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HEAT-TREATMENT AND ACRIDI- 
NE O R A N G E  S T A I N I N G  T E S T  
OF SPERMATOZOA IN IN VITRO 
FERTILIZATION (IVF). The structural 
quality of sperm chromatin of 101 semen 
samples used in IVF was studied by a 
simple method. The embryo-cleavage is 
significantly lower when more than 20 % 
of the spermatozoa show an abnormal 
chromatin. The percentage of abnormali- 
ties is negatively related with the cleava- 
ge rate. This correlation is more evident 
when we consider only tubal infertility. 
The quality of sperm chromatin is an 
important factor in case of IVF failure. 
Keys words : Spermatozoa, chromatin, 
acridine orange, IVF. Andro log ie ,  
1991, 1 : 67-68. 

L'Etat de compaction de la chromatine du sper- 
matozofde humain depend de l'intEgritE du com- 
plexe ADN-nuclEoprotEines. Diverses techniques 
ont Et6 proposEes pour en apprEcier la qualit6 au 
niveau des spermatozo'l'des 6jaculEs (pour revue 
voir 1). Dans ce travail, l'utilisation du Test 
Combine de Denaturation Thermique et de 
Coloration par rAcridine Orange (2) a permis de 
rechercher dans le cadre de tentatives de fEconda- 
tion in vitro (FIV) l'Eventuelle influence de la 
qualit6 structurale de la chromatine des sperma- 
tozoides sur le rEsultat de la fEcondation estim6 
par le taux de clivage embryonnaire. 

MATERIEL ET METHODES 

Nous avons analyse un Echantillon de 101 prE- 
lbvements de spermes utilisEs pour FIV, et pour 
lesquels les spermatozoi'des Etaient sElectionnds 
par technique de migration ascendante en milieu 
B2 de Menezo. Chaque dchantillon a Et6 stock6 
-20 ~ C dans du glycerol (V/V) avant d'etre sou- 
mis au test de denaturation thermique et de colo- 
ration par racridine orange (2) : Centrifugation- 
lavages, rdalisation de frottis de spermatozoides 
fixds au Carnoy, denaturation 6ventuelle pendant 
5 mn h 87~ (acide citrique 80mM, Na2HPO4 
15raM, pH 2,5), coloration pendant 5 mn par 

l'acridine orange ~ 0,2/1000 dans la mEme solu- 
tion, rin~age, montage g l'eau et observation en 
6pifluorescence. La coloration par l'acridine 
orange de frottis de spermatozoides fixds et sou- 
mis ou non prElalablement a une 6preuve de 
denaturation thermique, permet d'observer une 
fluorescence verte des noyaux normaux, ou une 
fluorescence muge-orangEe de ceux dont la chm- 
matine prEsente des anomalies de structure. Le 
pourcentage de tetes h fluorescence rouge permet 
de classer les spermes en trois categories : Des 
spermes ~ moins de 20 % de tetes rouges, 
considErEs comme normaux sur le plan chromati- 
nien (catEgorie 1) ; des spermes a plus de 20 % 
de tetes rouges du fait d'une fragilit6 de la chm- 
matine ~ l'Egard de la denaturation thermique 
(catEgorie 2), ou d'une anomalie chromatinienne 
indEpendante de la denaturation thermique (catE- 
gorie 3). 

Le traitement statistique des donnEes a fait 
appel ~t l'analyse de variance, au test t de Student 
et au coefficient de correlation. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

L'application du test aux 101 prEl~vements de 
spermes utilisEs pour FIV a permis de retrouver 
les trois categories de spermes (2) : (73 pour la 
premiere, 18 pour la seconde, 10 pour la troisi~- 
me) (fig. 1). Une baisse significative du taux de 
clivage des embryons obtenus par FIV est obser- 
vEe lorsque l'on passe de la catEgorie 1 (63 %) 
la catEgorie 3 (seulement 39 %) (fig. 2). 
L'analyse statistique globale avec ces 101 
spermes diffErents montre que les pourcentages 

Figure 1: Les 3 c~mbgodes de sperrnes 
fonctlon des % de tllrtes rouges 
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Figure 2: Tam( de clivege moyen en FN 
pour cheque cat6gode de spermes 
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de t~tes ~ fluorescence rouge considErEes comme 
anormales sur le plan chromatinien sont inverse- 
ment corrE16s au taux de clivage. La correlation 
s'effectue avec une probabilitE plus forte apr~s 
6preuve de denaturation thermique (tableau 1). 

Tableau 1 : Recherche des correlations entre le taux de clivage et le pourcentage de t~tes 
rouges. 

sans denaturation apr~s denaturation 
thermique thermique 

n r p r p 

Population totale 101 - 0,234 <0,02 - 0,311 <0,002 

Indications tubaires 55 - 0,423 <0,002 - 0,539 <0,0005 
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Aucune corrrlation significative n'est retrouvEe 
entre le taux de clivage et les principaux para- 
mitres spermiologiques (numrration - mobilit6 

intiale - pourcentage de formes normales). Afin 
de prendre en compte l'incidence d'un drficit 
ovocytaire darts ces taux de clivage, ranalyse a 

6t6 limitre ~t la sous-population des indications 

tubaires (n = 55). Elle a permis de retrouver ces 
corrrlations avec des taux de probabilit6 supr- 
rieurs (tableau 1). 

Une anomalie structurale du complexe ADN- 
nuclroprotrines, apparait donc comme un facteur 
important ~t considrrer en tant que source d'rchec 
de ffcondation (estim6 par le taux de clivage 
faible en FIV). Le Test Combin6 de D4naturation 

Thermique et de Coloration par l 'Acridine 
Orange est une mrthode simple, indiqure dans la 
recherche d'une anomalie structurale du com- 
plexe ADN-nuclroprotrines. I1 trouve son intdrat 
dans le cadre des analyses spermiologiques prd- 
FIV, et de fad:on plus grnrrale dans tout brian de 
stfrilit6 masculine d'origine non 6tablie. 
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RESUME, La qualit6 structurale de la chro- 
matine des spermatozo'fdes de 101 prrl~ve- 
ments utlisrs pour FIV a 6t6 apprrcire par 
une mrthode simple. I1 existe une baisse 
significative du taux de clivage embryonnai- 
re pour les prrlbvements renfermant plus de 
20 % de spermatozo'fdes anormaux sur le 
plan chromatinien. Le pourcentage d'anoma- 
lies est inversement corrrl6 au taux de cliva- 
ge. Cette corrrlation est encore mieux objec- 
tivre si l'on ne considbre que les F1V d'indi- 
cations tubaires. Ainsi la qualit6 de la chro- 
matine apparait comme un des facteurs 
considrrer en tant que source d'rchec de 
frcondation. Mots clrs : Spermatozoide, 
Chromatine, Acridine-Orange,  FIV. 
Andrologie, 1991,1 : 67-68. 
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