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SOMMAIRE

Ce n’est qu’en 1951 apres la découverte par CHANG et AUSTIN de la nécessité d’une maturation
des spermatozoides dans les voies génitales femelles que attention fut attirée sur les conditions
particuliéres que nécessite la fécondation chez les Mammiferes.

On s’apercut rapidement que méme en utilisant du sperme ainsi maturé, il était impossible
d’obtenir réguliérement la fécondation in vitro. D’autres conditions devaient donc se trouver rem-
plies.

Au cours d’un travail réalisé avec 1954 lapines et 7605 ovocytes, étudiés en coupes sérides,
nous avons pu, grice a des expériences effectuées in witro, découvrir les relations existant entre le
spermatozoide, ovocyte et le milieu tubaire pour que se réalise la fécondation.

L’ovocyte vierge émet une substance spermo-répulsive assimilable 4 une « fertilisine » qui inter-
dit au spermatozoide maturé I'approche de 'ovocyte.

Pour obtenir & coup siir la fécondation in vitro il faut provoquer la déconcentration de la « ferti-
lisine » au voisinage méme de la membrane pellucide et sa libération dans le milieu. Cette opération
nécessite environ deux heures, et la pénétration des spermatozoides commence aussitdt apres.
Sur 532 ovocytes ainsi traités, 353 ont été fécondés soit 66 p. 100, et 418, fécondés ou pénétrés
(ayant au moins un spermatozoide sous la membrane pellucide) soit 78,5 p. 100, les ceufs étant fixés
4 2 7 heures apres la mise en contact avec les spermatozoides.

Les spermatozoides fraichement éjaculés (non maturés) sont insensibles 4 'action de la « ferti-
lisine » ovocytaire : ils peuvent se coller & 'ovocyte mais inversement ils ne peuvent traverser sa
membrane pellucide.

L’existence d’une substance produite dans les voies génitales femelles capable de neutraliser
Ia « fertilisine » ovocytaire a été mise également en évidence, elle permettrait, iz vivo, I'élimination
continuelle de la « fertilisine » ovocytaire laissant ainsi le libre accés de 'ovocyte au spermatozoide.

L’action de cette substance ne se manifeste pas en l’absence d’oxygéne.

Le spermatozoide émet également une lysine qui cytolyse I'ovocyte vierge non lavé cultivé
dans une suspension de spermatozoides maturés.

L’analogie avec les faits connus dans les relations entre les gamétes chez les Invertébrés est
évidente.

Ces mécanismes n’ont pu étre retrouvés avec les ceufs de Brgbis et de Truie.

INTRODUCTION ET BIBLIOGRAPHIE

Les conditions dans lesquelles s’effectue la fécondation chez les Mammiféres
sont telles qu'il est vain d’espérer en découvrir les mécanismes par 1'étude in vivo.
C’est pourquoi depuis 1953 nous avons cherché a connaitre les conditions néces-
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FECONDATION % vitro DE I GUF DE LAPINE 281

saires pour obtenir la fécondation aussi réguliérement in vitro qu'elle se produit
in vivo. Aprés des succés partiels nous sommes arrivés récemment 2 mettre en évi-
dence la condition fondamentale pour que la fécondation se produise réguliérement.

C’est pourquoi nous publions maintenant nos résultats car nous pensons que
cette technique apportera des possibilités expérimentales beaucoup plus grandes
aux nombreux chercheurs qui utilisent I'ceuf des Mammiféres, pour des études sur
la polyspermie, la polyploidie, la fécondation hétérospermique, I’hybridation, etc.

La littérature scientifique fait état de fécondations réussies % vitro et le lecteur
non averti pourrait croire la question résolue. Nous avons donc groupé par ordre
chronologique, sur les tableaux ci-contre, tous les résultats publiés en mettant spécia-
lement en évidence les techniques employées.

Il apparait tout d’abord que malgré les travaux de PINcUS et SHAPIRO (1940)
et de THIBAULT (1947-1949) sur 'activation parthénogénétiquepar le refroidissement
de l'ovocyte de Mammifére, seuls, SMITH (I95I), nous-mémes et PETROV (1958)
spécifient avoir évité le refroidissement des ovocytes pendant les manipulations.
On peut penser qu’il en fut de méme dans les expériences de MORICARD, compte tenu
de la technique utilisée pour le prélévement des ovocytes.

Aussi les émissions de 2@ globule polaire ou les segmentations observées aprés
insémination avec du sperme fraichement éjaculé ou avec du sperme épididymaire
peuvent s’expliquer par une activation parthénogénétique.

Il peut en étre de méme de certains ceufs 2 deux pronucléi puisque 'un de nous
a montré que des ceufs parthénogénétiques de Lapine pouvaient posséder deux pro-
nucléi (THIBAULT, 1949).

Depuis 1951, on sait également que les spermatozoides de Rat et de Lapin n’ac-
quitrent leur pouvoir fécondant qu’aprés unséjour de 4 a 10 heures dans les voies
génitales femelles (CHaNG, AUsTIN)., Nous avons montré que cette maturation était
également nécessaire chez la Brebis (DAuzisr et THIBAULT, 1959) et qu'elle est
probable chez la Truie (THIBAULT, 1959). On peut donc penser qu'il s’agit d'un phé-
nomene général propre aux Mammiféres,

Il ne reste donc, comme fécondations certaines, que celles rapportées par
MORICARD, 1954-I955, et par nous-mémes, puisque ce sont les seules expériences
olt & la fois furent utilisés du sperme prélevé dans les voies génitales de la femelle,
et des ovocytes préservés du refroidissement.

Le film réalisé par MORICARD (1054-1955) montre clairement le spermatozoide
fécondant ayant franchi la membrane pellucide et nageant dans I’espace périvitellin,
mais ne met pas en évidence la pénétration dans le cytoplasme, seul critére absolu
de la fécondation.

MoORICARD n'a pas obtenu de segmentation et les photographies de coupe d’ovo-
cytes qu'il rapporte, méme en 1953, ne permettent pas d’interpréter les spermato-
zoides présents comme ayant pénétré dans le cytoplasme ; par contre l'un des ceufs
montre deux pronucléi indiscutables.

Nous avons rapporté en 1954 (a et b) ,1956, 1959, 1960, nos principaux résultats
décrivant tous les stades de la pénétration du spermatozoide, de la formation des
pronucléi et de la segmentation. AusTIN les a sévérement critiqués n’ayant pas réussi
a répéter lui-méme nos expériences. Il vient d’y parvenir (communication personnelle,
1961). CHANG en suivant notre technique est parvenu en 1959 4 un pourcentage de
succés comparable & ceux que nous avons rapportés de 1954. & 1959. Il a obtenu de
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jeunes Lapins a partir d’ovocytes fécondés in vitro et transplantés dans une meére
réceptrice.

Nous avons nous-mémes obtenu des jeunes a partir d’ceufs regreffés dans une
Lapine hote (fig. 1.).

FIG. 1. — Jeunes lapins provenant d'ovocyles [écondés in vitro, cullivés 24 heures,
puis greflés dans une femelle-hite.

Plus récemment (1960) nous avons pu montrer que la fécondation pouvait étre
obtenue presque aussi régulidrement ¢n vitro qu'in vivo i condition d’éliminer par
un lavage prolongé une substance qui, émise par 'ovocyte de lapine, empéche le
spermatozoide d’approcher.

MATERIEI, ET METHODES

L’ensemble de nos expériences a porté sur 7605 ovocytes et 1954 lapines provenant d’élevages
non sélectionnés sur 97 ovocytes de Brebis et sur 87 ovocytes de Truie.

10 Mode de prélévement des spermatozoides :

Les spermatozoides mirs (*) ont toujours été obtenus par collecte au vagin artificiel (Bélier,
Lapin et Verrat).

Ies spermatozoides « maturés ( ont été recueillis soit in v7vo, soit aprés abattage, le plus souvent
12 heures apreés accouplement (Lapine Normale : L. N.).

Pour les obtenir aprés abattage, chez la Lapine, deux méthodes ont été utlisées :

(*) Nous appellerons spermatozoides maturés (« capacités» CHANG, 1951) ceux qui ont subi leur maturation
dans les voies génitales femelles par opposition aux spermatozoides fraichement éjaculés que nous quali-
fierons de miirs réservant le qualificatif d’smmatures & ceux qui cheminent du testicule vers le canal déférent.
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a) Perfusion par o,2 ml de Locke 4 37,52 C de chacune des cornes, de la maniére suivante : le
liquide est introduit par la jonction isthme-corne, le bas de la corne utérine étant maintenu fermé.
On laisse quelques instants le liquide dans la corne et on1'expulse en faisant glisser Ia corne entre les
doigts depuis I'extrémité tubaire jusqu’a l'extrémité vaginale ; le liquide mélangé au fluide utérin
est recueilli dans un verre de montre, maintenu 4 37° C & 'abri de la dessiccation. La présence de
spermatozoides fléchants est contrélée et une estimation subjective globale de leur nombre et de
leur motilité est chiffrée par un méme observateur de o 4 5.

b) Dans certains cas, ol des sécrétions utérines remplissaient abondamment les cornes nous
nous sommes contentés de recueillir ces sécrétions. Le méme controle fut exercé pour reconnaitre
la présence de spermatozoides et leurs caractéristiques.

Chez la Brebis et la Truie seule la premitre méthode a été utilisée.

Les spermatozoides présents dans les cornes utérines sont généralement agglutinés, soit entre
eux, soit plus généralement autour de débris cellulaires. Nous nous sommes apergus qu’une désag-
glutination spontanée se produisait dans les cornes laissées sans précautions spéciales, & la tempé-
rature ambiante (15 & 20° C) pendant une heure, ou plus rapidement & plus basse température. Cher-
chant & utiliser ces spermatozoides, nous les avons recueillis par perfusion comme il est indiqué
précédemment,

Tous les auteurs, & I'exception de MORICARD, ont utilisé soit le sperme fraichement éjaculé,
soit le sperme épididymaire suspendu dans un liquide physiologique. MORICARD dans une premiére
série d’expérience (1950-1952) récupére le sperme dans le vagin de la Lapine une heure aprés ac-
couplement ; dans ces conditions le sperme n’a pas eu le temps de subir sa maturation (6 & 8 heures)
et le sperme vaginal est toujours envahi par de nombreux polynucléaires. C’est probablement pour
ces deux raisons que dans ses publications ultérieures de 1953-1955, MORICARD fait état d’une tech-
nique différente : prélévement du sperme par pipetage « in vivo » dans la corne utérine. Comme nous
le verrons, on doit considérer cette technique comme la meilleure. Aussi pour obtenir des sperma-
tozoides 7% vivo avons-nous procédé d’une fagon analogue : la Lapine est anesthésiée au nembutane
et on introduit aprés laparotomie, une pipette en verre & travers la corne utérine dans la lumitre
de la partie inférieure des cornes. L’extrémité de la pipette est ensuite amenée de la partie inférieure
a la partie supérieure des cornes, le liquide utérin contenant les spermatozoides pénétrant par capil-
arité dans la pipette.

20 Mode de prélévement des ovocytes vierges :

Chez la Lapine, les ovocytes ont été recherchés 12 heures aprés accouplement avec un méle
vasectomisé, chez la Truie 36 4 40 heures aprés le début des chaleurs et chez la Brebis,
26-27 heures aprés le début des chaleurs, une injection intraveineuse d’hormone gonadotrope
pratiquée en début d’cestrus permettant d’obtenir lovulation 24 4+ 1 heure plus tard
(OrTAVANT, THIBAULT, WINTEMBERGER, 1949).

Ils ont été recueillis par perfusion des trompes avec du Locke, aprés abattage de la femelle.
Ils étaient aussitdt soit replacés dans les tubes de culture, soit mis 4 laver pendant un temps variable,
dans les conditions suivantes.

a) Lavage par rotation discontinue.

Les ovocytes, lorsqu'’ils étaient lavés, étaient placés dans des tubes de verre de 7 cm de long et
de 3 ou 5 mm de diamétre intérieur (« petits tubes » ou « gros tubes ») contenant soit 0,3 mlde Locke
(petits tubes), soit 0,6 ml (gros tubes).

La colonne de Locke est amenée au centre du tube et une goutte d’huile de paraffine introduite
a chaque extrémité isole le liquide de culture par deux colonnes d'air (fig. 11), ces tubes étaient
introduits dans les logements d’une couronne de 8 cm de diamétre. Cette couronne était mue par un
moteur asservi par un « chronotron » qui toutes les 20 4 60 secondes (selon les expériences) faisait
effectuer 4 la couronne 1 tour et demi, le démarrage étant assez brusque. De cette maniére les ovo-
cytes qui déposent & la partie inférieure du tube pendant I’arrét, étaient décolés par le démarrage
et traversaient le tube diamétralement sous l'effet de la pesanteur, quand, aprés un tour et demi,
la couronne s’arrétait & la position diamétralement opposée (fig. 12).

b) Lavage par lévigation manuelle dans un verre de monire,

Les ovocytes placés dans un verre de montre étaient agités réguliérement toutes les 15 minutes,

La durée de ces différents lavages a varié de 25 & 157 minutes, le milieu étant généralement
renouvelé une ou deux fois.

Toutes les opérations ont été effectuédes a 37,50 C.

30 Techniques de culture :

La plupart des expériences ont été réalisées de la maniére suivante : les ovocytes étaient placés
dans un tube de verre de 7 cm de long, de 3 mm de diamétre intérieur et contenant environ 0,3 ml
de Locke ; immédiatement aprés les spermatozoides recueillis dans le tractus femelle étaient intro-
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duits au voisinage des ceufs par une micropipette. Puis le tube était fermé & ses deux extrémités
comme il a été décrit précédemment. Ces opérations étaient effectuées sous un stéréo-micros-
cope.

Nous avons également utilisé des tubes de culture de diamétre inférieur & 1,5 mm («microtu-
bes »).

Nous avons utilisé le Locke & un ph voisin de 7,0 comme milieu pour les fécondations car des
expériences préalables ne nous ont pas permis d’observer de différence en faveur du sérum ou du
mélange Locke-sérum, dans une gamme de pH étendue.

Pendant 1 & 4 heures, les tubes étaient placés soit sur des supports fixes, soit dans des porte-
tubes rotatifs, 4 37,50 C.

Aprés cette période de mise en présence avec les spermatozoides, les ceufs étaient soit trans-
portés dans un nouveau milieu de culture (Locke, Locke-sérum, sérum), pour suivre leur dévelop-
pement, soit fixés immédiatement pour études histologiques.

Dans certaines expériences nous avons utilisé des trompes contenant soit des spermatozoides
(Lapine accouplée avec un méle fécond 8 4 g heures auparavant), soit des ovocytes (Lapine accouplée
avec un male vasectomisé 12 4 13 heures avant). Ces trompes étaient mises en survie pour 1 4 4 heures
dans du Locke oxygéné on non, aprés avoir regu soit des ovocytes, soit des spermatozoides recueil-
lis dans les conditions indiquées précédemment, de fagon & essayer d'obtenir la fécondation dans
des trompes ainsi mises en survie.

Dans beaucoup d’expériences, nous avons utilisé les ovocytes de I'une des trompes comme
témoins : nous n’avons observé qu’un seul cas possible d’activation parthénogénétique.

4° Contréle de la fécondation.

C’est seulement dans un petit nombre d’expérience que nous nous sommes contentés de controler
la réussite de la fécondation par la segmentation, soit en culture a 37,5° C dans du sérum homologue
ou du Locke-sérum, soit par transplantation dans d’autres Lapines.

Dans la plupart de nos expériences, en effet, nous avons procédé & des fixations précoces, de
2 h 30 & 7 heures apres l'insémination in vifro Nous avons pensé que seule une analyse précoce
systématique, autorisant une identification séparée des éléments male et femelle, permettait de
conclure & la fécondation.

Les fixations ont été effectuées soit au Bouin, soit au Helly. La double inclusion (gélose-paraf-
fine, THIBAULT, 1949) était toujours pratiquée. Les coupes sériées de 1op étaient colorées & 'héma-
toxyline de Regaud ou au Feulgen, et les ceufs analysés section par section.

Chez la Lapine, lorsque le spermatozoide pénetre dans le cytoplasme, instantanément sa téte
gonfle et en quelques instants il a perdu cet aspect en feuille qui caractérise les spermatozoides
libres. Cette image, tout a fait caractéristique ne laisse aucun doute sur la réalité de la fécondation
et permet de conclure que les images de PINCUS (1939, fig. 22 et 25) et de MORICARD (1949, 1951,
1952) correspondent & des artefacts, les spermatozoides ayant été entrainés dans le cytoplasme au
cours des manipulations (planche 1 fig. 2).

De plus, lorsqu’il s’agit d’une véritable pénétration, on retrouve foujours, chez la Lapine, au
voisinage de la téte méle, la piece intermédiaire.

Nous avons longtemps pensé que 'on devait considérer la rétraction de I'ceuf comme un signe
probable d’activation, de méme que la rotation du deuxiéme faisceau de maturation. Nous ne le
pensons plus : beaucoup d’ceufs fécondés occupent tout le volume intérieur de la membrane pellu-
cide pendant les premieres heures de la fécondation au moins, alors que les ceufs non fécondés d’une
méme ponte sont parfois légérement rétractés.

Les ceufs que nous indiquons dans ce mémoire comme fécondés sont done ceux qui présentent
leur deuxiéme globule polaire 4 l'exclusion de trois ceufs digyniques contenant un pronucleus
mile et deux pronucléi femelles (voir THIBAULT, 1962) et, soit un spermatozoide gonflant dans le
cytoplasme avec formation astérienne & Pextrémité de la piéce intermédiaire, soit deux pronucléi
dont il est aisé de reconnaitre le méle du femelle (THIBAULT, 1962) ; la piéce intermédiaire pouvant
ou non étre visible (fig. 1, 3, 4, 5, 6).

In outre, comme les techniques de fixation et de coloration employées permettent de connaitre
aisément le nombre de spermatozoides présents contre, dans et sous la pellucide, nous avons dénombré
les ceufs pénélrés, c’est-a-dire ceux possédant un ou plusieurs spermatozoides sous la membrane
pellucide mais sans qu'il y ait encore eu pénétration d'un élément méle dans le cytoplasme ovu-
laire,
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RESULTATS

A. — LAPINE
1° Culture d’ovocytes et de sperme . maturé.

a) en « petits tubes ». — Clest la technique de référence que nous avons utilisée
tout au long de nos expériences et qui consiste & mélanger dans un « petit tube »
des ovocytes et des spermatozoides prélevés comme nous l'avons indiqué.

Nous avons remarqué que sil’onplagait les ovocytes avant les spermatozoides
dans les « petits tubes » le pourcentage de fécondation était supérieur a celui obtenu
en plagant d’abord les spermatozoides et en leur ajoutant les ovocytes immédiate-
ment récoltés (DAUZIER et THIBAULT, 1956).

Comme moyennes de référence pour les cultures d’ovocytes et de sperme maturé,
les ovocytes étant placés les premiers, nous prendrons les valeurs rapportées récem-
ment (THIBAULT et DAUZIER, 1060) A savoir :

43 pontes fécondées sur 132, soit 32,5 p. 100 ;

121 ceufs fécondés sur g22, soit 13,I p. 100 ;

162 ceufs fécondés ou pénétrés, soit 17,6 p. 100 ;

nombre moyen, par ovocyte, de spermatozoides sous la pellicule dans les cenfs
fécondés ou pénétrés : 1.

b) En «microtubes ». — On pouvait penser que les spermatozoides, subissant un
effet de dilution brutal au moment de la perfusion , perdaient rapidement leur moti-
lité et leur pouvoir fécondant.

En plagant les ovocytes dans un trés petit volume et en y introduisant également
une partie du perfusat obtenu avec 0,1 ml de Locke par corne (L. N.), il devait étre
possible de réduire l'effet de dilution et d’augmenter la fécondité.

Le volume total dans les « microtubes » était environ le tiers du volume utilisé
dans les petits tubes, soit 0,1 ml. Cependant les résultats furent nettement plus défa-
vorables :

Sur 13 pontes, 4 furent fécondées, soit 30 p. 100, donnant 5 ceufs fécondés et
8 ceufs pénétrés sur 61, soit 8,2 p. 100 d’ovocytes fécondés et 13,1 p. 100 d’ovocytes
fécondés ou pénétrés.

L effet toxique de la dilution ne paraissait donc pas pouvoir étre retenu, cepen-
dant pour nous en assurer nous avons étudié I'influence de la durée de conservation
in vitro, aprés perfusion, sur la fécondance des spermatozoides.

Le tableau suivant montre que pendant prés d’une heure, il n’y a pratiquement
pas de modification du pouvoir fécondant des spermatozoides dilués (tableau 1).

TABLEAU I
Conservation des spermalozoides maturés, a 37,5°C.

T
Temps cons G Nomb ¢ Nombres de Nombre total Nombre ovocytes
s conservation | - fombre pontes pontes fécondées ovocytes fécontdés
5 — 10 mn 68 27 (39,7 %) 564 95 (16,8 %)
35 & 50 mn 10 3 (33 %) 51 9 (17,6 %)
85 &4 120 mn 13 1(7,6 %) 81 ’ 1(1,2 %)

L

a5
o 4 e
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Comme dans toutes nos expériences, effectuées en plagant les spermatozoides
d’abord et les ovocytes ensuite, les spermatozoides n’ont pas séjourné plus de 15 mi-
nutes avant que les ovocytes soient introduits a leur voisinage, nous avons conclu
que la différence observée selon que les ovocytes étaient placés avant ou aprés les
spermatozoides ne pouvait s’expliquer par une diminution de la fécondance de ces
derniers.

20 Influence de I'agglutination des spermatozoides.

Nous avons réalisé des fécondations en utilisant des spermatozoides désagglu-
tinés aprés un séjour de une heure dans les cornes 4 la température ambiante.

Ces résultats ont été particuliérement mauvais puisque 4 ovocytes seulement
furent fécondés sur un total de 46 ovocytes (8,6 p. 100). Ces ceufs provenant de 2 pon-
tes sur 7 pontes utilisées.

La contre-épreuve consistant & inséminer par le pavillon iz vivo des lapins venant
d’ovuler avec des perfusats contenant des spermatozoides désagglutinés devait mon-
trer que ce sperme reste fécondant :

19ovocytesfurentfécondés sur 34 (56 p. 100) provenant de 6 des 7 Lapines utilisées.

Notons cependant que le taux de fécondité est plus faible que celui obtenu avec
le perfusat recueilli dés 'abattage (89 p. 100).

3° Influence du nombre de spermatozoides.

Nous avons essayé de voir s’il existait une relation entre la fréquence des fécon-
dations et la qualité du sperme recueilli par perfusion, qualité estimée globalement
par une note de o & 5, par un méme observateur.

Si 'on divise les perfusats en deux catégories : les perfusats contenant peu ou
trés peu (1, 2 et 3) et ceux contenant beaucoup de spermatozoides (4 et 5), on obtient
une différence importante : 14,7 p. 100 contre 20,0 p. 100.

Ces résultats sembleraient indiquer qu'ily aunrapport entre le nombre de sper-
matozoides introduits au voisinage des ceufs et le taux de fécondation.

En fait, I'analyse de chacune des classes (Tableau 2) montre de grandes varia-
tions entre elles qui retirent toute signification a l'interprétation globale, c’est ainsi,
par exemple, qu'avec les perfusats classés 2 on a obtenu 28 ceufs fécondés sur 156
soit 18 p. 100 alors qu'avec les perfusats classés 5, donc ceux contenant le plus de
spermatozoides mobiles, 14 ceufs ont été fécondés sur 103 soit 13,6 p. 100.

TABLEAU 2

Influence de la qualité du sperme (nombre, motilité) sur la fécondation.

<1 2 3 4 5

N. Gufs Féc. N. (Eufs Féc. N. Eufs Féc. N. Eufs Féc. N. (Eufs Féc.

159 19 156 28 211 25 458 97 103 14
12 % 18 % 11,8 % 21,3 % 13,6 %

72 ceufs sur 526, soit 13,7 % 111 ceufs sur 561, soit 20 %
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Cette conclusion est presque logique puisque méme avec les perfusats notés les
plus bas on introduit encore plus de spermatozoides au voisinage des ceufs qu’il n’en
existe dans les conditions naturelles dans les trompes.

Ainsi il semblait difficile d’imputer la faiblesse et I'inconstance des résultats
aux spermatozoides. I’amélioration relative observée en plagant les ovocytes avant
les spermatozoides, et I'effet défavorable d’une réduction du volume (« micro-tubes »),
ne pouvait s’expliquer en considérant uniquement le gaméte maile.

La rotation continue du tube de culture semblait accroitrele pourcentage d’ceufs
fécondés ou pénétrés (19 p. 100 contre 12 p. 100 — 26 p. T00 contre 2I p. 100 sur I4X
et I00 ovocytes respectivement).

Nous avons alors étudié les facteurs liés a 'ovocyte lui-méme.

49 Action du vieillissement des ovocyles.

On sait que dans les conditions naturelles, 'ovocyte 4gé est plus facilement
pénétré par le spermatozoide, ceci se traduisant par une augmentation importante
de la polyspermie.

Nous avons utilisé soit des ovocytes ayant séjourné im vivo dans la trompe
4 heures environ aprés l'ovulation, soit des ovocytes ayant séjourné 1 a 2 heures
in vitro 4 37,50 C.

a) Ovocytes prélevés dans les trompes 4-5 heures apres I'ovulation :

10 pontes ont été fécondées sur un total de 18 étudiées.

Le pourcentage d’ovocytes fécondés a atteint 24,5 p. 100 (24 sur g7 ovocytes) ;
celui des ovocytes fécondés et pénétrés s’est élevé A 27, 7 p. T00.

Ce pourcentage d’ceufs fécondés était le plus élevé de ceux que nous avions obtenu
jusqu’ici, mais il existait encore trop de différence d’une ponte & l'autre pour que
ces résultats indiquent autre chose qu’'une tendance.

b) Ovocytes conservés 1 & 3 heures in vitro avant U'insémination :

Les ovocytes prélevés 12 heures aprés accouplement ont été conservés une a
deux heures dans un verre de montre, puis mis en « petits tubes » et inséminés.

Les résultats suivants montrent quel’amélioration est nette, spécialement quand
les ovocytes sont conservés dans le Locke (Tableau 3).

TABLEAU 3

Influence de la conservation des ovocyles in vitro avant 'insémination.

Séjour des Nombre de Nombre c?e POnteS| Nombre total| Nombre d’ceufs |Nombre d’ceufs fé-
. fécondées ou s . . 2 P
Ovocytes Lapines P d’ecufs fécondés condés et pénétrés
pénétrées
Locke
14 2h..... 12 9 (75 %) 105 33 (32 %) 56 (53 %)
Sérum
14 2 h, puis
Locke ...... 4 125 %) 39 9 (23 %) 14 (35,8 %)




288 C. THIBAULT ET L. DAUZIER

Cette amélioration des résultatsaprés conservation desovocytes, spécialement dans
du Locke ¢n vitro, permettait de penser 4 une maturation analogue a celle des spermato-
zoides, hypothése qui avait été suggérée 4 AUSTIN (1954) par l'existence d'un délai entre
le moment de 'ovulation et 'apparition des premiers ceufs fécondés chez le Rat et le
Hamster.

L’analyse cytologique des aeufs fécondés ou non, nous a amenés a penser quel’ ovo-
cyte vierge diffusait une substance qui interdisait I'approche du spermatozoide mature.
En effet, autour des ceufs fécondés une partie des spermatozoides se trouvent collés
contre la pellucide, ou la traversent, tandis qu’autour des ovocytes non fécondés,
les spermatozoides restent a une distance de quelques p. (fig. 10 et g), ou méme restent
trés éloignés des ceufs : microtubes (fig. 7 et 8).

50 Action favorable du lavage des ovocytes.

Cette hypothése devait se révéler exacte. En éliminant par lavages successifs la
substance présumée, nous avons réussi 4 obtenir réguliérement la fécondation et a
permettre I'approche et la traversée de la membrane pellucide & un nombre presque
aussi élevé de spermatozoides qu’au cours d’une fécondation normale.

Une premiére série d’expériences au cours desquelles les lavages furent effectués
soit en verre de montre par 1évigation, soit en petit tube ou en gros tube par rotation
discontinue, permettaient d’obtenir 66 p. 100, 65 p. 100 et 65 p. 100 de fécondation
sur 41, 60 et 62 ovocytes, repectivement.

I analyse de ces premiers résultats montrait également que le nombre de sperma-
tozoides présents dans et sous la membrane pellucide 8 heures aprés la mise en présence
des gamétes se rapprochait sensiblement de ceux observés in vivo dans les mémes
délais particulidrement aprés lavage dans les gros tubes : 19,2 et g contre 6,4 et 11,4
dans les témoins, contrairement & ce que nous observions sans lavage préalable.

Les résultats étaient donc totalement différents de ceux obtenus jusqu’alors et
vérifiaient 1’hypotheése précédente.

Les expériences sutvantes devaient la confirmer et la préciser.

a) Lavage pendant 24 & 157 minutes :

Dans toutes ces expériences, aprés le lavage des ovocyt‘es, ovocytes et spermato-
zoides étaient placés au contact dans un tube en rotation discontinue et fixés 6 4 8
heures plus tard.

I1 ressort clairement du tableau 4 :

TABLEAU 4
Influence de la durée du lavage des ovocytes sur leur fécondation.
. Ovocytes Ovocytes |Nbre moyen spermatozoides
Durée Nom.bre Nombre O:/ocytes fécondés pénétrés
lavage Lapines pontes Nombre dans ou sur la' sous lam
ontes fécondé total ; '
(pontes) eoondees o Nbre | % | Nbre | % | m. pellucide ; pellucide
- [
25 431 mn.. 9 9 55 40 |72 45 |82 19,5 3,2
35 446 mn.. 11 10 68 46 68 51 75 18 5,5
59 473 mn.. 11 10 58 35 60 45 |71,5 13 3,7
86 4117 mn. 13 13 52 3% 65 37 M 12 5,6
140 a 157 mn. 7 6 56 36 I 64 42 |75 24 3,0
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que si le pourcentage des ceufs pénétrés est voisin de 75 p. 100, la durée de lavage
n’a aucune influence sur ce pourcentage.

b) Comparaison avec et sans lavage préalable.

Ceci remettait-il en cause l'existence d’une substance répulsive diffusante de
I'ceuf?

11 ne semblait pas, puisque seule la rotation discontinue, c’est-a-dire un lavage,
pendant que les gamétes étaient en présence, autorisait & passer de 13,2 p. 100 de
fécondation (tubes de culture immobiles) a plus de 65 p. 100.

Nous en avons eu confirmation par les deux expériences suivantes (Tableau 5).

1. — Ftude des pourcentages de fécondation sans lavage mais aprés des temps
de mise en contact des gamétes allant de 7 heures a 2 heures 30.
2. — Comparaison des pourcentages de fécondation avec ou sans lavage préa-

lable pour le temps le plus court de mise en contact des gamétes, soit 2 heures 30.

Le tableau 5 résume les résultats. Il montre que sans lavage préalable le pour-
centage de fécondation qui s’élevait a 66 p. 100 (81 p. 100 de pénétrés ) aprés 4 heures
a 7 heures de culture, tombe a 40, 4 p.I00 (50 p. 100 de pénétrés) quand la durée de
mise en contact des gamétes s’abaisse 4 3 heures environ et 4 28 p. 100 (35 p. 100 de
pénétrés) quand la durée de culture n’est plus que de 2 heures 30.

TABLEAU §5

B . ceufs ceufs Nombre

i\on}bre Pontes Nbre fécondés pénétrés spermatozoides Durée

Lapines | o0 1% total It Lavage
(Pontes) écondées | - ) culture

Nbre % Nbre % |sur ou dans| sous
T oo 7 46 35 76 % 41 89 9, 9 3 6h59 4 7h12| Non
7 . 7 59 34 58 9% 42 71 % 16,5 1,2 |5h55 a4 6h03] Non
12 ..., 12 75 52 69 % 61 83 % 16 3 4h53 a 5h12] Non
8 ..., 8 63 41 |65 %| 54 186 %| 13,5 3 3h58 4 4h12| Non
8 ... 5 42 17 40 % 21 50 % 6 2,5 |2h58 4 3h10{ Non
16 ....... 9 109 31 28 % 38 35 % 6 0,7 {2h18 & 2h36| Non
0 ....... 9 67 42 63 % 46 69 % 12,1 0,9 |2h28 a 2h36| Oui
1 heure

Au contraire, si un lavage préalable d’une heure est pratiqué, aprés 2 heures 30
de culture le pourcentage remonte & 63 p. 100 (69 p. 100 de pénétrés).

De plus, les ceufs fécondés aprés 2 heures 30 sans lavage préalable, sont aux
tous premiers stades de la fécondation ; aprés 2 heures 30 avec lavage préalable, au
contraire, les pronucléi sont déja formés. Ainsi quand on place les ovocytes avec
les spermatozoides sans lavage préalable, la pénétration ne se produit qu’aprés
deux a trois heures. Ce délai doit étre considéré en fait comme le temps de lavage,
Ce délai est supprimé quand le lavage a lieu séparément.

6° Réle des secrétions des voies gémitales femelles.

Ceci nous a conduit a rechercher s’il existait dans la trompe une substance qui
viendrait neutraliser la substance spermo-répulsive émise par 'ceuf puisque si
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au moment de la fécondation, les spermatozoides sont rares au voisinage de 'ovo-
cyte, la fécondation a lieu % vivo dés 'ovulation.
Nous avons effectué trois séries d’expériences.

10 Prélévement in vivo des spermatozoides :

A des ovocytes placés dans les petits tubes aussitOt aprés la collecte, on ajoute
des spermatozoides prélevés i vivo sur une lapine anesthésiée (I,. N.), comme il a
été indiqué.

Dans ces conditions, les résultats sont trés supérieurs a4 ceux obtenus dans les
mémes conditions avec du sperme recueilli par perfusion aussitét aprés abattage
(moyenne de référence).

8 pontes sur 11 ont été fécondées : 72 p. 100
28 ceufs sur g1 étaient fécondés : 30 p. I00.
40 ceufs étaient soit fécondés soit pénétrés : 44 p. 100.
(DAUZIER et THIBAULT, 1950).

20 Fécondation in vitro dans des trompes (ampoule) en survie dans du Locke oxygéné :

A des trompes contenant des ovocytes vierges on ajoutait des spermatozoides
recueillis par perfusion aprés abattage : les extrémités des trompes étaient ou non
ligaturées.

Nos résultats portés sur le tableau 6 montrent une fécondité semblable & celle
obtenue dans les petits tubes (moyenne de référence).

30 Fécondation in vitro dans des trompes (ampoule) mainienues en survie dans du
Locke sans oxygéne :

En répétant la méme expérience mais sans aucune oxygénation du milieu nous
n’avons obtenu aucune fécondation,

TABLEAU 6

Insémination in vitro dawms les trompes.

Ovocytes
Nombre Nombre !
Techniques pOdI]et o fécondation| Nombre Fécondés Fécondés et pénétrés
total
¢ Nombre % Nombre %
Trompes avec ovo-
cytes vierges en
survie dans :
Locke oxygéné .... 43 13 219 31 14,1 40 18,2
Locke non oxygéné. 7 0 44 0 0 0 0
Témoins in vivo . .. 20 17 104 84 83

La valeur des gamétes utilisées dans ces trois séries d’expériences a été contrblée
en répétant exactement les mémes opérations, mais % vivo, dans des trompes de

i
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Lapines anesthésiées. Comme le montre la derniére ligne du tableau dans ce cas, le
taux normal de fécondation naturelle fut presque atteint sans délai.

B. — BrEBIS et TRUIE

Le tableau 7 résume les résultats obtenus avec des ovocytes de Brebis et de
Truie. On remarque que la fécondation ne se produit jamais avec du sperme frais,
mais on constate qu’avec le sperme maturé, que les ovocytes soient lavés ou non,
la fécondation ne se produit que trés rarement chez la Brebis et chez la Truie.
Les conditions qui permettent la fécondation sont donc différentes de celles de la
Lapine et restent a découvrir.

TABLEAU 7

Fécondation In vitro

Norgz;)re total Lavage des Nature du sperme Milieu de Nom’bre d:oeufs
ceufs ceufs culture fécondés
41 néant frais Locke-serum 0
Brebis........ 51 néant (11 hm;:u}iiures) Locke 3
5 1 heure (1?;2;2;) Locke 0
31 néant frais Locke 0
Truie......... 13 néant (';nﬁttaﬁiis) Locke 1
43 2 4 2 heures 30 (;“ﬁzsiss) Locke 0
DISCUSSION

Ces expériences ne nous permettent pas encore d’aboutir & un schéma absolu-
ment précis de la pénétration du gaméte male chez les Mammiféres, mais elles appor-
tent assez d’éléments nouveaux pour pouvoir dessiner les grandes lignes chez la Lapine.

Le spermatozoide subit dans les voies génitales femelles sa maturation. Cette
maturation le rend apte i traverser la membrane pellucide, mais inversement, le
sensibilise 4 'action spermo-répulsive de la substance émise par 'ovocyte alors que
le sperme non maturé peut se coller sur la pellucide mais ne peut la franchir.

In vitro, cette substance peut étre éliminée par lavages répétés, 1'ceuf devient
alors accessible au spermatozoide maturé qui digére la pellucide devant lui et peut
ainsi atteindre le cytoplasme.

Cependant quand la fécondation s’effectue dans les tubes en rotation, la substance
émise par les ceufs n’est pas éliminée, puisqu’il n’y a pas de changement de liquide,
ceci suppose que la substance n’a pas une action spermo-inhibitrice mais simplement
spermo-répulsive 4 une certaine concentration, car dans les microtubes la répulsion
reste totale.

I'n vivo, semble exister une autre substance qui est capable de neutraliser celle
émise par I'ceuf puisque chez la Lapine la fécondation se produit dés 'ovulation.
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L’agitation continuelle dont P'ceuf est 'objet dans les trompes facilite 4 la fois
I'élimination de la substance ovocytaire et sa neutralisation par la substance femelle
(WINTENBERGER-T'ORRES, 1961).

La substance femelle parait étre sensible & 'absence d’oxygéne, c’est pourquoi
elle ne peut étre mise en évidence qu’en prélevant le liquide utéro-tubaire sur I'ani-
mal vivant et en opérant trés vite. Ceci contredit ’hypothése de MORICARD sur la
nécessité d’une faible tension en oxygéne pour que se produise la fécondation.

Dans ce schéma, établi d’aprés des faits expérimentaux solides, quelques liaisons
restent difficiles 4 établir. On doit en particulier se demander si la maturation des
spermatozoides fait appel aux mémes substances secrétées par les voies génitales
femelles que celles qui assurent la neutralisation de la substance spermo-répulsive
de T'ovocyte. Nous ne le pensons pas, car la maturation des spermatozoides est une
réaction trés lente et non une réaction du type antigénique ; cependant, on peut
« dématurer » instantanément le spermatozoide de Lapinenle placant dans du plasma
séminal (CHANG, 1959) ou en le suspendant dans un milieu contenant 25 p. 100 de
jaune d’ceuf (DAUZIER et THIBAULT non publié, 44 ovocytes de 6 lapines, aucun n’est
fécondé). Dans ce dernier cas la « dématuration » est compléte avec indifférence
recouvrée 4 1'égard de la substance spermo-répulsive puisque des spermatozoides
maturés, perfusés avec du jaune d’ceuf-citrate, se collent a la pellucide comme des
spermatozoides fraichement éjaculés, mais ne peuvent la traverser.

Les analogies de ces réactions avec celles existant dans différentes espéces,
en particulier 1’Astérie et 1'Oursin, entre 'ceuf et le spermatozoide sont évidentes,
mais la présence de la sécrétion génitale femelle complique la question ; on peut se
demander si la substance émise par 'ovocyte et celle émise par la trompe ont le droit
d’étre homologuées respectivement a une « fertilisine » et & une « antifertilisine »?
Nous admettrons provisoirement une certaine analogie.

Remarquons que I’analogie avec les Invertébrés va plus loin, car nous avons
pu mettre également en évidence une lysine (fig. 7 et 8) sans qu’il nous soit possible
de dire si elle provient du spermatozoide seul.

On remarque en effet que des ceufs mis en présence de spermatozoides maturés,
mais placés dans des conditions telles (micro-tubes par exemple) que les spermato-
zoides ne puissent les féconder par suite de la concentration élevée de « fertilisine »,
sont en quelques heures 'objet d'une cytolyse profonde, alors que des ceufs vierges
cultivés dans des conditions identiques, sans spermatozoides, se conservent sans
trace de cytolyse pendant plus de six heures. Nous admettrons donc qu’il existe égale-
ment une spermo-lysine.

Ces résultats sont propres a la Lapine car malgré U'intérét d'une généralisation
a d’autres Mammiféres, les études en cours chez la Brebis et la Truie ne nous ont

pas permis de confirmer ces résultats.
Regu en janvier 1961.

SUMMARY

FERTILIZATION STUDIES OF RABBIT OVA IN VITRO.

In this work 1954 Rabbit does and 7605 virgin oocytes were used. The oocytes were recovered
11-12 hours after mating with a vasectomized buck.

In almost all the experiments, the eggs were fixed in Bouin fluid, 2 to 7 hours after the in vitro
insemination, embedded in agar paraffin and serial sections examined.
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PLANCIE 1

Fic. 1. — Pénéiration du spermalozoide fécondant dans le cyloplasme. Remarques le gonflement inmmédiat :

dés la_pénélration lmpezt Jfoltacé de la téte dlspamli -— F16. 2. — Ovocyte non fécondé montrant un
« arlefact » lypique : téte de spermalosoide entrainée par le rasoir et semblant élre dansle cyloplasme. —
Fig. 3 et 4. — La formation du pronucleus mdale et du spermaster qui prend naissance d partir du
centrosome de la pitce intermédiatre. - — F1G. 5. — Les pronucléi male el femelle. Le pronuclens mdle
est ¢ un stade plus avancé. Le pronucleus femelle se forme. -— V6. 6. ~— Quand les pronucléi male et
Sfemelle soni subscentraux et pleinement formés, le pronucleus feelle est plus petit el loujours vecon-
naissable par suite de la polarisation de sa chromatine vers le pronucleus mdle.
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PLANCHE 2

Fig. 7 et 8. — Ovocyles cullivés pendant 4 heures dams un « snicrotube » en présence de spermatozoides
maturés. Remarquez : — la démolition compléle de la corona radiata, bien qu’aucun spermalozoide
ne soit demeuré au voisinage des ovocytes. — Les phénoménes de cytolyse irés évidents. — Fl1g. 9. —
Exemple d'un spermalozoide n'atleignant pas la membrane pellucide d’un ovocyte non lavé. —
F16. 10. — Deux spermalozoides collés sur la pellicule d'un aouf lavé et fécondé in vitro. Remarquez
également le spermatosoide présent sous le membrane pellucide. — FI1G. 11.— « Petit lube » en haut et
« gros {ube » en dessous montrant la disposition du muilien de culture au centre. — F16. 12. — Appareil
utilisé pour le lavage des ovocyies. Le porte-tube contient un « gros tube » el deux « pelils tubes ». Le
moleur électrique est relié d un chronolron qui assure la volation du porle-tube d’un lour el demi loules
les 35 secondes. Ce chronolron ne figure pas sur la pholographie.
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The presence either of a swelling sperm head and mid-piece with or without an aster formation
and the second polar body, or of male and female pronuclei, was used as the criterion of fertilization,

The mixing in a small glass tube containing Locke medium of the oocytes and spermatoza, reco-
vered from the uterine horn of a Rabbit doe mated 12 hours previously with a normal buck, resulted
in the fertilization of 121 out of 922 eggs (13, 1 p. 100).

In the oocyte there is a fertilizine-like substance which diffuses from and around the oocyte
and prevents the capacited sperm from sticking to the zona pellucida.

In order to be certain of obtaining fertilization 7n vitro the dispersal of « fertilisine » from the
region of the zona pellucida and its liberation into the medium must be provoked. This operation
takes about two hours and the penetration of the spermatozoa begins immediately afterwards
Out of 532 oocytes thus treated, 353 were fertilized, that is 66 p. 1oo, and 418 were fertilized or
penetrated (having at least one spermatozoa under the zona pellucida), that is 78,5 p. 100 ; the
eggs were fixed 4 to 7 hours after the spermatozoon were placed in contact with the oocytes.

Other experiments reported here indicate that, in vivo, an antifertilizine-like substance is pro-
duced by the female tract. This substance, very sensitive to the lack of oxygen, neutralizes the
fertilizine-like substance and leaves the way clear for the sperm to stick and to penetrate the zona
pellucida.

From the spermatozoa diffuses also a lysin which produces cytolysis of unwashed virgin oocyte
cultured in capacitated sperm suspension of very small volume (o,1ml), situation which pratically
prevents fertilization (8 p. 100).

In rabbit sperm penetration cannot occur in witro before the « fertilizin-like » substance is
partially removed. Since we did not succeed in fertilizing ewe-egg and sow-egg in vitrs, this
conclusion may not be valid for all spzcies of Mammals.
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