

5. Clofilium

Le Clofilium est une molécule blogueuse de canaux potassiques au niveau du canal Slo3, et a
la capacité d’inhiber la repolarisation pour prolonger le potentiel d’action cardiaque. Le
Clofilium a donc été initialement testé dans le traitement des arythmies cardiaques et
appartenait a la classe 3 des agents antiarythmiques. Cependant il na jamais recu
d’autorisation de mise sur le marché dans cette indication car il présentait des risques pro-

arythmiques en raison d’une prolongation excessive du potentiel d’action (193).

Lyon et al. en 2023 ont mis en évidence que le canal Slo3 est responsable du principal courant
K+ dans les spermatozoides humains et qu’il joue un réle fondamental dans la capacitation des
spermatozoides. Slo3 joue également un role dans les variations du pH intracellulaire. Il a
également été montré que l'inhibition de Slo3 réduit la mobilité hyperactivée ainsi que la

réaction acrosomique (194).

Wang et al. dans une publication de 2023, ont étudié I'effet du Clofilium sur les spermatozoides
humains et sont arrivés aux mémes conclusions concernant Slo3. Le Clofilium a permis de
réduire significativement I’hyperactivité des spermatozoides aprés 3 heures d’incubation, de
réduire la réaction acrosomale et la phosphorylation de la tyrosine. Concernant ’lhoméostasie
des ions, il a été conclu en une diminution des concentrations de Ca2+ intracellulaire et une

augmentation de Cl-, de K+ et du pH intracellulaire (195).

90



Lopez-Gonzales et al. ont également rapporté une diminution significative de
I’hyperpolarisation induite par la capacitation d’environ 65% en présence de 50uM de

Clofilium (196).

En résumé, le Clofilium agirait sur la capacitation et la réaction acrosomale en bloquant son
déclenchement. Cette molécule permettrait donc une meilleure conservation des

spermatozoides avant insémination et une meilleure synchronisation avec le cycle ovulatoire.

VII. Discussion

1. Les techniques de swim-up, gradient de densité et lavage

Au sujet des taux de grossesse, pour les techniques les plus utilisées, la majorité des articles
ont des résultats non significatifs ou opposés. Huit des dix études citées sont des études
monocentriques ou multicentriques prospectives, et une étude est une méta-analyse, ce qui
représente un niveau de preuve élevé. Deux études incluent cependant peu de patients,
entre 60 et 80, pouvant entrainer un manque de puissance dans les études. De plus, il est
important de préciser que les caractéristiques des patients sont souvent différentes au sein
d’'une méme étude et entre les études, avec des patients inclus normozoospermiques ou
OATS, ce qui peut entrainer un manque de comparabilité. Il est a noter enfin que sept des dix

études sont des études randomisées, ce qui limite les biais de sélection.

Au sujet des parametres spermatiques, malgré quelques études sans résultats significatifs, des
conclusions semblent ressortir des articles cités. La centrifugation semble augmenter la
concentration spermatique des préparations, que ce soit en GDD ou lavage, avec une
meilleure concentration lorsque la densité ou le nombre de couches diminue. La technique de
swim-up semble favoriser une meilleure mobilité spermatique, sélectionnant les
spermatozoides sur leur mobilité seule et non sur leur densité, que ce soit en swim-up isolé
ou associé a un gradient. Concernant la morphologie, le swim-up seul ou associé au GDD
semble obtenir de meilleurs résultats par rapport aux techniques utilisant une centrifugation.

Les études incluent des patients aux parametres spermatiques divers, normozoospermiques
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ou OATS. Hors la technique de swim-up étant adaptée pour des parametres peu altérées et le
GDD recommandé lors d’altérations spermatiques plus séveres, il est difficile de faire la part
des choses et de les comparer sans distinguer ces deux types de populations. Il est a noter
également que les 14 études citées sont des études monocentriques prospectives a bon
niveau de preuve, cependant 9 d’entre elles ont un nombre limité de patients entre 30 et 80,
et seulement 2 d’entre elles sont des études randomisées, il existe donc un possible biais de

sélection dans ces études.

Au sujet de I’ADN spermatique, les articles semblent mettre en évidence une amélioration de
la qualité de I’ADN en swim-up seul ou en complément du GDD par rapport au GDD seul. En
effet I'étape de centrifugation est une étape altérante pour les noyaux cellulaires. Le nombre
de couches de gradient et leurs densités semblent également avoir un effet bénéfique sur la
qualité de I’ADN. Quatre études incluent un nombre de patients inférieur a 60, ce qui peut

amener un mangue de puissance, et seulement une d’entre elles est une étude randomisée.

La majorité des articles étudient de facon distincte les taux de grossesse ou les parametres
spermatiques. Quelques articles ont évalué ces deux parametres au sein de mémes études et
semblent indiquer que la meilleure qualité des parametres spermatiques obtenue avec une
technique n’est pas corrélée avec de meilleurs taux de grossesse. Par exemple, Ren et al. (69)
montrent une meilleure mobilité en swim-up sans différence sur les autres parametres, mais
de meilleurs taux de grossesse en GDD, Butt et al. (78) concluent a une meilleure
concentration en GDD, une meilleure mobilité en swim-up et pas de différence significative
sur les taux de grossesse, enfin Karamahmutoglu et al. (81) montrent une augmentation des

taux de grossesse en GDD sans différence sur les parametres spermatiques.

Il n"a pas été retrouvé de publication étudiant la population des donneurs de spermatozoides,

qui constituent pourtant une part importante de |'activité des centres d’AMP.

2. Les autres techniques existantes

En comparaison des techniques de gradient de densité et de swim-up, la technique MACS
présenterait de meilleurs taux de grossesse ainsi qu’une mobilité et une morphologie
améliorées. La laine de verre semble améliorer la mobilité et la concentration. Les articles cités

semblent étre en défaveur de la colonne Sephadex®, notamment concernant la mobilité et la
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concentration spermatique, et en défaveur de la colonne SpermPrep également. La
microfluidique semble améliorer la qualité de 'ADN des spermatozoides. Malgré les résultats
encourageants de certaines techniques, elles ne sont pas utilisées ou trés rarement car

présentent un cout de fabrication élevé.

3. Molécules ajoutées aux préparations

Le Facteur d’Activation Plaquettaire, seule molécule dans cette revue utilisée en clinique,

semble améliorer les taux de grossesse.

La Pentoxifylline et la 2-Deoxyadenosine permettraient I’hyperactivation des spermatozoides.
La Théophylline semble améliorer la morphologie, la concentration et la mobilité spermatique.
Enfin le Clofilium entrainerait un ralentissement de la capacitation et de la réaction
acrosomale. Ces molécules sont cependant utilisées de maniere expérimentale et, n’ayant pas

de marquage CE, et n‘ont pas d’autorisation pour étre utilisées en pratique clinique en France.

4. Parametres ayant une influence sur les inséminations

Les études sont unanimes sur l'impact bénéfique du stockage des spermatozoides a
température ambiante par rapport a la température du corps ou du testicule dans une étuve
avant la préparation des spermatozoides. Une température plus basse que celle du corps
entrainerait une diminution des spermatozoides ayant entamé leur processus de capacitation
voire une décapacitation, une mobilité, une morphologie et une qualité de 'ADN conservées
plus longtemps. Cependant I'évaluation de |'effet de la température de stockage du capacitat

avant l'insémination est peu étudié.

Le délai d’abstinence a un impact sur les résultats en termes de taux de grossesse. |l semble
ressortir de la quasi-totalité des articles de meilleurs résultats lorsque l'abstinence est
inférieure a 7 jours, voire inférieure a 2 jours. Il est a noter que trois études sur les six citées

sont rétrospectives, elles sont donc a niveau de preuve relativement faible.

L'impact du délai d’abstinence sur les parametres spermatiques semble également clair. Les
patients OATS ont une amélioration de mobilité spermatique lors d’éjaculation consécutives

de quelgues minutes ou heures. Chez les patients normozoospermiques ou OATS, la mobilité
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semble améliorée avec un délai d’abstinence plus court et corrélée négativement a ce dernier.
Le volume est augmenté avec le délai d’abstinence dans tous les articles mentionnés. Enfin, la
concentration est également augmentée avec le délai d’abstinence. Quinze études sur les vingt

citées sont des études prospectives ou des méta-analyses.

Les articles traitant de la relation entre la fragmentation de I'ADN et le délai d’abstinence
montrent des résultats plutét en faveur d’'une augmentation de la fragmentation et du taux de
ROS avec le délai d’abstinence. Les éjaculations successives sont bénéfiques pour limiter le
taux de fragmentation de I'ADN, notamment chez des patients connus avec des IDF
pathologiques. Neuf des dix études sont monocentriques prospectives a haut niveau de

preuves.

Au sujet des délais de préparation et d’insémination, les résultats contradictoires pourraient
s’expliquer par I'importance de la bonne synchronisation entre I'ovulation et la réalisation de
I'llU. Il semblerait toutefois qu’une insémination réalisée rapidement apres le recueil, a moins
de 90 minutes, ainsi que la réalisation de la préparation a moins de 40 minutes apres le recueil,
soient bénéfique sur les taux de grossesse en |IU. Quatre études sur les onze citées sont

rétrospectives, cependant le nombre de patients inclus est élevé dans toutes les études.

5. Points forts de I'étude

Le caractere systématique de la sélection des études constitue un point fort de cette revue.

Le nombre d’articles cités important, notamment concernant les techniques les plus utilisées
et les parametres ayant une influence sur les llU, permet d’avoir une vision globale des

résultats rapportés.

Il a également été réalisé une recherche de proche en proche a partir des bibliographies des

études incluses, ce qui permet une exhaustivité plus importante.

La quasi-totalité des études sont des études prospectives de cohortes, qui constituent des

études a haut niveau de preuve.
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6. Limites et biais de I’étude

L'utilisation d’un seul moteur de recherche peut amener a un biais de sélection, de méme que

la sélection des articles par un seul investigateur.

Concernant les études citées dans cette revue, il existe probablement un biais de publication,
les études ayant conclu a des résultats statistiquement significatifs ou allant dans le sens du
parametre étudié étant plus susceptibles d’étre publiées. Ce biais peut concerner notamment
la partie sur 'ajout de molécules dans les préparations, dans laquelle il a été trouvé peu

d’articles avec des résultats non significatifs ou en défaveur des molécules étudiées.

De plus, les populations étudiées dans les publications ne sont pas toujours comparables, les
études incluant des hommes fertiles, des patients infertiles ou des infertilités de couple sans

distinction.

7. Perspectives

Il serait intéressant d’étudier I'ajout de molécules dans les préparations d’inséminations intra-
utérines en pratique clinique afin d’évaluer les taux de grossesse. En effet la majorité sont

étudiées dans le cadre d’expérimentations et non dans la pratique de routine des laboratoires.

Il serait également nécessaire de réaliser plus d’études comparant le swim-up et le GDD en
distinguant les groupes de patients entre normozoospermiques et OATS, et en évaluant a la

fois les caractéristiques spermatiques et les taux de grossesse.

De plus, I'impact des techniques lors de tentatives d’inséminations avec des spermatozoides

de donneurs serait une partie a étudier.

Concernant l'impact du délai d’abstinence sur les parametres spermatiques, il serait
intéressant d’évaluer le nombre total de spermatozoides mobiles dans le capacitat apres
technique, le délai d’abstinence ayant des effets opposés sur la mobilité, la concentration et le

volume.

La microfluidique semble étre une alternative intéressante au swim-up ou gradient de densité,
avec une automatisation réalisable, cependant il serait nécessaire d’évaluer sa faisabilité en

technique d’llU, car actuellement utilisée en quasi-totalité pour les FIV et FIV-ICSI.
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VIII. Conclusion

Un nombre important d’articles traitant des techniques de préparation d’inséminations intra-
utérines ont été publiés dans les 30 dernieres années, reflétant 'importance des
problématiques d’infertilité et le besoin d’un recours a I'Aide Médicale a la Procréation en

constante augmentation.

Les techniques de centrifugation semblent augmenter la concentration spermatique par
rapport au swim-up tandis que la technique de swim-up semble favoriser une meilleure
mobilité et morphologie spermatique par rapport au gradient de densité et au lavage.
L'association d’'un swim-up en complément d’un gradient de centrifugation ou swim-up seul
semblent améliorer la qualité de I'ADN spermatique. Cependant, nous ne recommandons pas
une technique par rapport a une autre, étant donné qu’il n’a pas été mis en évidence de

différence sur les taux de grossesse.

Les autres techniques existantes hors swim-up, gradient de densité et lavage présentent des
avantages, mais elles ne sont pour la plupart plus utilisées du fait du colt important et du
temps de réalisation pour les laboratoires. Cependant la technique de Magnetic-Activated Cell
Sorting semble donner de meilleurs taux de grossesse en comparaison des techniques

traditionnelles.

Les molécules ajoutées aux préparations semblent améliorer les résultats des inséminations
intra-utérines ou des parametres spermatiques, cependant elles ne sont pas utilisées pour la
plupart en routine et appartiennent au domaine de la recherche. Le Facteur d’Activation
Plaquettaire est la seule molécule dans cette revue ayant été utilisée en clinique et montre

une amélioration des taux de grossesse.

Concernant les parameétres ayant une influence sur les inséminations, nous recommandons
une conservation des spermatozoides a température ambiante avant réalisation de la
préparation et un délai d’abstinence inférieur a 3 jours, ainsi que la réalisation de la
préparation moins de 40 minutes apres le recueil et I'insémination moins de 90 minutes apres

le recueil.
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RESUME :

Cette thése est une revue de la littérature sur la comparaison des différentes techniques de
préparation de spermatozoides en vue d’inséminations intra-utérines sur les taux de
grossesse, les parametres spermatiques et la qualité de 'ADN des spermatozoides. Elle
compare donc le gradient de densité, le swim-up et le lavage, ainsi que la membrane de
filtration L4, le MACS, la filtration sur laine de verre, la colonne Sephadex®, le tube de Wang,
les billes de verre, la colonne SpermPrep, le MIGLIS et la microfluidique. Cette these évalue
également I'impact de la température, du délai d’abstinence et des délais de préparation et
d’insémination. Enfin elle étudie l'effet d’ajout de molécules dans les préparations de
spermatozoides comme le Platelet Activating Factor, la Pentoxifylline et la Théophylline, la 2-

Deoxyadenosine, les vitamines et le Clofilium.
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