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RESUME 

La cryoconservation de spermatozo'l'des est une 
technique couramment utilisde en AMP, en particulier 
dans les cas d'oligospermie s~v6re, dans la crainte 
d'une aggravation ultdrieure. L'objectif de notre (~tude 
a (~td de rechercher un effet ddl(~t~re dventuel du 
processus de migration-cong(Hation-d(~cong(Hation sur 
la fragmentation de I'ADN des spermatozo'ides dvalu(~e 
par la technique TUNEL. 

L'(~tude a port(~ sur 72 patients rdpartis en 4 groupes 
selon leurs caract(~ristiques spermatiques : groupe 1 
[n=20] (param~tres <<normaux)> selon I'OMS), groupe 2 
[n=24] (num(~ration spermatique normale assock~e & une 
asth~no et/ou une tdratospermie), groupe 3 [n=16] 
(num(~ration totale comprise entre 5 et 20 millions), 
groupe 4 [n--12] (numdration totale inf(~rieure a 5 millions). 
Une dvaluation des param~tres spermatiques 
conventionnels et de la fragmentation de I'ADN 
(technique TUNEL) a dt(~ r(~alisde sur le sperme entier 
(non migr~ non congeld) et sur le sperme ddcongeld. Une 
(~valuation des taux de fragmentation a (~galement dt(~ 
r~alis(~e sur la fraction migrde avant congdlation pour 20 
patients (10 du groupe 1 et 10 du groupe 2) ; cette 
analyse n'a pas pu ~tre effectu(~e sur les prdl~vements 
oligospermiques (groupes 3 et 4). 

Apr~s I'ensemble du processus de migration, cong(~lation 
et ddcongdlation du sperme, le taux de fragmentation 
diminue dans la population tdmoin (groupe 1), alors 
qu'il augmente significativement dans les groupes de 
patients presentant des param~tres spermatiques altdrds 

(groupes 2, 3 et 4). En examinant 1'6tape interm~diaire, 
la migration diminue les taux de fragmentation dans les 
2 groupes dtudi~s par rapport au sperme entier. 

Donc le taux de fragmentation diminue apr~s migration, 
puis s'dl~ve apr~s cong~lation-ddcong(Hation & un taux 
inf~rieur & celui du sperme entier dans la population 
temoin, alors qu'il remonte & un taux plus dlevd Iorsque 
le sperme est altdr(~. Cependant, cet effet ddl(~tere de la 
congdlation sur les spermes alt(~rds reste mod(~r(~. 

En conclusion, ces rdsultats sont plut6t en faveur de 
I'autoconservation de sperme pour les patients 
oligospermiques sdv~res. 
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I. INTRODUCTION 

La cryoconservation de sperme est un acte de 
preservation du pouvoir fecondant dont les indications 
sont multiples. 

Une premiere indication est I'autoconservation du 
sperme dans le but de preserver la fertilite des patients, 
quand celle-ci risque d'etre compromise par le traitement 
medical ou chirurgical d'une maladie ou par la malaclie 
elle-meme [3]. La deuxieme indication de la cryocon- 
servation de sperme s'inscrit dans un cadre legal. En 
effet, pour le don de sperme [3], la Ioi requiert dans un 
souci de securit6 sanitaire et d'anonymat, que le sperme 
du donneur soit congele et place en quarantaine pendant 
6 mois. En ce qui concerne le don d'ovocytes, il est 
egalement habituel d'effectuer une cryoconservation 
du sperme du conjoint, ce qui facilite I'anonymat entre 
la donneuse et le couple receveur. Enfin, la congelation 
de sperme est egalement indiquee dans le cadre de la 
prise en charge en AMP des couples <<a risque virab>, 
Iorsque le conjoint est seropositif pour le VIH et/ou le 
VHC. 

Une derniere indication de la congelation de sperme 
concerne la conservation de gametes d'obtention difficile. 
II peut tout d'abord s'agir d'un probl~me ejaculatoire : 
difficultes de recueil, anejaculation d'origine neurologique 
ou psychog~ne (pour laquelle peut etre pratique un 
recueil assiste [3, 36]). Les spermatozoides retrouves 
Iors d'exploration chirurgicale epididymaire [38, 50] ou 
testiculaire [31, 40, 49] sont congeles dans un certain 
nombre d'equipes pour eviter les interventions 
chirurgicales testiculaires repetees. Cependant, cette 
attitude reste discutee [49]. Enfin, dans le cas des 
oligospermies severes et des cryptozoospermies, une 
autoconservation peut etre indiquee dans la crainte 
d'une alteration des parametres spermatiques avec le 
temps et pour eviter les stimulations ovariennes inutiles. 

Dans certains centres d'AMP, une autoconservation de 
sperme est systematiquement proposee aux patients 
oligospermiques severes et cryptozoospermiques. II 
est legitime de se demander si cette attitude est justifiee 
en essayant d'evaluer le rapport entre le benefice 
apporte par la constitution de ces paillettes << de secours 
>> utilisables le jour de la tentatjve d'AMP en cas 
d'absence de spermatozo'ides et le risque de I'effet 
potentiellement deletere de la congelation sur ces 
spermes deja severement alteres initialement. 

La cryoconservation est connue pour causer en effet un 
certain nombre de dommages physiques et chimiques 
sur le sperme [27, 75], qui engendrent un certain nombre 
d'alterations spermatiques telles que la perte de mobilite 
[46], I'atteinte de I'integrite de I'acrosome et de la 

membrane plasmique [6, 19, 32, 46, 51], les dommages 
mitochondriaux [35, 56] ainsi que nucleaires [12, 14, 15, 
17, 18, 30, 37, 53, 57, 65]. Certains des effets de la 
congelation sur le sperme sont bien connus (effet sur 
la mobilite, sur la vitalite) mais d'autres, tels que 
I'integrite nucleaire, ont ete moins explores, surtout 
dans le cas de prelr oligospermiques severes. 
Or cette question de I'influence de la cryoconservation 
sur le noyau spermatique est importante. En effet, si 
I'ICSI permet de s'affranchir des problCmes poses par 
la perte de la mobilite, de I'integrite de I'acrosome ou 
de la membrane plasmique, il n'en est pas de meme de 
ceux engendres par les dommages nucleaires. Ainsi, 
meme si le developpement de I'embryon s'effectue les 
deux ou trois premiers jours sous la dependance des 
ARN maternels, le genome spermatique est mis en jeu 

partir du troisieme jour et contribue bien sQr a la qualite 
du developpement embryonnaire. On peut alors se 
demander si une alteration nucleaire induite par la 
congelation ne compromettrait pas les chances 
d'implantation et de developpement de I'embryon dans 
la muqueuse uterine. 

But de I'etude 

La question que nous nous sommes posee dans ce 
travail a ete la suivante : la cryoconservation de 
spermatozoides de patients oligospermiques severes 
et cryptozoospermiques est-elle deletere pour les 
spermes presentant des parametres spermatiques 
initialement dej& severement perturbes ? Nous avons 
choisi d'evaluer le dommage de I'ADN cause par la 
cryoconservation par le test de fragmentation de I'ADN 
(technique TUNEL sur lame). 

Aprr une premiere etape de mise au point de la 
technique existante afin qu'elle soit adaptee aux 
prel~vements oligospermiques severes et applicable 
en routine, nous avons realise la congelation de 72 
prelr de patients (patients temoins et patients 
presentant des alterations spermatiques plus ou moins 
sevCres) pour lesquels nous avons 6value la 
fragmentation de I'ADN sur le sperme entier et awes 
migration-congelation-decongelation. Cette etude visait 
ainsi & evaluer I'innocuite de la pratique de I'autocon- 
servation dans le cas des oligospermies severes, voire 

modifier cette pratique si besoin. 

II. PATIENTS ET METHODES 

1. Patients 

Les patients etudies faisaient partie des couples pris en 
charge pour infertilite dans le centre d'AMP de Poissy- 
St Germain-en-Laye. 

Nous avons distingue 4 populations : 
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groupe 1 (n= 20) : patients dits ~<t6moins selon la 
classification OMS>> repondant aux criteres suivants: 
concentration spermatique > 20M/mL ou num6ration 
totale > 40M/6jacul&t ; mobilite progressive totale 
(a+b*) > 50% ou progressive rapide (a*) > 25% ; 
proportion de formes typiques > 15% (selon la 
classification stricte de Kruger). 

groupe 2 (n=24) : {<patients presentant une numeration 
spermatique normale avec d'autres anomalies 
spermatiques>> : concentration spermatique > 20M/mL 
ou numeration totale > 40M/ejacul~t, associ6e & une 
asth6nospermie et/ou une teratospermie. 

groupe 3 (n=16) : {{patients oligospermiques 
mod~res**>> presentant une numeration spermatique 
totale comprise entre 5 et 20 M/ejacul&t, quelles que 
soient les valeurs des autres parametres. 

- groupe 4 (n=12) : {<patients oligospermiques 
severes**>> presentant une numeration spermatique 
totale inferieure & 5M/ejacul~t. 

Ces patients presentaient tous une spermoculture et des 
serologies (VIH, VHC, VHB, syphylis) negatives de 
moins d'un an. De plus, ils avaient ete informes de 
I'analyse au cours d'un entretien et avaient donne leur 
consentement pour I'etude. 

2. T r a i t e m e n t  du  s p e r m e  e n t i e r  

Les differentes etapes du traitement des pr61evements 
de sperme sont resum6es dans la Figure 1. 

Apres prelevement au laboratoire (apres un d61ai 
d'abstinence compris entre 3 et 7 jours) et liquefaction 
du sperme (30 minutes ~ 1 heure ~ 37~ la premiere 
etape a consiste & determiner des caract&istiques 
spermatiques sur le sperme entier avant migration : 
volume, pH, numeration (des spermatozo'fdes et des 
cellules ; evaluation par une methode hemocyto- 
metrique), mobilite (evaluee entre lame et lamelle au 
microscope a contraste de phase, GT X400), vitalite 
(test ~ I'~osine-nigrosine) et realisation de frottis qui 
ont 6te ulterieurement colores (hematoxyline-Schorr) 
pour le spermocytogramme. La morphologie a ~te 
evaluee par une methode de classification basee sur des 
criteres stricts (Kruger), le seuil de la normale etant de 
15%. 

Une partie de I'ejacul~t a 6t6 reservee a I'etude de la 
fragmentation de I'ADN spermatique sur sperme {{entier>> 
(cf. 5.). 

Le reste du prelevement a ete mis a migrer ~ travers 
un gradient de densite PureSperm (Nidacon) bicouche 
(45 et 90%) 20 minutes ~ 90 g. Au terme de cette 

Pr61~vement de sperme entier ] 

l~valuation 

�9 des param~tres spermatiques 
classiques 
�9 volume 
�9 pH 
�9 viscosit6 
�9 num6ration 
�9 mobilit6 
�9 vitalit6 
�9 morphologie  

�9 de la fragmentation de i ' A D N  
spermatique 

Migration 

l~valuation 

�9 des param~tres spermatiques 
class iques  

�9 de la fragmentation de r A D N  
spermatique pour  
�9 lOpatients du groupe 1 

( groupe <~ t6moin >> selon la 
classification OMS) 

�9 10patients du groupe 2 
( groupe normospermique 
avec une asth~nospermie et/ou 
une t~ratospermie associ6e(s)) 

Cong~la t ion  
(en microgoutte) 

Conservation 
- 1 9 6 ~  

(dans l 'azote  liquide) 

D~cong~lation 

l~valuation 
de la mobilitY, de la 
vitalit~ 
de la fragmentation de 
r A D N  spermatique 

Figure 1 : R~sum~ des diff~rentes ~tapes du traitement des pr~l~vements de sperme. 
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migration, le culot recupere dans la fraction 90% a ete 
lave dans 2 mL de milieu (IVF, Medicult) et centrifuge 
10 minutes ~ 125 g. Le culot a alors ete repris dans 0,2 
& 0,5 mL de milieu et les param~tres spermatiques ont 
ete evalues sur la fraction migree. 

La fragmentation de rADN a ete analysee sur une partie 
de la fraction migree de 20 patients (10 du groupe 1 et 
10 du groupe 2) et le reste a ete congele. Pour tousles 
autres, et notamment los prelevements oligospermiques, 
nous avons garde toute la fraction migree pour la 
congelation et I'etude de la fragmentation de rADN 
apres decongelation. 

3. Congelation de la fraction migr~e 

La congelation de sperme en vue d'autoconservation 
est systematiquement realisee dans des paillettes << 
haute securite >> (ayant une contenance de 300 pL, 
CryoBioSystem), en microgouttes (40 ~ 100 IJL) [29] et 
est effectuee sur la fraction migree du sperme. 

On ajoute a la fraction migree le milieu de congelation 
(Spermfreeze) volume a volume, goutte & goutte (en 
melangeant par agitation entre chaque goutte). Awes 
10 minutes, la paillette est alors <{montee>> en realisant 
raspiration & raide d'un micropipeteur, selon la Figure 
2. 

La paillette est identifiee puis soudee. La congelation 
est realisee dans un appareil <~Minicool 40 PC>> (Air 
Liquide), une fois celui-ci stabilise & 20~ La cinetique 
de congelation est la suivante : 

-5~ de +20~ a -8~ ; -10~ de -8~ a -25~ 
-25~ de -25~ a -140~ 

A la fin de la congelation, la paillette est plongee dans 
razote liquide & -196~ puis stockee dans une cuve 
specialement reservee aux autoconservations de 
sperme. 

4. D~cong~lation des paillettes 

Apres la sortie de la paillette de razote liquide, elle est 
maintenue & temperature ambiante pendant 10 minutes. 
Le contenu de la paillette est vide dans un microtube 
conique <{Eppend6rf)) de 1,5 mL et 400 pL de milieu (IVF) 

sont ajoutes goutte a goutte. La mobilite et la vitalite du 
prelevement decongele sont alors evaluees. Apres ajoQt 
d'l mL d'eau, la suspension est centrifugee 10 minutes 

125 get on en recupere le culot. Cette etape permet 
de diluer puis de {<retirer)) le milieu de congelation 
(pouvant interferer dans ranalyse de la fragmentation) 
et de rendre le plus possible aux spermatozo'ides leur 
fonctionnalite. Le culot est alors traite pour ranalyse 
de la fragmentation selon le protocole decrit ci-apres. 

5. Mise au point technique de I'etude de la 
fragmentation de I'ADN spermatique pour les 
prelevements oligospermiques (moderes & sev~res) 

a) Technique r162 utilisee pour/ 'analyse de 
la fragmentation de I 'ADN spermatique 

La technique habituellement utilisee dans le laboratoire 
etait la technique TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin 
Nick End Labelling) qui comportait plusieurs etapes 
dans lesquelles rechantillon etait traite presque 
essentiellement sous forme de suspension. 

Apres extraction du liquide seminal, un traitement des 
spermatozoides par une solution de trypsine etait realise, 
trypsine utilisee & une concentration adequate (solution 
pure un molaire) & la permeabilisation de la membrane 
spermatique. Un traitement par une solution hypotonique 
de KCL (0,075 molaire) suivait, ayant pour but de creer 
un choc cellulaire. Une lois les spermatozoides etales 
sur lame, I'etape d'hybridation avec la solution de 
reaction (contenant renzyme TdT [Terminal 
Deoxynuc/eotidy/Transferase] et les nucleotides dUTP 
[DeoxyUridine TriPhosphate] marques) avait lieu, suivie 
d'une contre-coloration au DAPI (4', 6-diamino-2- phenyl 
indole). La lecture s'effectuait au microscope 
fluorescence Olympus BX60 equipe d'une lampe 
fluorescence et de filtres DAPI et FITC (Fluoresceine 
IsoThioCyanate). Elle etait realisee sur au moins 400 
spermatozo'ides par lame (500 pour la majorite des cas 

I'exception d'un seul correspondant ~ la determination 
du taux de fragmentation de rADN spermatique d'une 
paillette contenant un tr~s faible nombre de 
spermatozo'ides, pour laquelle la lecture n'a pu etre 
realisee que sur seulement 400 spermatozo'ides). 

spernfree2s I I spa'mat o z)~es+spe'mfreeze I I sperrrfre~e I "c otto" I 

air 40/~ 100pL air 
(au total) 40 LtL 

Figure 2 : Figure repr~sentant une paillette dans laquelle est mont~ le pr~l~vement spermatique. 
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Les spermatozoides dont rADN etait intact etaient 
colores en bleu par le DAPI, la fluorescence bleue 
provenant de la liaison du DAPI aux triplets A-T de 
rADN. Les spermatozoides dont I'ADN etait degenere 
presentaient une fluorescence bleue tres amoindrie, 
du fait de la dissociation de la structure de rADN et 
donc partiellement des triplets A-T [20, 39, 47, 64]. On 
distinguait donc les spermatozdides a ADN intact colores 
en bleu par le DAPI (DAPI+) des spermatozo'ides 
ADN degrade, presentant une coloration au DAPI tres 
attenuee (DAPI-). Lors de ranalyse au filtre FITC, les 
spermatozoides ayant un noyau fragmente presentaient 
une fluorescence verte intense, homogene et complete 
alors que ceux n'ayant pas un noyau fragmente ne 
presentaient pas de fluorescence. 

Le taux de fragmentation etait evalue en considerant les 
spermatozoi'des DAPI+ et en effectuant le rapport entre 
le nombre de spermatozo'ides presentant un noyau 
avec une fluorescence verte au filtre FITC (FITC+ 
DAPI+) et le nombre total de spermatozoides DAPI+. 
Les spermatozo'ides dont le noyau presentait une 
fluorescence verte au filtre FITC faible, inhomogene 
et/ou partielle n'etaient pas consideres positifs. 

b) Diff~rents protocoles ~tablis pour adapter la 
technique aux pr~l~vements oligospermiques 

La technique ~< classique >~ habituellement utilisee 
dans le laboratoire comportait plusieurs etapes de 
centrifugation entrafnant la perte du materiel spermatique 
et ne permettait donc pas de concentrer suffisamment 
les spermatozo'ides, rendant ranalyse Iongue et delicate 
en cas d'oligospermie severe. Plusieurs protocoles ont 
ete experimentes, comportant les etapes enoncees 
prec~demment (5, a) mais dans un ordre parfois variable 
et & raide de reactifs et de consommables varies. 

Afin de limiter au maximum la perte spermatique, I'idee 
a consiste a ne plus travailler en suspension, mais 
realiser le plus tSt possible une lame sur laquelle etait 
etale le culot lave de spermatozo'fdes et ensuite de 
traiter cette lame avec les differents reactifs [29, 45, 
73]. Plusieurs modes operatoires ont ete effectues en 
parallele, utilisant differents types d'agents 
permeabilisants de la membrane spermatique (trypsine, 
Triton, acetone) et differents types de support de 
traitement des spermatozo'ides (lames ~{ Superfrost 
~, lames ~ puits, lames pour {{ Cytospin ~). Les 
avantages et les inconvenients etaient evalues pour 
chaque protocole. 

On retiendra que la methode avec etalement sur lame 
permet de limiter la perte des spermatozo'ides (qui sont 
fixes puis etales tres tot sur lame). L'agent permeabilisant 

de la membrane plasmique spermatique retenu est le 
Triton X-100 puisque les spermatozoTdes ont une 
morphologie conserv6e et qu'une grande partie des 
cellules germinales et de la lign6e blanche (souvent 
presentes dans les prelevements oligospermiques et 
pouvant ainsi gener la lecture) est eliminee. Le temps 
d'incubation dans le Triton optimal (evitant les faux 
positifs et negatifs) est, selon notre etude, 15 minutes. 
D'autre part, le support de traitement des 
spermatozo'ides choisi est la lame ~ puits, qui permet 
de concentrer tres efficacement les spermatozo'ides. 

Au total, le protocole retenu final est le suivant : 

�9 preparation du culot de spermatozoTdes (extraction 
du liquide seminal, 2 lavages) puis fixation du culot; 

�9 etalement des spermatozoi'des sur une lame a puits 
(2 a 3 IJL, x fois jusqu'& concentration optimale) ; 

�9 bain dans une solution de Triton X-100 & 0,1% dans 
du citrate & 0,1% 15 minutes ; 

�9 rin(;age de la lame dans le PBS ; 

�9 hybridation avec la solution de reaction, contre- 
coloration au DAPI, lecture. 

Ce protocole technique a ete applique ~l tous les  
prelevements etudies, tant pour I'etude de la 
fragmentation de I'ADN spermatique des fractions << 
sperme entier ~> que pour celle des fractions <{ sperme 
migre >~ et {< apres migration-congelation- 
decongelatiom>. 

Le seuil & partir duquel ranalyse devient realisable est 
ainsi de 30 000 spermatozoides/ejacul~:lt. 

Ce protocole presente I'avantage d'etre simple, rapide 
et il est donc applicable en routine, meme pour les 
spermes de numeration tres basse. II a ainsi ete retenu 
et applique des Iors pour toutes les analyses de 
fragmentation de rADN realisees dans cette etude, 
quelles que soient les caracteristiques du prelevement 
spermatique, au detriment de I'ancienne methode (moins 
simple et plus Iongue). 

6. Analyse statistique 

Afin d'etablir les coefficients de correlation, nous avons 
utilise le test z de correlation. 

La force d'association entre deux variables etait 
consideree respectivement comme tres faible, faible, 
moderee, ou importante si I'indice de correlation etait 
inferieur ~ 0,2, compris entre 0,2 et 0,5, compris entre 
0,5 et 0,8 ou compris entre 0,8 et 1. 

Pour etablir des comparaisons entre les differences 
potentielles entre les groupes de patients, nous avons 
utilise le test non parametrique de Mann-Withney pour 
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variables independantes du fait du faible effectif dans 
chaque groupe. 

Pour determiner les differences entre les parametres 
spermatiques d'un meme echantillon avant et apres 
migration-cong61ation-d6congelation, ainsi qu'avant et 
apres migration, nous avons utilise un test non 
parametrique pour variables appariees : le test de 
Wilcoxon. 

Les differences statistiques etaient considerees comme 
significatives des Iors que la valeur p etait strictement 
inferieure a 0,05 (p<0,05). 

Le Iogiciel utilis6 6tait StatView. 

II1. RESULTATS 

1. Validation de la nouvelle technique de 
fragmentation mise au point par rapport b la 
technique << classique >> 

Le nouveau protocole a et6 valide par I'analyse en 
parallele de 13 prelevements (7 normospermiques, 6 
oligospermiques) selon les 2 techniques (<< classique 
>> en suspension et << nouvelle >> sur lame) qui montrent 
des taux de fragmentation de I'ADN (500 
spermatozo'fdes lus par lame) non significativement 
diff6rents (p= 0,889). 

2. Description des parametres spermatiques du 
sperme entier 

En ce qui concerne les parametres spermatiques 
classiques avant traitement, les donnees sont resumes 
dans le Tableau 1. 

Taux de fragmentation de I'ADN spermatique avant 
traitement 

a) R~partition des taux de fragmentation de I'ADN 
spermatique selon les 4 groupes de patients 

Les taux moyens de fragmentation de I'ADN sont 
representes dans le Tableau 2. 

Le taux de fragmentation est significativement plus bas 
dans le groupe 1 que dans les groupes 3 (p<0,05) et 4 
(p<0,05). Les taux de fragmentation ne sont pas 
significativement diff6rents entre les autres groupes. 

b) Estimation de la valeur correspondant au 95 eme 
percentile du taux de fragmentation de I 'ADN 
spermatique dans la population de patients etudies 

La repartition du nombre de patients de notre etude en 
fonction du taux de fragmentation de I'ADN (Figure 3) 
suit une distribution normale (test de Kolmogorov- 
Smirnov [p<0,05]). Nous avons ~tudie I'ensemble de la 

population des patients de ce travail et non uniquement 
de la population temoin, car celle-ci comprenait un 
effectif de patients trop limite pour pouvoir effectuer un 
calcul statistique significatif. 

Nous avons essaye d'estimer la valeur<< critique >> du 
taux de fragmentation pour laquelle 95% des patients 

de la population (95 eme percentile) presentait un taux 
de fragmentation inferieur & cette valeur (valeur dite du 
95eme percentile). 

Dans le sperme entier, la valeur mediane des taux de 
fragmentation de I'ADN obtenus pour I'ensemble des 
patients 6tudies est de 6,5% ; I'ecart-type est de 3,8%. 

D'apres la fonction de repartition de la Ioi normale, le 

95 eme percentile correspond a une valeur du taux de 
fragmentation de I'ADN egal a 13% (mediane + 1,65 
ecart-type). 

c) Correlation entre los taux de fragmentation de 
i'ADN du sperme entier et los cliff, rents parametres 
spermatiques initiaux 

II existe une correlation negative significative entre le 
taux de fragmentation de I'ADN et les differents 
parametres spermatiques initiaux, numeration 
spermatique (indice de correlation r= -0,256 ; p= 
0,0306), mobilite progressive (r= -0,407; p= 0,0004), 
pourcentage de formes typiques (r= -0,339 ; p= 0,0037) 
et vitalite (r= -0,372; p= 0,0045). 

3. Influence du processus complet de migration- 
congelation-decongelation sur le taux de 
fragmentation de I'ADN spermatique 

a) Description des taux de fragmentation de rADN 
spermatique apres migration-congelation-decono 
g~.lation 

L'effet du processus global de migration-congelation- 
decongelation sur les taux de fragmentation est 
represente dans le Tableau 3. 

Cet effet est different pour le groupe temoin (groupe 1 ) 
oQ le taux moyen de fragmentation diminue apres 
migration-congelation-d6congelation compare aux 
groupes de patients presentant des caracteristiques 
spermatiques alterees (groupes 2, 3 et 4) pour lesquels 
on constate une augmentation de ce taux apres 
migration-congelation-decong61ation. 

b) Correlat ion entre le taux de fragmentation de 
I'ADN du sperme migre-congele-decongele et les 
differents parametres spermatiques initiaux 

II existe une corr61ation negative significative entre le 
taux de fragmentation de I'ADN apres decongelation et 
les differents parametres spermatiques initiaux, 

60 



Tableau 1 : Paramdtres spermatiques des 4 groupes de patients dtudids. 

Groupes de patients Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 
(n=20) (n=24) (n=16) (n=12) 

Numeration totale (M/~j) 246 + 143 150 _+ 104 14 + 5,5 2,2 + 1,3 
(72- 558) (33- 430) (5, 7- 20) (0,1- 4,1) 

Mobilit~ progressive 52 + 8 32 + 13 28 + 11 26 + 19 
"a+b" (%) (40-70) (10- 60) (12- 50) (2-70) 

Formes typiques (%) 34 + 12 14 + 9 8 + 6 7 + 8 
(16- 51) (4- 31) (2-21) (0- 24) 

Vitalit~ (%) 78 + 9 69 + 13 66 + 14 56 -+ 11 
(62- 98) (37- 87) (40- 85) (33- 72) 

Valeurs moyennes + 6cart-type et valeurs extremes entre (). 
Groupel : groupe temoin ; groupe 2 : numeration normale, astheno et/ou t~ratospermie ; groupe 3 : oligospermie mod~ree (5 
20M/~jaculat) ; groupe 4 : oligospermie s~v~re (<5M/ejaculat). 

Tableau 2 : Taux de fragmentation de I'ADN spermatique dans les 4 groupes de patients. 

Groupes de patients Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 
(n=20) (n=24) (n=16) (n=12) 

Taux de fragmentation 5,1 + 2,5 6,8 + 4,2 7,6 + 3,5 8,7 + 4,5 
de I'ADN (%) (1,6-10,4) (0,9-19,2) (1,8-13,1) (2,4-15,6) 

Valeurs moyennes + ~cart-type et valeurs extremes entre (). 
Groupel : groupe temoin ; groupe 2 : numeration normale, asth~no et/ou teratospermie ; groupe 3 : oligospermie mod6r~e (5 
20M/ejaculat) ; groupe 4 : oligospermie sbvere (<5M/ejaculat). 

Tableau 3 : Effet du processus de migration-cong~lation-d~congdlation sur le taux de fragmentation de I'ADN 
spermatique. 

Groupes de patients 

Taux de fragmentation de 
I'ADN du sperme entier (%) 

Taux de fragmentation de 
I'ADN du sperme apr~s 
migration-cong(Hation- 
d(~congdlation (%) 

P 
(sperme entier vs sperme 
migre-congeld-d(~congeld) 

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 
(n=2n) (n=24) (n=16) (n=12) 

5,1 + 2,5 6,8 + 4,2 7,6 + 3,5 8,7 + 4,5 
(1,6-10,4) (0,9-19,2) (1,8-13,1) (2,4-15,6) 

2 ,9+1 ,4  10 ,5+4,7  10 ,7+5 ,4  1 5 , 2 + 6  
~,6-6,~ ~,2-21,~ ~,3-20,~ (6 ,5 -2~  

<0,0001 <0,0001 <0,05 <0,005 

Valeurs moyennes + ~cart-type et valeurs extremes entre (). 
Groupel : groupe temoin ; groupe 2 : numeration normale, astheno et/ou t~ratospermie ; groupe 3 : oligospermie mod~r~e (5 & 
20M/6jaculat) ; groupe 4 : oligospermie s~v~re (<5M/6jaculat). 
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fragmentation de 10 patients du groupe 1 et 10 du 
groupe 2 (Tableau 4). 

Dans cette etude, la migration favorise la selection des 
spermatozoides non fragmentes et donc diminue le 
taux de fragmentation observe par rapport a celui du 
sperme entier chez tous les  patients & numeration 
normale. Apres decongelation, le taux de fragmentation 
remonte, mais beaucoup plus dans le groupe 2 que 
dans le groupe 1 (p<0,05), de telle sorte qu'il est 
superieur au taux initial dans le groupe 2 alors qu'il est 
inferieur au taux initial dans le groupe 1. 

Figure 3 : Rdpartition du nombre de patients de I'~tude en 
fonction de leur taux de fragmentation de I'ADN spermatique. 

numeration spermatique (indice de correlation r= -0,447 
; p<0,0001 ), mobilite progressive (r=-0,571; p<0,0001 ), 
pourcentage de formes typiques (r= -0,543 ; p<0,0001) 
et vitalite (r= -0,471; p= 0,0002). 

II semblerait donc exister une influence des param~tres 
spermatiques initiaux sur I'evolution du taux de 
fragmentation de I'ADN avant et apres congelation. 

4. Effet de la migration seule sur les param~tres 
spermatiques 

Les resultats precedents concernaient I'effet global du 
processus de migration, congelation, decongelation sur 
les parametres spermatiques. Nous avons etudie I'effet 
de la migration en elle-meme sur le taux de 

Tableau 4 : Effet de la migration sur le taux de fragmentation 
de I'ADN spermatique. 

Groupes de patients Groupe 1 Groupe 2 
(n=10) (n=10) 

Taux de fragmentation de I'ADN 
dans le sperme entier (%) 

Taux de fragmentation de I'ADN 
apr6s migration (%) 

Taux de fragmentation de I'ADN 
apr~s migration-congdlation- 
d~cong61ation (%) 

P 
(sperme entier vs sperme migr~) 

P 
(sperme migr(~ vs sperme 
migrd-congel~-ddcongeld) 

4,7 + 2,1 5,4 + 3,1 
(2-7,9) (0,9-10,7) 

1,9+ 1,1 2,5+ 1,4 
(0-3,5) (0,8-5,6) 

3,2 + 1,6 9,5 + 3,6 
(0,6-6,3) (3,9-14,4) 

<0,05 <0,05 

<0,05 <0,05 

Valeurs moyennes + 6cart-type et valeurs extremes entre (). 
Groupel : groupe t~moin ; groupe 2 : numeration normale, 
astheno et/ou teratospermie. 

IV. DISCUSSION 

1. La technique de f ragmentat ion  de I 'ADN 
spermat ique  : inter~t, l imites, corre lat ion aux 
param~tres spermatiques initiaux 

a) Choix de la m~.thode util isde pour  I'~.valuation 
des  d o m m a g e s  nuc lda i res  s p e r m a t i q u e s  causds  
p a r  la c ryoconserva t ion  

Differents tests sont disponibles pour etudier I'integrit6 
de rADN spermatique. Ces tests peuvent mettre en 
6vidence une anomalie de structure de la chromatine, 
ou I'existence d'une fragmentation de I'ADN (caracterisee 
par la pr6sence de cassures simple ou double brin de 
I'ADN) signe d'apoptose. 

Plusieurs colorants permettent d'evaluer des defauts de 
condensation de la chromatine : le Feulgen [57, 58], la 
chromomycine A3 [30, 60, 70], le bleu d'aniline [4, 30, 
31] ou le bleu de toluidine. D'autres tests tentent d'etablir 
une relation entre la structure de la chromatine et sa 
fonction : test & I'acridine orange [12, 22, 34, 57], test 
<< SCSA >> (Sperm Chromatin Structure Assay) [21, 
65]. On distingue par ailleurs les tests qui evaluent la 
fragmentation de I'ADN spermatique : test << COMET 
~ (Single cell gel electrophoresis) [14, 18, 66, 67], test 
~ Nick-translation ~ [70], test TUNEL�86 

Le test de fragmentation de I'ADN spermatique que 
nous avons choisi est la technique {{ TUNEL >>, qui 
quantifie I'incorporation de nucl6otides dUTP aux 
extr6mit6s des cassures simple ou double brin de I'ADN, 
au microscope a fluorescence ou par un cytometre de 
flux. La technique TUNEL in situ, c'est-a-dire sur lame 
lue au microscope & fluorescence [9, 17, 25, 34, 63, 69, 
76] est facile a mettre en place dans un laboratoire de 
routine, ne requiert pas de mat6riel particulier et est 
peu coQteuse. De plus, elle permet d'analyser des 
prel6vements oligospermiques s6veres, puisque 300 

500 spermatozoi'des sont analys6s au microscope. 

La technique TUNEL couplee au cytometre de flux 
permet I'analyse rapide, automatisee et simple d'au 
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moins 10 000 spermatozofdes [45, 52, 53, 61,68]. II est 
possible de rendre I'analyse plus specifique en ajoutant 
un marqueur vital (l'iodure de propidium) pour distinguer 
apoptose et necrose. Neanmoins un cytometre de flux 
presente un co0t important et I'analyse requiert 
classiquement une concentration spermatique de I'ordre 
d'un million de spermatozoi'des/mL. Cette technique 
n'etait donc pas applicable dans notre etude. 

C'est donc la technique TUNEL in situ qui a ete choisie 
; cependant une mise au point adaptee aux 
prelevements oligospermiques a ete necessaire. Le 
principe a consiste a ne plus traiter rechantillon sous 
forme d'une suspension soumise successivement 
I'action de plusieurs reactifs (avec entre chaque 
traitement des centrifugations), mais a etaler le plus tSt 
possible le culot fixe sur lame puis a traiter la lame par 
les reactifs [25, 41,69]. Cette nouvelle methode, valid6e 
par le traitement en parallele de plusieurs echantillons 
par I'ancienne et la nouvelle technique, a permis 
d'analyser des patients oligospermiques severes (jusqu'& 
30 000 spermatozofdes au total). L'analyse a meme 
pu etre realisee pour une paillette de sperme decongelee 
contenant une quantite de spermatozoTdes estimee 
400. De plus cette technique est simple, rapide, non 
co0teuse et ne necessite pas d'appareillage Iourd. Elle 
peut donc s'inscrire dans la pratique d'un laboratoire 
classique de biologie de la reproduction. 

b) Limites de la technique utilis~e : manque de 
spdcif icitd 

La technique TUNEL vise & mesurer I'apoptose ; 
cependant, la distinction entre apoptose et necrose est 
parfois difficile. II est donc possible que des noyaux 
issus de spermatozoi'des necroses soient consideres 
comme fragmentes, creant ainsi une erreur par exces 
dans I'evaluation de I'effet de la congelation sur I'integrite 
de I'ADN spermatique. Nous avons effectue en parallele 
sur les prelevements decongeles des tests visant & 
mesurer le degre de necrose qui peut interferer dans 
I'evaluation de la fragmentation de I'ADN. 

�9 Est imat ion du degre de n~crose au niveau du 
noyau du spermatozoTde 

Le DAPI est un moyen indirect d'estimer la 
degenerescence de I'ADN nucleaire et donc 
d'apprehender la necrose. En effet, la fluorescence 
bleue (DAPI+) serait le temoin de I'integdte de la structure 
de I'ADN puisqu'elle provient de la liaison du 
fluorochrome aux doublets A-T de rADN. L'absence 
de fluorescence bleue (DAPI-), signe de rabsence de 
liaison du fluorochrome aux doublets A-T, ferait etat au 
contraire de la dissociation de structure de I'ADN, et donc 
de la degenerescence nucleaire [20, 39, 47, 64]. Nous 

avons d6nombr6 deux populations de spermatozofdes: 
les spermatozofdes {< DAPI+ FITC->> (structure globale 
de I'ADN nucl6aire integre, absence de fragmentation 
de I'ADN) et les spermatozofdes <~ DAPI+ FITC+ >> 
(structure globale de I'ADN nucleaire integre, presence 
de fragmentation de I'ADN). Une troisieme population 
de spermatozoTdes a 6t6 constituee par les 
spermatozoTdes << DAPI- FITC+ >> (structure globale de 
I'ADN degradee, degen6ree ; presence de 
fragmentation nucleaire). Cependant, cette troisieme 
population, quasiment absente dans le sperme entier, 
s'est revelee rare dans les prelevements decongeles (0,4 

2,7%). 

�9 Estimation du degre de necrose au niveau de la 
membrane du spermatozoi'de 

L'alteration de I'integrite de la membrane plasmique de 
la tete spermatique peut etre mise en evidence par le 
test a I'eosine-nigrosine (qui donne une estimation de 
la {< vitalite >>). 

La vitalite des spermatozofdes congel6s-decongeles a 
ete evaluee a chaque fois que la numeration spermatique 
le permettait. Cependant la technique {< classique >> 
d'evaluation de la vitalite s'est revelee irrealisable pour 
tous les prelevements decongeles des patients 
oligospermiques severes. Pour essayer neanmoins 
d'estimer le degre de necrose dans ces prelevements, 
il aurait pu etre envisageable de realiser pour chacun 
d'eux un test en milieu hypoosmotique ({{ test HOS 
>>), test qui evalue I'integrite membranaire du flagelle. 

Neanmoins, les donnees de la litterature montrent la non 
pertinence de ce test dans I'evaluation des dommages 
causes par la cryoconservation [11, 32, 44, 74]. Cette 
incoherence entre le resultat du test HOS et la vitalite 
estimee par le test a reosine-nigrosine peut etre dee au 
fait que ces deux tests explorent la conservation de 
I'integrite de la membrane plasmique awes congelation 

deux endroits differents, respectivement le flagelle 
(test HOS) et la tete (test & I'eosine), qui ne presentent 
peut-etre pas la meme sensibilite a la cryoconservation. 
II serait peut-etre judicieux de proceder a un test 
combinant les deux techniques, comme I'a explore 
I'equipe de Ducci et al. chez le lapin (<< HE test >>, test 
combine HOS et Cosine) [16]. D'une fas generale, les 
tests membranaires donnent des taux de 
spermatozoi'des {~ morts >> beaucoup plus eleves que 
les taux de spermatozo'fdes & noyaux fragmentes ; il 
existe cependant une correlation entre ces tests. 

L'ideal aurait ete de coupler ~ la technique TUNEL, qui 
explore la phase tardive d'apoptose, une etude des 
phases plus precoces, par exemple rexternalisation de 
rannexine V (<< annexin Vbinding >>). En effet, un des 
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premiers signes de I'apoptose est la translocation d'un 
phospholipide, la phosphatidyl serine, de la partie interne 

la partie externe de la membrane, phospholipide pour 
lequel I'annexine V possede une grande affinite [28, 
73]. 

c) Cor re la t ion  ent re  le taux de fragmentation de 
I'ADN et les parametres spermatiques initiaux 

Notre etude confirme rexistence d'une correlation entre 
le taux de fragmentation de I'ADN sur sperme entier et 
les differents parametres spermatiques initiaux. 

Ainsi, il existe une correlation negative entre le taux de 
fragmentation de I'ADN du sperme entier et la 
numeration spermatique. La plupart des etudes publiees 
montrent en effet que plus la numeration spermatique 
est basse, plus le taux de fragmentation est eleve [21, 
52, 63, 65, 76]. Certaines equipes cependant 
n'aboutissent pourtant pas aux memes conclusions [43, 
48]. La mobilite est egalement correlee de maniere 
inverse avec le taux de fragmentation spermatique dans 
notre etude, ce qui rejoint les observations des differents 
travaux effectues [7, 21, 63, 76]. De meme, une 
correlation positive est observee dans notre travail entre 
taux de fragmentation de I'ADN et pourcentage d'atypies 
spermatiques. Ce resultat, coherent avec les 
constatations de certaines equipes [7, 63, 65, 76] est 
cependant contradictoire avec les conclusions d'autres 
etudes [43]. Enfin la vitalite est correlee negativement 
au taux de fragmentation de I'ADN selon notre etude, 
ce qui est conforme aux observations retrouvees dans 
la litterature [63]. 

Ainsi, un prelevement spermatique presentant un taux 
eleve de fragmentation de I'ADN serait associe & des 
caracteristiques spermatiques alterees. En effet, la 
presence de fragmentation de rADN nucleaire serait 
le temoin de plusieurs processus pathologiques 
possibles (defaut dans le remodelage et la compaction 
de la chromatine, production de radicaux libres de 
I'oxygene, apoptose Iors de la spermatogenese [59, 
62]) et constituerait donc un element pejoratif en terme 
de qualite du prelevement spermatique. Donc un taux 
de fragmentation de I'ADN eleve, temoin d'un ou de 
plusieurs processus pathologiques spermatiques, serait 
associe & d'autres anomalies telles qu'une numeration 
spermatique abaissee, une mobilite diminuee, un 
nombre d'atypies augmente et/ou une vitalite amoindrie. 
Reciproquement, on peut egalement penser qu'une 
alteration des parametres spermatiques, tels que par 
exemple une mobilite diminuee ou une elevation du 
nombre d'atypies, soient le reflet d'une atteinte de 
I'integrite de I'ADN nucleaire spermatique. 

2. Effet de la congelation sur le taux de fragmentation 

de I'ADN spermatique des differents groupes de 
patients etudies. 

La premiere question qui etait le point de depart de 
cette etude etait la suivante : la cryoconservation de 
sperme, systematiquement proposee dans notre centre 
aux patients oligospermiques severes et cryptozoo- 
spermiques, est-elle deletere pour ces spermatozo'ides 
presentant des caracteristiques deja alterees 
initialement? 

a) Effet de la congdlation sur le taux de fragmentation 
de rADN spermatique des patients du groupe tdmoin 

Concernant I'impact de la congelation sur la qualite de 
I'ADN spermatique, les differentes etudes divergent. II 
est parfois difficile de comparer ces travaux entre eux 
car, d'une part la congelation du sperme ne s'effectue 
pas dans les memes conditions (migration prealable & 
la cryoconservation ou congelation du sperme entier), 
et d'autre part ils n'utilisent pas tous la meme technique 
d'evaluation de I'integrite de I'ADN. Donnelly et al. [15] 
ont ainsi montre que I'integrite de rADN spermatique, 
evaluee par le test {< COMET >>, n'est pas modifiee 
par la cryoconservation chez les patients fertiles (ce 
qui n'est pas le cas chez les patients infertiles), rejoignant 
les observations d'lsachenko et al. [37]. Duru et al. [17] 
ainsi que Paasch et al. [53] presentent les memes 
conclusions, en utilisant la methode TUNEL in situ [17] 
ou couplee & la cytometrie de flux [53]. Au contraire, les 
etudes evaluant rinfluence de la congelation a I'aide 
du test & racridine orange ont rapporte un effet deletere 
de la cryoconservation sur les spermes temoins [12, 
65]. De meme, les etudes evaluant I'etat de compaction 
de la chromatine apres cryoconservation observent un 
effet plut6t nefaste de ce procede sur I'integrite de 
I'ADN, que I'evaluation soit faite en utilisant le bleu 
d'aniline [30] ou le Feulgen [57]. 

Dans notre etude, le taux de fragmentation de I'ADN du 
sperme migre-congele-decongele etait diminue par 
rapport a celui du sperme entier dans le groupe temoin. 
Or le sperme subit prealablement & la congelation une 
migration. II etait donc difficile de distinguer la 
responsabilite de la selection par le gradient de densite 
de celle de la congelation dans I'amelioration de la 
fragmentation evaluee apres rensemble du processus. 
C'est pourquoi, dans un second temps, nous avons 
determine le taux de fragmentation dans les trois 
situations, sperme entier, apres migration ainsi qu'apres 
congelation-decongelation sur des echantillons 
numeration normale. 

Nous avons ainsi montre que la migration ameliore la 
fragmentation de I'ADN spermatique. II semblerait donc 
que dans le groupe temoin, la migration prealable a la 
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congelation favorise la selection des spermatozdfdes non 
<< fragmentes >>, abaissant ainsi le taux de fragmentation 
du migrat, et qu'ensuite la congelation conduise & une 
augmentation de ce taux mais cependant moderee, de 
telle sorte que le taux de fragmentation apres 
decongelation se revele inferieur au taux initial. Ainsi, 
globalement, le processus de cryoconservation ne paraft 
pas presenter d'effet deletere sur I'integrite de I'ADN 
spermatique des spermes temoins ; de plus la migration 
prealable pourrait ameliorer la resistance du sperme 

la congelation, du fait de la selection de sperma- 
tozoi'des les plus mobiles et presentant un taux de 
fragmentation moindre. 

Si on reprend les donnees de la litterature 
prec~demment citees, on constate que darts toutes les 
etudes qui montrent une absence d'influence de la 
cryoconservation sur I'integrite de I'ADN [15, 17, 37, 
53] le sperme est congele aprCs avoir subi une migration 
prealable (& travers un gradient de densite ou par ~ 
swim-up >>). On citera en particulier le travail de Donnelly 
et  al. [15] qui aboutit & des conclusions identiques & nos 
observations. Dans les travaux qui mettent en evidence 
un effet deletere de la cryoconservation sur le sperme 
[12, 30, 57, 65], on remarque que le sperme est congele 
sans migration prealable. 

Au total, la congelation ne semble pas presenter d'effet 
deletere notable sur la fragmentation de I'ADN des 
spermes normaux, observation rassurante car ceux-ci 
correspondent a la grande majorite des spermes 
cryoconserves (autoconservation avant traitement 
sterilisant, don de sperme). 

b) Effet de la cong#.lation sur le taux de 
fragmentation de I'ADN spermatique des patients 
pr#sentant des param#tres spermatiques al t~r#.s 

Peu d'etudes s'interessent & I'influence de la congelation 
sur I'integrite de I'ADN des spermes alteres. II s'agit le 
plus souvent de patients << infertiles >> (compares 
des patients fertiles ou a des donneurs de sperme) 
mais qui ne presentent pas forcement des perturbations 
importantes du spermogramme. La majorite de ces 
etudes confirme cependant qu'il existe un effet deletere 
de la cryoconservation sur le sperme de ces patients 
[14, 15] (technique COMET), [30] (test au bleu d'aniline), 
effet observe que le sperme ait subi une migration 
prealable [14, 15] ou non [30]. Seules deux etudes 
concluent au contraire a I'innocuite de la 
cryoconservation sur I'integrite de I'ADN spermatique 
; elles concernent en fait pour I'une, des patients dits << 
infertiles >> (compar6s a des patients fertiles) mais 
presentant une numeration normale [17], et pour I'autre 
des patients << subfertiles >> dont les caracteristiques 
spermatiques ne sont pas explicitement mentionnees 

[18]. 

Notre travail montre que la cong61ation presente un 
effet d616tere sur la fragmentation de I'ADN Iorsque le 
sperme est alter6, qu'il s'agisse d'une asthenospermie 
et/ou d'une teratospermie associee(s) a une numeration 
normale (groupe 2), d'une oligospermie moderee 
(groupe 3) ou severe (groupe 4). Dans le groupe 2, 
apres migration, le taux de fragmentation diminue par 
rapport au taux initial, puis s'eleve apr~s congelation & 
un taux superieur a celui du sperme entier, resultats 
en accord avec ceux de Donnelly et al. [14, 15]. 

A notre connaissance, il existe une seule etude, recente, 
dans la litterature evaluant I'influence de la cryocon- 
servation sur la fragmentation de I'ADN spermatique de 
patients oligospermiques severes [13]. L'equipe observe 
ainsi une elevation du taux de fragmentation nucleaire 
(technique TUNEL) apres cryoconservation, mais aussi 
bien dans le groupe de patients normospermiques que 
dans le groupe de patients oligospermiques. Cependant 
I'absence de migration prealable a la congelation ne 
permet pas de comparer ces resultats avec ceux de 
notre etude. 

Notre travail montre un effet deletere de la cryocon- 
servation sur la fragmentation de I'ADN des spermes 
presentant des numerations tres basses : 10,7% (sperme 
decongele) versus 7,6% (sperme entier) darts le groupe 
de patients oligospermiques moderes et 15,2% versus  

8,7% dans le groupe de patients oligospermiques 
severes. Cependant, cet effet deletr reste modere. 
Notons que seulement un tiers des patients des groupes 
3 et 4 (10/28) presente un taux de fragmentation de 
I'ADN apres decongelation superieur & la valeur 
correspondant au 95eme percentile (13%). 

D'autre part, si on s'interesse plus particulierement 
I'evolution du pourcentage de fragmentation de I'ADN 
apres cryoconservation des spermatozdides des patients 
oligospermiques severes (groupe 4), qui correspondent 

la population candidate a I'autoconservation de 
paillettes dites de secours, on constate que la numeration 
spermatique de depart n'est pas predictive de I'alteration 
de I'integrite de I'ADN induite par la congelation. Ainsi, 
pour le patient presentant les parametres spermatiques 
les plus severement alteres de notre etude (numeration 
totale a 0,096 M/ejaculat, mobilite progressive a 2%), 
le taux de fragmentation de I'ADN n'augmente que de 
5% apres cryoconservation (passant de 15,5 a 20,8%). 
Singulierement, le prelevement spermatique qui semble 
le plus affecte par le processus de congelation (pour 
lequel le taux de fragmentation de I'ADN s'eleve & 
25,6% apres decongelation contre 8,7% dans le sperme 
entier) correspond a un patient presentant les 
caracteristiques spermatiques les moins severement 
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perturbees du groupe 4 (numeration totale a 3,64 
M/ejaculat, mobilite progressive a 22%). 

Ainsi, il n'est pas possible de predire si la 
cryoconservation sera deletere ou non dans les cas 
d'alterations les plus severes des parametres 
spermatiques. Neanmoins, seule la poursuite de I'etude 
sur un plus grand nombre de patients oligospermiques 
severes permettrait de confirmer cette hypothese. 

En conclusion, la cryoconservation entrafne des 
dommages nucleaires sur les spermatozofdes des 
patients presentant des caracteristiques spermatiques 
alterees, cela m~me si une migration prealable permet 
la selection des spermatozofdes les moins fragmentes. 
Cependant cet effet reste modere. 

La ~{ resistance >> du sperme ~ la cryoconservation 
semble ~tre dependante des caracteristiques 
spermatiques initiales : plus le patient presente des 
anomalies au spermogramme, plus ses spermatozo'ides 
seront sensibles aux dommages nucleaires induits par 
la cryoconservation, qui ne semblent neanmoins pas si 
alarmants d'apres les resultats de cette etude. 

Cependant il faut garder ~ I'esprit que la technique 
TUNEL met en evidence des spermatozofdes 
apoptotiques, mais seulement a un stade tardif de ce 
phenomene. II est probable que les prelevements 
cryoconserves contiennent des spermatozo'fdes {{ 
moribonds >>, dans la phase precoce du processus 
apoptotique, non detectes par la technique TUNEL. On 
pourrait envisager d'ameliorer la sensibilite de la 
technique de detection des spermatozo'fdes apoptotiques 
en couplant I'analyse de fragmentation de I'ADN en 
technique TUNEL a un autre test de depistage d'une 
phase plus precoce de I'apoptose, comme le marquage 

I'annexine V. 

Un autre point important & souligner est que I'analyse 
de la fragmentation d'ADN a ete realisee sur rensemble 
de la population spermatique presente, comprenant 
donc des spermatozo'fdes mobiles ou non. Or les 
spermatozoTdes qui sont utilises en ICSI sont les 
spermatozoTdes mobiles, ou vivants au test HOS en cas 
d'absence totale de mobilit& II est donc vraisemblable 
que le taux de fragmentation correspondant aux 
spermatozofdes mobiles, ou du moins {{ HOS + >>, qui 
sont injectes en ICSI, est inferieur au taux de 
fragmentation evalue sur I'ensemble du prelevement. 

3. Interet pronostique de I'evaluation de la 
fragmentation de I'ADN spermatique avant et apr~s 
cryoconservation darts la prise en charge des 
patients en AMP 

La deuxieme question qui se posait etait la suivante: fait- 
on perdre des chances aux couples en ICSI en utilisant 

de tels spermatozofdes cryoconserves ? 

II est plus difficile de repondre avec certitude & cette 
interrogation, a laquelle nous ne pouvons apporter que 
quelques elements de reponse. II n'est pas clairement 
etabli qu'une elevation moderee des taux de 
fragmentation de I'ADN compromette necessairement 
I'issue des ICSl. Cette question reste encore tres 
debattue [1, 7, 9, 26, 60, 62, 68, 69]. 

Peu de travaux ont etudie I'impact de I'utilisation de 
spermatozofdes ejacules puis cryoconserves dans le 
cadre d'une oligospermie severe sur I'issue des 
tentatives d'ICSl effectuees dans un tel contexte. On peut 
neanmoins se baser sur I'experience des tentatives 
d'ICSl realisees avec des spermatozdfdes epididymaires 
ou testiculaires cryoconserves. Les travaux de Friedler 
[24, 23], Palermo [54], Ben Yosef [8], Ron-EI [50], Cayan 
[10] et Tournaye [71] montrent ainsi que la congelation 
ne presente pas d'effet nefaste en terme de fecondation, 
clivage, grossesse evolutive par rapport aux ICSl 
realisees avec des spermatozofdes ~{ frais >>. Deux 
etudes assez recentes confirment que la cryocon- 
servation de spermatozofdes epididymaires et 
testiculaires ne semble pas faire perdre de chances 
aux couples beneficiant d'une telle prise en charge [33, 
72]. 

Peu de donnees ont ete publiees sur I'influence de la 
congelation sur les resultats des ICSI realisees avec des 
spermatozofdes cryoconserves chez des patients 
oligospermiques severes. L'equipe de Lahav-Baratz 
[42] montre que les ICSl realisees avec le sperme 
prealablement cryoconserve donnent des resultats 
comparables en terme de taux de fecondation, de 
grossesse clinique et d'implantation & ceux des ICSI 
pratiquees a I'aide de spermatozoYdes {< frais >> 
retrouves le jour de la tentative. Les resultats d'une 
etude multicentrique menee aupres de 6 centres d'AMP 
au sujet de la prise en charge des cryptozoospermies 
et des oligospermies extremes [2, 5] montrent que sur 
les 9 tentatives d'lCSI (sur 235 etudiees au total) 
realisees avec des spermatozo'ides cryoconserves issus 
de <~ paillettes de secours >>, une grossesse a abouti 

la naissance d'un enfant bien portant. Cependant le 
faible effectif de tentatives realisees avec des 
spermatozofdes congeles dans cette serie ne nous 
permet pas d'en tirer des conclusions. 

II est donc difficile de preciser si I'augmentation du taux 
de fragmentation de I'ADN induite par la cryocon- 
servation compromet I'issue des ICSI realisees avec ces 
spermes tres pathologiques. 

Au total, tous ces elements sont plutet en faveur de la 
pratique de I'autoconservation de sperme chez les 
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pat ients  o l i g o s p e r m i q u e s  severes ,  pour  l esque ls  la 

constitution de ces pail lettes << de secours ~ presentent  

un benef ice certain, pu isque dans un pourcen tage  non 

neg l igeable  de cas, e l les peuvent  etre ut i l isees le jour  

de la tentat ive pour  pal l ier  I ' azoospermie  t rans i to i re  

auque l  le pat ient peut etre confronte le jour  de I'ICSI. 

Enfin, il faut soul igner  I ' inter~t psycho log ique important  

de la const i tut ion de ces pail lettes, qui permet ten t  de 

rassurer  les patients, moins st resses ~ I ' idee du r isque 

et des consequences  d 'une  azoospermie  le jour  de la 

tentat ive. Le p re levement  de sperme ef fectue dans  un 

tel con tex te  psycho log ique  le jour  de I ' ICSI pourra i t  

ainsi meme s 'en t rouver  amel iore. 

Notes 

* << a ~ �9 spermatozoTdes mobi les progressi fs  rapides 

<< b >> �9 spermatozo'i 'des mobi les progressifs {{ lents >> 

** la dichotomie entre les 2 derniers groupes de patients 

o l igospermiques  repose sur  un seuil << cr i t ique >> de 

numerat ion totale spermat ique  f ixe dans cet te e tude 

5 mil l ions de spermatozoTdes/ejaculat .  
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ABSTRACT 

Influence of cryopreservation on DNA fragmentation 
for normal to severely altered sperm 

Cdlia SABBAGH, Martine ALBERT, Franqois VIALARD, 
Ibrahim HAMMOUD, Marianne BERGERE, Vincent 

DELABROYE, Denise MOLINA-GOMES, Marc BAILLY, 

Raoul LOMBROSO, Jacqueline SELVA 

positively select spermatozoa, accelerating elimination 
of senescent spermatozoa by necrosis, so that early 
apoptotic spermatozoa from fresh ejaculate are not found 
in thawed samples. 

These results, that need to be completed by a study on 
a larger sample of oligospermic patients, encourage us 
to continue cryopreserving severely altered sperms. 

Key-Words: sperm cryopreservation, severe 
oligozoospermia, DNA fragmentation, TUNEL, spermatic 
migration, ICSI 

Ejaculated sperm cryopreservation can be proposed in 
the course of an ART procedure, particularly in the case 
of severe oligozoospermia likely to deteriorate. The aim 
of this study was to evaluate the influence of the freezing- 
thawing process on sperm DNA fragmentation (analysed 
by the TUNEL technique). 

The first step of this work consisted of adapting the 
TUNEL technique to perform this analysis on very poor 
quality sperm. A study was then performed on 72 patients 
divided into 4 groups according to their spermatic 
characteristics: group 1 [n=20] ("normal" parameters 
according to WHO), group 2 [n=24] (normal sperm count 
associated with asthenospermia and/or teratospermia), 
group 3 [n--16] (total sperm count between 5 and 20 M) 
and group 4 [n---12] (total sperm count below 5 M). 
Spermatic parameters and DNA fragmentation (performed 
by TUNEL in situ technique, 400 spermatozoa read per 
slide) were evaluated on raw semen - for all patients -, raw 
migrated sperm - for patients of group 1 and 2 -, migrated 
frozen-thawed sperm - for all patients-. 

A TUNEL technique adapted to oligospermic samples 
was developed, manipulating spermatozoa directly on 
the slide rather than in suspension, to limit spermatic 
sample loss. After the whole migration-freezing-thawing 
process, the mean DNA fragmentation rate decreased 
for patients in group 1 (2.9 vs 5.1%, p<0.0001) whereas 
this rate increased for patients in groups 2 (10.5 vs 6.8%, 
p<0.0001), 3 (10.7 vs 7.6%, p<0.05) and 4 (15.2 vs 8.7%, 
p<0.005). DNA fragmentation rates from thawed samples 
were also correlated with initial spermatic parameters. At 
the intermediary step, migration decreased DNA 
fragmentation rate in comparison with raw semen rate in 
both groups (1.9 vs 4.7% [p<0.05] in group 1 ; 2.5 vs 5.4% 
[p<0.05] in group 2). 

DNA fragmentation rate decreases after migration and 
then increases after freezing-thawing so that this rate is 
lower than the raw semen rate for "normal" sperms and 
higher than the raw semen rate for altered sperms. 
Nevertheless, this DNA damage induced by 
cryopreservation on altered sperms remains moderate. 
Sperm "resistance" to cryopreservation also appears to 
depend on spermatic parameters. Cryopreservation may 
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