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RESUME 

Des travaux recents ont d~montr~ I'int~ret d'etudier la 
morphologie fine des spermatozo'ides mobiles au gros- 
sissement x l0000 .  Cette technique d'observation accor- 
de une importance toute particuliere b la morphologie du 
noyau dont les anomalies pourraient refl&ter des altera- 
tions de I 'ADN. Notre travail avait pr~cis~ment pour 
objectif de combiner  cette approche morphologique & un 
test de fragmentat ion de I 'ADN pour en ~valuer I ' impact 
sur les r~sultats en f~condation in vitro (FIV) et en injec- 
tion intra cytoplasmique d'un spermatozo'ide (ICSI). 
L'~tude a port~ sur 52 couples inclus en FIV ou en demi 
FIV - demi ICSI, presentant tous des spermes normaux 
ou subnormaux en termes de numeration, mobilit~ et 
morphologie standard. Le jour de la tentative, pour 
chaque patient ~taient real ists une analyse morpholo- 
gique fine et un test de fragmentation de I 'ADN. 

L'analyse des r~sultats a mis en evidence une valeur seuil 
de 8% de spermatozo'ides b morphologie fine normale au- 
dessous de laquelle un ~chec complet de f~condation en 
FIV intervient dans 40% des cas. Le d~veloppement 
embryonnaire pr~coce de J2 b J3 ne parait pas ~tre 
influencd par la morphologie du spermatozo'ide. II appa- 
rait dgalement une corr61ation ndgative entre le taux de 
spermatozo'fdes b morphologie nucldaire normale et le 
taux de fragmentat ion de I 'ADN. Ces r(~sultats laissent 
entrevoir un inter~t pronostique pour ces techniques 
dans les ~checs de FIV. 

I. I N T R O D U C T I O N  

De nombreux travaux ont ete consacres & rimportance de 
la morphologie spermatique comme facteur pronostique 
du potentiel de fecondation in vitro. Pour certains auteurs, 
sa valeur predictive est tres faibte, voire nulle. Pour d'aut- 
res, elle serait le meilleur parametre predictif independant 
[12]. L'une des principales raisons de ces resultats contra- 
dictoires reside dans la variabilite des criteres d'evaluation 
de la morphologie des spermatozo'ides [15]. En FIV clas- 
sique, differentes etudes montrent que des teratozoosper- 
mies severes, portant notamment sur racrosome et la 
region post-acrosomique, sont associees & des retards ou 
des echecs de fecondation, des anomalies du developpe- 
ment embryonnaire preimplantatoire et de faibles taux de 
grossesses evolutives. 

L'avenement de rlCSI a constitue une avancee majeure 
dans le traitement de I'infertilite masculine, permettant rob- 
tention de fecondations et de grossesses chez des 
patients en echec de FIV classique ou ayant des parame- 
tres spermatiques, notamment morphologiques, tres alte- 
res. Mis & part les cas particuliers d'anomalies specifiques 
de la majorite des tetes spermatiques ou de dyskinesies 
flagellaires generalement associes ~l des echecs de fecon- 
dation, le caractere predictif de la morphologie sperma- 
tique reste controvers~ s'agissant des resultats de I'ICSI. 
Ce parametre semble neanmoins avoir son importance et 
la micro-injection implique la selection de spermatozofdes 
ayant la morphologie la plus normale possible au vu de ra- 
nalyse qu'autorise le faible grossissement utilise. 
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Pour autant, les anomalies eventuelles de la structure fine 
de spermatozo'ides d'apparence normale restaient inacces- 
sibles ~ I'analyse en temps reel et etaient du seul ressort de 
techniques, telles que la microscopie electronique, necessi- 
tant une fixation prealable. A cet egard, les travaux de 
Bartoov et al. [2] ont constitue une avancee remarquable. 
Cette equipe a mis au point un systeme optique permettant 
d'analyser & tres fort grossissement (x6600 & x12500) la 
morphologie fine, notamment nucleaire, des spermatozo'(- 
des et de selectionner pour I'ICSI les plus normaux possi- 
bles d'apres des criteres ultramorphologiques pre-etablis. 
Ceux-ci tiennent compte en particulier des caracteristiques 
morphometriques et du contenu du noyau. Ainsi, la visuali- 
sation de vacuoles nucleaires peut etre associee ~ des are- 
rations de type fragmentation ou decondensation & I'origine 
d'une instabilite chromatinienne et donc, entre autres 
consequences, une influence possible sur le developpe- 
ment embryonnaire. En effet, la plupart des auteurs s'ac- 
cordent sur une correlation negative entre la fragmentation 
de I'ADN des spermatozofdes et le potentiel implantatoire 
de rembryon. 

L'objectif du present travail etait de combiner ces deux 
approches, & savoir I'analyse morphologique fine des sper- 
matozo'fdes et I'evaluation du taux de fragmentation de 
rADN spermatique et d'etudier leur impact sur les resultats 
de FlY et d'ICSI. 

II. MATERIELS ET MI=THODES 

1. Patients 

L'etude, realisee au centre d'AMP du CHU de Strasbourg 
(Service de Biologie de la reproduction, CMCO-SIHCUS), 
concerne des couples presentant un sperme normal ou 
subnormal (criteres classiques de numeration, mobilite et 
morphologie selon Kruger) inclus en FIV ou en demi FIV- 
demi ICSI apres echecs repetes d'inseminations intra-uteri- 
nes. 

Les patientes ont ete traitees selon un schema classique de 
desensibilisation par analogue du GnRH (Decapeptyl | ou 
Suprefact 4b) en protocole long puis stimulation par FSH 
recombinante (GonalF| ou Puregon| La preparation du 
sperme, recueilli au laboratoire, a ete effectuee par centri- 
fugation sur gradient de densite & deux couches (40% - 
80%) de SpermFilter4b. Le recueil ovocytaire a ete effectue 
par ponction transvaginale echo-guidee et les techniques 
habituelles, decrites dans la litterature, ont ete mises en 
oeuvre pour la fecondation in vitro et I'injection intracyto- 
plasmique de spermatozoide. Dans le cas des demi FIV- 
demi ICSI, les complexes cumulo-ovocytaires sont etales 
en boftes de petri et examines au microscope inverse pour 
determiner leur stade de maturite nucleaire. Seuls les ovo- 
cytes au stade de metaphase II, atteste par la presence du 
premier globule polaire, sont retenus et repartis aleatoire- 
ment pour une moitie en FIV et pour I'autre moitie en ICSI. 

La fecondation est contr61ee 14 a 18 heures apres I'insemi- 
nation ou I'injection par I'observation detaillee des zygotes 
obtenus. Les elements morphologiques pris en compte sont 
le hombre et la distribution des nucleoles dans les pronu- 

clei, la position, 1'61oignement, les dimensions comparees 
des deux pronuclei, et les caracteristiques cytoplasmiques 
(concentration, vacuoles). Le clivage precoce est contrSle 
entre la 25eme et la 27eme heure. La vitesse de clivage et 
la morphologie embryonnaire (nombre et taille relative des 
blastomeres, taux de fragmentation) sent evaluees & J2 et 
J3 apres le recueil ovocytaire. 

Les transferts embryonnaires sont realises & J3 et impli- 
quent un ou deux embryons. Le choix des embryons ~l 
transferer tient compte des parametres morphologiques 
observes a J3, de la cinetique de clivage J2-J3 et de la 
morphologie des zygotes. Les embryons surnumeraires 
sent congeles selon un protocole classique de congelation 
lente. L'obtention d'une grossesse est mise en evidence par 
un dosage serique de r~hCG quinze jours awes le transfert. 

2. Analyse morphologique des spermatozo'ides 

Pour chaque patient, la morphologie des spermatozofdes 
capacites est evaluee : 

�9 par un spermocytogramme classique : frottis colore au 
Diff-Quik | avec lecture selon les criteres stricts de 
Kruger; 

�9 par une analyse fine (MSOME ou motile sperm organel- 
le morphology examination), au tres fort grossissement, 
selon les criteres de Bartoov et al. [3]. 

Le systeme optique utilise est un microscope inverse 
contraste interferentiel de Nomarski (Leica DMIRE 2 HC) 
equipe d'un zoom variable (VarioC-mount) couple & une 
camera video et un moniteur ceuleurs de haute resolution. 
L'utilisation de robjectif x l 00  a immersion permet un gros- 
sissement final a I'oculaire de x1500 et, sur moniteur, de 
x2200 ~ x12500. L'observation est effectuee sur une goutte 
de 3 pl de sperme capacite sous huile, dans une bo~te 
Willco| a fond en verre d'epaisseur 0,17 IJm (GWSt-1000; 
BioSoft International). La goutte de sperme, dont la concen- 
tration est ramenee & une valeur maximale de 1 million de 
spermatozofdes/ml, est diluee dans 3 IJI de PVP prealable- 
ment refroidi a 4~ Le pourcentage de formes normales 
selon Bartoov est etabli sur un nombre total de 100 & 150 
spermatozofdes mobiles. 

3. Analyse de la fragmentation de I'ADN des 
spermatozo'ides 

Le taux de spermatozofdes ~ ADN fragmente est determine 
& I'aide du kit Halosperm | (laboratoires INDAS) faisant 
appel & la technique SCD (sperm chromatin dispersion test) 
[9]. La concentration du sperme etudie doit etre ramenee, le 
cas echeant apres dilution dans du milieu de culture 
(Ferticult IVF), & une concentration comprise entre 5 et 10 
millions de spermatozofdes/ml. Un echantillon de 60 pl est 
alors homogeneise, en tube eppendorf, avec 100 pl d'aga- 
rose 1% & bas point de fusion prealablement liquefie au 
bain-marie & 90~ et equilibre pendant 5 minutes & I'etuve 

37~ 

Une goutte de 50 pl du melange sperme-agarose est depo- 
see sur une lame de verre pre-traitee (agarose 0,65% 
seche & 80~ refroidie a 4~ puis recouverte d'une lamel- 
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le 24 x 60 mm. La lame ainsi prepar6e est remise a 4~ 
pendant 5 minutes, temps necessaire & la gelification de 1'6- 
chantillon. La lamelle est ensure retiree puis la lame, main- 
tenue horizontale, est incubee successivement, a temp6ra- 
ture ambiante, pendant 7 minutes dans une solution acide 
d~naturante (HCI 0,08N) et pendant 25 minutes dans une 
solution de deprot~inisation (Tris 0,4M, DTT 0,8M, SDS 1%, 
EDTA 50mM). Apr~s rin()age a I'eau distillee, la preparation 
est fixee dans trois bains successifs (2 min chacun) d'6tha- 
nol a 70%, 90% et 100% avant coloration (8 min) dans une 
solution de Wright dilu6e de moiti6 en tampon phosphate. 
L'observation au microscope & I'objectif x l00 & immersion 
permet de distinguer : 

les t~tes spermatiques entourees d'un halo d'epaisseur 
superieure au tiers du petit diametre du noyau, qui cor- 
respondent aux spermatozoides sans ADN fragment6; 

les t6tes spermatiques ne presentant pas de halo peri- 
pherique ou entourees d'un halo d'~paisseur inferieure 
ou egale au tiers du petit diametre du noyau, qui cor- 
respondent aux spermatozo/des avec ADN fragment~. 

Le pourcentage de spermatozo/des ~ ADN fragmente est 
etabli apres observation de 500 cellules. 

4. Analyse statistique 

Les resultats sont exprimes en moyennes _+ ecart-types et 
en pourcentages. L'analyse de variance a ~t~ utilisee pour 
comparer les moyennes et le test du chi 2 pour les pourcen- 
tages. Le niveau de significativite a ~t~ fixe a p < 0,05. 

III. R#SU LTATS 

1. R(~sultats generaux 

Cette etude a concerne cinquante-deux couples, d'~ge 
moyen 34,3 _+ 3,9 ans pour les femmes et 36,0 _+ 4,7 ans 
pour les hommes, inclus dans 13 cycles de FIV et 39 cycles 
de demi FIV - demi ICSI. Les 46 transferts embryonnaires 
(TE) effectu~s (88,5% de TE par ponction) ont permis d'ini- 
tier 14 grossesses, soit un taux global de 30,4% de gros- 
sesse par TE et 26,9% de grossesse par ponction. Le nom- 
bre total d'ovocytes en m6taphase II recueillis 6tait de 408, 

Tableau 1 : Rdsultats gdndraux. 

soit une valeur moyenne de 7,9 par ponction. Les taux de 
fecondation et d'evolution embryonnaire de J2 a J3 etaient 
respectivement de 59,3% et 69,0% (Tableau 1). 

2. Impact de la morphologie fine des spermatozo'ides sur 
la fdcondation et le d~veloppement embryonnaire 

L'analyse de la morphologie fine a et6 r~alisee pour un 
nombre total de 6190 spermatozo'fdes issus de 52 ~jacu- 
lats. 86,6% des spermatozo'/des pr~sentaient au moins 
deux vacuoles nucl6aires, isol~es (44,2%) ou associees 
d'autres anomalies (42,4%) qui sont principalement : des 
restes cytoplasmiques, des bases anormales et des angu- 
lations. Le pourcentage de spermatozo'fdes & morphologie 
nucleaire normale, c'est-a-dire ayant moins de deux vacuo- 
les nucl6aires associ6es ou non a d'autres anomalies n'af- 
fectant pas le noyau, ~tait de 13,4%. Peu de spermatozoi- 
des (8,0%) ne presentaient aucune anomalie morpholo- 
gique. L'analyse des resultats a mis en 6vidence une valeur 
seuil de 8% de spermatozoides a morphologie fine norma- 
le au-dessous de laquelle il existe une diff6rence significati- 
ve entre les taux de fecondation en FlY et en ICSI, un echec 
complet de fecondation en FlY intervenant alors dans 40% 
des cas (Tableau 2). 

Le developpement embryonnaire precoce de J2 a J3 ne 
paraTt pas cependant ~tre influence par la morphologie fine 
du spermatozo'/de. II en est de m~me pour les taux de gros- 
sesse, respectivement de 34,6% et 25% dans les groupes 
spermatozo'ides a morphologie fine normale < 8% et -> 8% 
(diff6rence non significative). 

3. Etude de la fragmentation de I'ADN spermatique 

Les valeurs de fragmentation de I'ADN spermatique obte- 
nues pour les cinquante-deux echantillons de sperme 
recueillis sont comprises entre 1,1% et 33,6% avec une 
valeur moyenne de 15,3_+7,5%. 

L'analyse des resultats a montre une correlation positive, & 
la limite de la significativite (p<0,07), entre le taux de sper- 
matozo'/des & ADN fragmente et le pourcentage de sper- 
matozoides de morphologie fine globale anormale (Tableau 
3). En revanche, les taux de spermatozoides & morphologie 

ovocytes taux 
technique mdtaphase embryons taux de embryons d'dvolution transferts 

II J2 fdcondation J3 J2~ embryonnaires grossesses 

FIV 
67 42 62,7 29 69,0 9 1 (n=13) 

FIV 182 79 43,4 51 64,5 demi 
FIV- 
demi 
ICSI 

(n=39) ICSI 159 121 76,1 87 71,9 

6 TE FIV 3 
22 TE ICSI 8 

9 TE FIV+ICSI 2 

Total 408 242 59,3 167 69,0 46 14 
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Tableau 2 : Impact  de la morphologie fine des spermatozoTdes sur la fdcondation et le d~veloppement embryonnaire. 

% spz & nb % % % % 
morphologie  de fdcondat ion f~condation p dvolution dvolution 
fine normale cas en FIV en ICSI en FIV en ICSI 

P 

< 8 % 30 36,7 a 75,9 b <0,001 72,2 c 69,9 d ns 

> 8 % 22 65,7 a 76,3 b ns 61,2 c 74,1 a ns 

a : p < 0,05 ; b, c, d : non signif icatif(ns).  

Tableau 3 : Morphologie fine et fragmentation de I 'ADN 
spermatiques.  

% spz a ADN nombre de % spz ~ % spz & morphologie 
rnorphologie fine fine nucldaire normale fragmental spz analys~s globale normale 

< 20 % 3068 7,0" 49,3 b 

_> 20 % 1606 5,5 a 41,7 ~ 

a : ns; b : p < 0,01. 

fine nucl6aire normale, c'est-~i-dire comportant moins de 
deux vacuoles nucleaires associ~es ou non ~ d'autres ano- 
malies morphologiques, sont significativement differents 
selon que le pourcentage de spermatozoides ~ ADN frag- 
mente est inf~rieur ou superieur a 20% (respectivement 
49,3% et 41,7%). 

Aucune relation statistiquement significative n'a ~te mise en 
6vidence entre le taux de fragmentation de I'ADN et les taux 
de fecondation et de d~veloppement embryonnaire pr~co- 
ce, que ce soit en FIV ou en ICSI. 

IV. D ISCUSSION 

L'impact de la morphologie spermatique sur les resultats en 
AMP est une problematique loin d'etre r6solue. L'analyse 
bibliographique fait etat de donn~es contradictoires quant 
rinfluence de la forme des spermatozo~des sur les taux de 
fecondation, de developpement embryonnaire pr6coce, 
d'implantation et de grossesse clinique [7, 8, 16]. Les r6sul- 
tats varient 6galement selon la technique consid6ree (FIVc 
ou ICSI) et suivant les definitions de la normalite morpholo- 
gique des spermatozoldes. 

A la suite des travaux de Bartoov et al. [2], nous avons tent6 
d'6valuer le r61e de la morphologie fine des spermatozo'(des 
en FlVc et en ICSI. Les criteres retenus pour I'observation 
des spermatozo(des sont issus de I'analyse ultramorpholo- 

gique quantitative qui combine les resultats de la microsco- 
pie 61ectronique a transmission pour la structure interne du 
caryoplasme et ceux de la microscopie & balayage pour la 
structure externe de la t~te spermatique. Ainsi, I'analyse du 
noyau tient compte du contenu chromatinien et de parame- 
tres morphom6triques. II doit presenter un contour r6gulier, 
de forme ovale et sym6trique, avec un grand axe et un petit 
axe mesurant respectivement 4,8 + 0.3 IJm et 3,3 + 0.2 IJm. 
La chromatine doit ~tre homogene, sans invaginations ni 
extrusions, comportant au plus une vacuole qui n'exc~de 
pas 4% de la surface du noyau. 

Pour les patients etudies, qui ont tous un sperme normal ou 
subnormal selon les criteres morphologiques de Kruger, les 
pourcentages moyens de spermatozo'ides a morphologie 
fine globale et nucleaire normales selon Bartoov etaient 
respectivement de 8,0%+5,3% et 13,4%+_3,9%. 

Bartoov et al. [3] ont realise une etude prospective sur 100 
couples pris en charge en ICS] dans laquetle ils ont analy- 
s6, pour chaque sperme, 100 spermatozoides mobiles non 
utilis~s pour I'ICSI et d'apparence normale au faible gros- 
sissement habituellement employ6 pour la micro-injection. 
IIs ont mis en evidence que les pourcentages moyens de 
spermatozo'l'des globalement normaux et de noyaux sper- 
matiques normaux ~taient respectivement de 3,3% el 
26,8%. 

Ces donn~es vont dans le sens des r6sultats que nous 
avons obtenus, a savoir I'absence de toute corr61ation entre 
la morphologie fine et I'analyse morphologique selon les cri- 
t~res normalis~s de I'OMS. II convient de noter que, dans 
notre etude, les spermatozo'l'des analyses par MSOME ne 
sont pas pr6s61ectionn6s au faible grossisement. Par 
ailleurs, nous nous sommes int6ress6s uniquement au~ 
spermatozo'l'des mobiles, c'est-~l-dire une fraction particu- 
li6re de la population analys6e par un spermocytogramme. 
Ces considerations rendent compte, du moins en partie. 
des differences observees. 

La correlation de ces donnees aux resultats des tentatives 
de FIVc (FIV ou demi FIV-demi ICSI) nous a permis de met- 
tre en evidence des taux de f6condation significativemenl 
differents selon que le pourcentage de spermatozoides ~= 
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morphologie fine globale normale etait inferieur ou supe- 
rieur & 8% (respectivement 36,7% et 65,7%). De plus, au- 
dessous de cette valeur seuil, un echec complet de fecon- 
dation en FlY est intervenu dans 40% des cas. 
L'interrogation de la base de donnees Medline ne fait res- 
sortir & I'heure actuelle aucune publication & ce sujet. Notre 
etude permet ainsi une approche nouvelle de la notion de 
pourcentage seuil de spermatozo'ides de forme normale 
pour la fecondation en FIV, deja mise en evidence par I'a- 
nalyse morphologique classique selon les criteres stricts de 
Kruger et evaluee entre 4 et 14% selon les auteurs. Les 
taux d'evolution embryonnaire de J2 & J3 et de grossesse 
ne paraissent pas en revanche influences par la morpholo- 
gie fine des spermatozo ides .  Ce resultat va dans le sens de 
I'etude pr inceps  realisee par Terriou et al. [19] et qui mon- 
trait que les scores embryonnaires, les taux d'implantation, 
de grossesse par transfert et de naissances normales n'e- 
taient pas correles ~ la teratospermie en FlY classique. 

Lorsque le pourcentage de spermatozofdes a morphologie 
fine normale est inferieur ~ 8%, les taux de fecondation en 
ICSI sont significativement superieurs & ceux obtenus en 
FlY, ce qui n'est pas le cas Iorsque ce pourcentage est 
superieur ou egal a 8%. Ce resultat est vraisemblablement 
lie ~ la technique de micro-injection qui contourne des eta- 
pes du deroulement naturel de la fecondation, palliant ainsi 
le deficit de fecondance observe en FIV Iorsque le pour- 
centage de spermatozo'i'des normaux par analyse MSOME 
est inferieur ~ 8%. Dans les seules ICSI, cette valeur seuil 
n'influence pas les taux de fecondation et de developpe- 
ment embryonnaire precoce. 

Nos resultats, obtenus chez des couples pris en charge en 
demi FIV- demi ICSI, contrastent avec ceux de Bartoov et 
al. [3] pour 100 couples avec une indication d'ICSI d'em- 
blee. En effet, il en ressort des valeurs predictives elevees 
(i) du pourcentage de spermatozofdes & morphologie fine 
normale pour les taux de fecondation en ICSI (aire sous la 
courbe AUC-ROC 88%; sensibilite 81%; specificite 78%) et 
(ii) du pourcentage de spermatozo'/des & morphologie fine 
nucleaire normale pour les taux de fecondation et de gros- 
sesse en ICSI (respectivement AUC-ROC 72%; sensibilite 
66%; specificite 64% et AUC-ROC 74%; sensibilite 68%; 
specificite 67%). 

A I'exception des cas particuliers de teratozoospermies 
specifiques ou extremes, la plupart des auteurs s'accordent 
cependant sur I'absence de correlation entre les anomalies 
spermatiques revelees par I'analyse morphologique clas- 
sique et les resultats des tentatives d'ICSI. A cet egard, les 
principaux arguments avances sont (i) les specificites tech- 
niques liees & I'ICSI permettant de contourner certains obs- 
tacles & la fecondation naturelle; (ii) I'exclusion, au moment 
de la micro-injection, des spermatozofdes presentant des 
anomalies majeures; (iii) I'absence de correlation entre les 
resultats globaux du spermocytogramme et les caracteris- 
tiques morphologiques des quelques spermatozo'ides 
micro-injectes; (iv) la presence possible d'anomalies 
morphologiques indetectables aussi bien au faible grossis- 
sement utilise pour I'ICSI qu'au grossissement xl000 Iors 
de la lecture du spermocytogramme. 

Cette derniere eventualite a 6te & I'origine de la mise au 
point par Bartoov et al. [2] d'une variante de I'ICSI, appelee 
IMSI (Intracytoplasmic Morphologically selected Sperm 
Injection), mettant & profit I'analyse MSOME de fa(;on ~l 
micro-injecter des spermatozofdes depourvus, dans la 
mesure du possible, d'anomalies morphologiques fines. 
Dans une etude preliminaire portant sur 24 couples ayant 
eu au moins 5 echecs consecutifs en ICSI, les taux de gros- 
sesse et d'implantation par IMSI etaient respectivement de 
58% et 47%, avec naissance de 17 enfants tous normaux. 
Par ailleurs, il n'y a pas eu de grossesse chez les trois cou- 
ples pour lesquels aucun spermatozo'ide & morphologie 
nucleaire normale n'a pu etre trouve [2]. Cette meme equi- 
pea realise en 2003 une 6tude prospective sur 50 couples 
inclus dans un cycle d'IMSl et ayant eu au moins deux 
echecs consecutifs d'ICSI, apparies ~ 50 couples temoins 
pris en charge pour une ICSI classique, le critere d'appa- 
dement etant le nombre d'echecs en ICSI [4]. Le taux de 
grossesse clinique et le taux d'implantation ont respective- 
ment double et triple dans le groupe IMSI : 66% par ponc- 
tion versus  30% et 28% versus 9,5%. L'impact de la 
morphologie spermatique fine a ete en outre precise par la 
comparaison des resultats de 38 cycles d'IMSI ol~ tousles 
spermatozo(des micro-injectes avaient un noyau stricte- 
ment normal (groupe positif) selon les criteres de Bartoov, 
apparies & 38 cycles d'IMSI oe aucun spermatozoide 
morphologie nucleaire normale n'a pu etre trouve, les sper- 
matozoides utilises etant alors ceux dont le noyau presen- 
te le moins d'anomalies (groupe negatif). Les taux de gros- 
sesse clinique, d'implantation et d'embryons "top" etaient 
significativement superieurs dans le groupe positif : respec- 
tivement 53% versus 18%; 25% versus 6% et 35% versus 
19% [6]. 

Dans ces differentes etudes comparatives, il est ~ noter 
que, contrairement aux autres parametres, les taux de 
fecondation en IMSI n'etaient pas significativement diffe- 
rents de ceux obtenus en ICSI classique. II s'agit la d'un 
point important qui suggere que la morphologie fine nucleai- 
re, principal critere de selection en IMSI, n'interviendrait pas 
aux stades de la fecondation ou du clivage precoce mais 
serait plut6t & I'origine d'un "effet paternel tardif" Iors du 
developpement embryonnaire preimplantatoire. Cette ana- 
lyse morphologique tient compte essentiellement des 
vacuoles nucleaires, dont la taille parait significativement 
correlee & la stabilite chromatinienne evaluee par SCSA, 
d'apres les travaux non encore publics de Berkovitz et al. 

Dans le meme ordre d'idees, nous avons analyse les liens 
eventuels de la fragmentation de I'ADN spermatique mesu- 
ree par la technique SCD avec la morphologie fine nucleai- 
re des spermatozo'i'des et son influence sur la fecondation 
et le developpement embryonnaire. 

Les pourcentages de spermatozo/des comportant moins de 
deux vacuoles nucleaires etaient significativement diffe- 
rents selon que le taux de fragmentation de I'ADN etait infe- 
rieur ou superieur & 20%. Certaines publications font egale- 
ment etat d'une correlation negative entre le pourcentage 
de spermatozoides normaux selon les criteres morpholo- 
giques stricts de Kruger et la condensation ou fragmenta- 
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tion de I'ADN spermatique determin6es par coloration au 
bleu d'aniline, marquage & la chromomycine A3 ou par les 
techniques TUNEL et Nick translation in situ [11, 21]. 

L' impact de la fragmentation de I 'ADN spermatique sur la 
f6condation et le d6veloppement embryonnaire est un sujet 
qui suscite un inters croissant. S'agissant de notre travail, 
aucune relation significative n'a pu 6tre 6tabli dans ce sens. 
Des ~tudes anterieures ont cependant  mis en ~vidence une 
corr61ation n~gative avec les taux de f6condation, depen- 
dant parfois de la technique d 'AMP util is6e (FIVc ou ICSI) 
[1, 5, 13, 14, 17, 18]. D'autres r6sultats mettent en eviden- 
ce une valeur seuil comprise entre 10% et 30% de taux de 
fragmentat ion au-del& de laquelle le pourcentage d'em- 
bryons atteignant le stade blastocyste est significativement 
diminu6; le d6veloppement embryonnaire pr6coce n'6tant, 
en revanche, pas affect~ [5, 22]. Dans ce dernier cas, la 
fragmentat ion de rADN des spermatozoTdes serait alors 
consid~rer comme 6tant plut6t le reflet d'un "effet paternel 
tardif" [20]. Cette hypoth~se est la plus souvent retenue 
dans la mesure o1~ les stades pr6coces du d~veloppement 
embryonnaire sont principalement sous la d6pendance des 
transcrits ovocytaires; le g6nome propre & I'embryon, impli- 
quant  I 'ADN spermatique, ne s'active qu'& partir du stade 6- 
8 cellules. 

A c e  titre, notre travail pourrait 6tre completee par I 'etude de 
I' impact de la fragmentation de I'ADN 6valu6e par SCD et 
de la morphologie fine nucl6aire sur le developpement  au 
stade blastocyste et sur les taux d'implantation. 

L'6tude de la morphologie fine des spermatozofdes ~l fort 
grossissement et ranalyse de la fragmentat ion de I'ADN 
spermat ique par technique SCD pourraient constituer de 
nouveaux marqueurs pronost iques a prendre en compte 
pour la poursuite des tentatives d'AMP, en cas d'echec 
d' implantation inexplique en FlY, Iorsque les patients pr6- 
sentent un bilan spermiologique a prior i  normal. S'il existe 
u n t a u x  61ev6 de fragmentation de I'ADN, un traitement anti- 
oxydant  (vitamines C et E) pourrait leur 6tre propos~ selon 
les modalit6s r6cemment d6crites [10]. Des diminutions des 
taux de fragmentation de I'ordre de 60% ont ainsi et6 rap- 
port6es. II serait 6galement int6ressant d'~valuer I'impact 
d'un tel trai tement sur le pourcentage de spermatozofdes ~l 
morphologie fine nucl6aire normale. Une etude comparati- 
ve permettrait alors de d6terminer la sensibil ite des deux 
param6tres et leur cinetique de normalisation ou d'amelio- 
ration, si tel est le cas, sous traitement anti-oxydant. 

Comme pour toutes les analyses fonctionnelles concernant 
les spermatozofdes, ces donnees restent & valider et doi- 
vent ~tre interpr~t~s avec prudence et nuance. II serait cer- 
ta inement tout aussi excessi f  de r6aliser une analyse 
M S O M E  & titre syst6matique, sans indications valid6es, 
que de mettre un terme aux tentatives d 'AMP pour un cou- 
ple sur la seule base d'un taux de fragmentat ion de I'ADN 
ou d'un r6sultat d'analyse morphologique fine des sperma- 
tozo'fdes. Au demeurant, le caract6re innovant et les appli- 
cat ions potentielles de ces techniques justif ient I'int6r6t que 
leur porte un nombre croissant d 'equipes d'AMP. 

REFERENCES 
1. AGARWAL A., SAID T.M. : Role of sperm chromatin abnorma- 

lities and DNA damage in male infertility. Hum. Reprod. 
Update, 2003, 9 : 331-345. 

2. BARTOOV B., BERKOVITZ A., ELTES F. : Selection of sper- 
matozoa with normal nuclei to improve the pregnancy rate with 
intracytoplasmic sperm injection. N. Engl. J. Med., 2001; 
345:1067-1068. 

3. BARTOOV B., BERKOVITZ A., ELTES F., KOGOSOWSKI A., 
MENEZO Y., B A R A K  Y. : Real-time fine morphology of motile 
human sperm cells is associated with IVF-ICSI outcome. J. 
Androl., 2002; 23:1-8. 

4. BARTOOV B., BERKOVITZ A., ELTES F. et al. : Pregnancy 
rates are higher with intracytoplasmic morphologically selected 
sperm injection than with conventional intracytoplasmic injec- 
tion. Fertil. Steril., 2003; 80:1413-1419. 

5. BENCHAIB M., BRAUN V., LORNAGE J. : Sperm DNA frag- 
mentation decreases the pregnancy rate in an assisted repro- 
ductive technique. Hum. Reprod., 2003; 18: 1023-1028. 

6. BERKOVITZ A., ELTES F., YAARI S., et al. : The morphologi- 
cal normalcy of the sperm nucleus and pregnancy rate of intra- 
cytoplasmic injection with morphologically selected sperm. 
Hum. Reprod., 2005; 20:185-190. 

7. C O E T Z E E  K., K R U G E  T.F., L O M B A R D  C.J.  : Predictive value 
of normal sperm morphology: a structured literature review. 
Hum. Reprod. Update, 1998; 4 : 73-82. 

8. DE VOS A., VAN DE VELDE H., JORIS H., VERHEYEN G., 
DEVROEY P., VAN STEIRTEGHEM A. : Influence of individual 
sperm morphology on fertilization, embryo morphology, and 
pregnancy outcome of intracytoplasmic sperm injection. Fertil. 
Steril., 2003; 79:42-48. 

9. FERNANDEZ J., MURIEL L., RIVERO M. et al. : The sperm 
chromatin dispersion test : a simple method for the determina- 
tion of sperm DNA fragmentation. J. Androl., 2003; 24 : 59-66. 

10. GRECO E., IACOBELLI M., RIENZI L., UBAI_DI F., FERRERO 
S., TESARIK J. : Reduction of the incidence of sperm DNA 
fragmentation by oral antioxidant treatment. J. Androl., 2005, 
26 : 349-353. 

11. IRVINE D.S., TWIGG J.P., GORDON E.I_., FULTON N., MILNE 
P.A., AITKEN R.J. : DNA integrity in human spermatozoa: rela- 
tionships with semen quality. J. Androl., 2000; 21 : 33-344. 

12. KRUGER T.F., COETZEE K. : The role of sperm morphology 
in assisted reproduction. Hum. Reprod. Update., 1999; 5: 172- 
178. 

13. LARSON K.L., DEJONGE C.J., BARNES A.M., JOST L.K., 
EVENSON D.P. : Sperm chromatin structure assay parame- 
ters as predictors of failed pregnancy following assisted repro- 
ductive techniques. Hum. Reprod., 2000; 15: 1717-1722. 

14. LOPES S., SUN J.G., JURISICOVA A., MERIANO J., 
CASPER R.F. : Sperm deoxyribonucleic acid fragmentation is 
increased in poor-quality semen samples and correlates with 
failed fertilization in intracytoplasmic sperm injection. Fertil. 
Steril., 1998; 69 : 528-532. 

15. MENKVELD R.,.WONG W.Y., LOMBARD C.J. et al. : Semen 
parameters, including WHO and strict criteria morphology, in a 
fertile and subfertile population: an effort towards standardiza- 
tion of in-vivo thresholds. Hum. Reprod., 2001; 16:1165-1171. 

16. NAGY Z.P., VERHEYEN G., TOURNAYE H., VAN 
STEIRTEGHEM A.C .  : Special applications of intracytoplasmic 
sperm injection: the influence of sperm count, motility, morpho- 
logy, source and sperm antibody on the outcome of ICSI. Hum. 
Reprod., 1998; 13 Suppl 1 : 143-154. 

4 4 m  



17. SAKKAS D., URNER F., BIZZARO D., MANICARDI G., 
BIANCHI P.G., SHOUKIR Y., CAMPANA A. : Sperm nuclear 
DNA damage and altered chromatin structure: effect on fertili- 
zation and embryo development. Hum. Reprod., 1998; 13 
Suppl 4 : 11-19. 

18. SALEH R.A., AGARWAL A., NADA E.A. et al. : Negative 
effects of increased sperm DNA damage in relation to seminal 
oxidative stress in men with idiopathic and male factor infertili- 
ty. Fertil. Steril., 2003; 79 Suppl 3:1597-1605. 

19. TERRIOU P., GIORGETTI C., AUQUIER P., et al. : 
Teratozoospermia influences fertilization rate in vitro but not 
embryo quality. Hum. Reprod., 1997; 12 : 1069-1072. 

20. TESARIK J. : Paternal effects on cell division in the human 
preimplantation embryo. Reprod. Bio. Med. Online, 2005; 10 : 
370-375. 

21. TOMLINSON M.J., MOFFATT O., MANICARDI G.C., 
BIZZARO D., AFNAN M., SAKKAS D. : Interrelationships bet- 
ween seminal parameters and sperm nuclear DNA damage 
before and after density gradient centrifugation: implications 
for assisted conception. Hum. Reprod., 2001; 16:2160-2165. 

22. VIRRO M.R., LARSON-COOK K.L., EVIENSON D.P. : Sperm 
chromatin structure assay (SCSA) parameters are related to 
fertilization, blastocyst development, and ongoing pregnancy 
in in vitro fertilization and intracytoplasmic sperm injection 
cycles. Fertil. Steril., 2004; 81 : 1289-1295. 

Prix SALF meil leur Memoire de DESS 2005. 
Manuscrit regu : janvier 2006 ; accepte fevrier 2006. 

MSOME is performed with an inverted l ight microscope 
equipped wi th h igh-power  d i f ferent ia l  in ter ference 
contrast opt ics enhanced by digital  imaging to achieve a 
magnif icat ion of 10000x. To be considered morphological -  
ly normal, a sperm nucleus must  have both a normal 
shape and a normal chromat in content. 

The aim of the present s tudy was to combine MSOME and 
sperm DNA fragmentat ion character ist ics to assess repro- 
duct ive outcome. The study populat ion consisted of  the 
male partners of 52 couples referred for convent ional  IVF 
or spl i t  cycles (half  IVF-half ICSl cycles) and exhib i t ing 
normal routine sperm parameters. 

Spermatozoa were analysed by examining the f ine nuclear 
morphology and DNA integr i ty using the sperm chromat in 
dispersion test (SCD test), based on the pr inciple that the 
deproteinized nuclei of spermatozoa with nonfragmented 
DNA show extended halos of DNA dispersion that are 
either absent or only min imal ly  present in sperm nuclei 
with fragmented DNA. 

Fert i l ization rates were s igni f icant ly  lower in the group 
showing less than 8% of normal spermatozoa according to 
MSOME criteria, but early embryo development was not 
affected. Fine sperm morphology correlated with DNA 
f ragmentat ion rate. 

These results demonstrate that the assessment of  sperm 
nuclear normal i ty by MSOME analysis and SCD test impro- 
ves characterization of  the semen sample and should be 
evaluated as a tool for  al locat ing patients to speci f ic  assis-  
ted reproduct ion treatments. 

Key-words:  spermatozoa, motile sperm morphology, DNA 
fragmentation 

ABSTRACT 

Fine morphology and nuclear quali ty of spermatozoa: 
relevance for  the assessment of ART outcome 

Hicham BOUGHALi, Christ iane WII-FEMER, 
Stdphane VIVILLE 

Routine semen examinat ion does not identi fy minor mal- 
formations of the sperm nucleus and chromatin architec- 
tural defects, which may be associated with ART outcome 
and cannot be detected by the embryologist  even at 1000x 
magnif ication. Recent publ icat ions have demonstrated the 
advantages, compared to routine analysis, of a new 
method of  real-t ime detai led morphological evaluation of 
motile spermatozoa: mot i le sperm organellar morphology 
examination (MSOME). 
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