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RESUME

La cryoconservation de spermatozoides est une
technique couramment utilisée en AMP, en particulier
dans les cas d’oligospermie sévére, dans la crainte
d’une aggravation ultérieure. L’objectif de notre étude
a été de rechercher un effet délétére éventuel du
processus de migration-congélation-décongélation sur
la fragmentation de ’ADN des spermatozoides évaluée
par la technique TUNEL.

L’étude a porté sur 72 patients répartis en 4 groupes
selon leurs caractéristiques spermatiques : groupe 1
[n=20] (parameétres «normaux» selon ’'OMS), groupe 2
[n=24] (numération spermatique normale associée a une
asthéno et/ou une tératospermie), groupe 3 [n=16]
{(numération totale comprise entre 5 et 20 millions),
groupe 4 [n=12] (numération totale inférieure a 5 millions).
Une évaluation des paramétres spermatiques
conventionnels et de la fragmentation de I’ADN
(technique TUNEL) a été réalisée sur le sperme entier
(non migré non congelé) et sur le sperme décongelé. Une
évaluation des taux de fragmentation a également été
réalisée sur la fraction migrée avant congélation pour 20
patients (10 du groupe 1 et 10 du groupe 2} ; cette
analyse n’a pas pu étre effectuée sur les prélevements
oligospermiques (groupes 3 et 4).

Aprés I'’ensemble du processus de migration, congélation
et décongélation du sperme, le taux de fragmentation
diminue dans la population témoin (groupe 1), alors
qu’il augmente significativement dans les groupes de
patients présentant des paramétres spermatiques altérés
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(groupes 2, 3 et 4). En examinant I’étape intermédiaire,
la migration diminue les taux de fragmentation dans les
2 groupes étudiés par rapport au sperme entier.

Donc le taux de fragmentation diminue aprés migration,
puis s’éléve aprés congélation-décongélation a un taux
inférieur a celui du sperme entier dans la population
témoin, alors qu’il remonte a un taux plus élevé lorsque
le sperme est altéré. Cependant, cet effet délétere de la
congélation sur les spermes altérés reste modéré.

En conclusion, ces résultats sont plutét en faveur de
l'autoconservation de sperme pour les patients
oligospermiques sévéres.
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I. INTRODUCTION

La cryoconservation de sperme est un acte de
préservation du pouvoir fécondant dont les indications
sont multiples.

Une premiére indication est I'autoconservation du
sperme dans le but de préserver la fertilité des patients,
quand celle-ci risque d’étre compromise par le traitement
médical ou chirurgical d’'une maladie ou par la maladie
elle-méme [3]. La deuxieme indication de la cryocon-
servation de sperme s’inscrit dans un cadre légal. En
effet, pour le don de sperme [3], la loi requiert dans un
souci de sécurité sanitaire et d’'anonymat, que le sperme
du donneur soit congelé et placé en quarantaine pendant
6 mois. En ce qui concerne le don d’ovocytes, il est
également habituel d’effectuer une cryoconservation
du sperme du conjoint, ce qui facilite 'anonymat entre
la donneuse et le couple receveur. Enfin, la congélation
de sperme est également indiquée dans le cadre de la
prise en charge en AMP des couples «a risque viraly,
lorsque le conjoint est séropositif pour le VIH et/ou le
VHC.

Une derniére indication de la congélation de sperme
concerne la conservation de gameétes d’'obtention difficile.
Il peut tout d’abord s’agir d’'un probléme éjaculatoire :
difficultés de recueil, anéjaculation d'origine neurologique
ou psychogéne (pour laquelle peut étre pratiqué un
recueil assisté [3, 36]). Les spermatozoides retrouvés
lors d’exploration chirurgicale épididymaire [38, 50] ou
testiculaire [31, 40, 49] sont congelés dans un certain
nombre d’équipes pour éviter les interventions
chirurgicales testiculaires répétées. Cependant, cette
attitude reste discutée [49]. Enfin, dans le cas des
oligospermies séveres et des cryptozoospermies, une
autoconservation peut étre indiquée dans la crainte
d’'une altération des parametres spermatiques avec le
temps et pour éviter les stimulations ovariennes inutiles.

Dans certains centres d’AMP, une autoconservation de
sperme est systématiquement proposée aux patients
oligospermiques sévéres et cryptozoospermiques. ||
est légitime de se demander si cette attitude est justifiée
en essayant d’évaluer le rapport entre le bénéfice
apporté par la constitution de ces paillettes « de secours
» utilisables le jour de la tentative d’AMP en cas
d’absence de spermatozoides et le risque de I'effet
potentiellement délétére de la congélation sur ces
spermes déja séverement altérés 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'altérations spermatiques telles que la perte de mobilité
[46], I'atteinte de I'intégrité de I'acrosome et de la
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membrane plasmique [6, 19, 32, 46, 51], les dommages
mitochondriaux [35, 56] ainsi que nucléaires [12, 14, 15,
17, 18, 30, 37, 53, 57, 65]. Certains des effets de la
congélation sur le sperme sont bien connus (effet sur
la mobilité, sur la vitalité) mais d’autres, tels que
l'intégrité nucléaire, ont été moins explorés, surtout
dans le cas de prélévements oligospermiques sévéres.
Or cette question de l'influence de la cryoconservation
sur le noyau spermatique est importante. En effet, si
I'ICSI permet de s’affranchir des problémes posés par
la perte de la mobilité, de l'intégrité de I'acrosome ou
de la membrane plasmique, il n’en est pas de méme de
ceux engendrés par les dommages nucléaires. Ainsi,
méme si le développement de 'embryon s’effectue les
deux ou trois premiers jours sous la dépendance des
ARN maternels, le génome spermatique est mis en jeu
a partir du troisiéme jour et contribue bien s(r a la qualité
du développement embryonnaire. On peut alors se
demander si une altération nucléaire induite par la
congélation ne compromettrait pas les chances
d’implantation et de développement de Fembryon dans
la muqueuse utérine.

But de I'étude

La question que nous nous sommes posée dans ce
travail a été la suivante : la cryoconservation de
spermatozoides de patients oligospermiques sévéres
et cryptozoospermiques est-elle délétére pour les
spermes présentant des parameétres spermatiques
initialement déja sévérement perturbés ? Nous avons
choisi d'évaluer le dommage de 'ADN causé par la
cryoconservation par le test de fragmentation de '’ADN
(technique TUNEL sur lame).

Aprés une premiére étape de mise au point de la
technique existante afin qu’elle soit adaptée aux
prélévements oligospermiques sévéres et applicable
en routine, nous avons réalisé la congélation de 72
prélévements de patients (patients témoins et patients
présentant des altérations spermatiques plus ou moins
sévéres) pour lesquels nous avons évalué la
fragmentation de 'ADN sur le sperme entier et aprés
migration-congélation-décongélation. Cette étude visait
ainsi & évaluer Finnocuité de la pratique de I'autocon-
servation dans le cas des oligospermies séveres, voire
a modifier cette pratique si besoin.

Il. PATIENTS ET METHODES
1. Patients

Les patients étudiés faisaient partie des couples pris en
charge pour infertilité dans le centre d’AMP de Poissy-
St Germain-en-Laye. ‘

Nous avons distingué 4 populations :




- groupe 1 (n= 20) : patients dits «témoins selon la
classification OMS» répondant aux critéres suivants:
concentration spermatique > 20M/mL ou numération
totale > 40M/éjaculat ; mobilité 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 présentant une numération
spermatique normale avec d’autres anomalies
spermatiques» : concentration spermatique > 20M/mL
ou numération totale > 40M/éjaculat, associée a une
asthénospermie et/ou une tératospermie.

- groupe 3 (n=16) : «patients oligospermiques
modérés**» présentant une numération spermatique
totale comprise entre 5 et 20 M/éjaculat, quelles que
soient les valeurs des autres paramétres.

- groupe 4 (n=12) : «patients oligospermiques
séveres™*» présentant une numération spermatique
totale inférieure a 5M/ éjaculat.

Ces patients présentaient tous une spermoculture et des
sérologies (VIH, VHC, VHB, syphylis) négatives de
moins d’'un an. De plus, ils avaient été informés de
'analyse au cours d’'un entretien et avaient donné leur
consentement pour I'étude.

2. Traitement du sperme entier

Les différentes étapes du traitement des prélévements
de sperme sont résumées dans la Figure 1.

Aprés prélévement au laboratoire (aprés un deélai
d’abstinence compris entre 3 et 7 jours) et liquéfaction
du sperme (30 minutes a 1 heure a 37°C), la premiére
étape a consisté a déterminer des caractéristiques
spermatiques sur le sperme entier avant migration :
volume, pH, numération (des spermatozoides et des
cellules ; évaluation par une méthode hémocyto-
meétrique), mobilité (évaluée entre lame et lamelle au
microscope a contraste de phase, GT X400), vitalité
(test a I'éosine-nigrosine) et réalisation de frottis qui
ont été ultérieurement colorés (hématoxyline-Schorr)
pour le spermocytogramme. La morphologie a été
évaluée par une methode de classification basée sur des
critéres stricts (Kruger), le seuil de la normale étant de
15%.

Une partie de I'éjaculat a été réservée a I'étude de la
fragmentation de 'ADN spermatique sur sperme «entier»
(cf. 5.).

Le reste du prélévement a été mis a migrer a travers
un gradient de densité PureSperm (Nidacon) bicouche
(45 et 90%) 20 minutes a 90 g. Au terme de cette

Prélévement de sperme entier
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Figure 1 : Résumé des différentes étapes du traitement des prélévements de sperme.
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migration, le culot récupéré dans la fraction 90% a éeté
lavé dans 2 mL de milieu (IVF, Medicult) et centrifuge
10 minutes a 125 g. Le culot a alors été repris dans 0,2
a 0,5 mL de milieu et les paramétres spermatiques ont
été évalués sur la fraction migrée.

La fragmentation de 'ADN a été analysée sur une partie
de la fraction migrée de 20 patients (10 du groupe 1 et
10 du groupe 2) et le reste a été congelé. Pour tous les
autres, et notamment les prélévements oligospermiques,
nous avons gardé toute la fraction migrée pour la
congélation et I'étude de la fragmentation de 'ADN
aprés décongélation.

3. Congélation de la fraction migrée

La congélation de sperme en vue d’autoconservation
est systématiquement réalisée dans des paillettes «
haute sécurité » (ayant une contenance de 300 pL,
CryoBioSystem), en microgouttes (40 a 100 pL) [29] et
est effectuée sur la fraction migrée du sperme.

On ajoute a la fraction migrée le milieu de congélation
(Spermfreeze) volume a volume, goutte a goutte (en
mélangeant par agitation entre chaque goutte). Aprés
10 minutes, la paillette est alors «montée» en réalisant
Paspiration a I'aide d’'un micropipeteur, selon la Figure
2.

La paillette est identifiée puis soudée. La congélation
est réalisée dans un appareil «Minicool 40 PC» (Air
Liquide), une fois celui-ci stabilisé a 20°C. La cinétique
de congélation est la suivante :

-5°C/min de +20°C 4-8°C ;-10°C/min de -8°C & -25°C;
-25°C/min de -25°C & -140°C.

Ala fin de la congélation, la paillette est plongée dans
'azote liquide a —196°C puis stockée dans une cuve
spécialement réservée aux autoconservations de
sperme.

4. Décongélation des paillettes

Aprés la sortie de la paillette de I'azote liquide, elle est
maintenue a température ambiante pendant 10 minutes.
Le contenu de la paillette est vidé dans un microtube
conique «Eppendorf» de 1,5 mL et 400 pL de milieu (IVF)

sont ajoutés goutte a goutte. La mobilité et la vitalité du
prélévement décongele sont alors évaluées. Aprés ajolt
d’1 mL d’eau, la suspension est centrifugée 10 minutes
a 125 g et on en récupére le culot. Cette étape permet
de diluer puis de «retirer» le milieu de congélation
(pouvant interférer dans 'analyse de la fragmentation)
et de rendre le plus possible aux spermatozoides leur
fonctionnalité. Le culot est alors traité pour I'analyse
de la fragmentation selon le protocole décrit ci-aprés.

5. Mise au point technique de l'étude de la
fragmentation de I’ADN spermatique pour les
prélévements oligospermiques (modérés a séveéres)

a) Technique «classique» utilisée pour I'analyse de
la fragmentation de I’ADN spermatique

La technique habituellement utilisée dans le laboratoire
etait la technique TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin
Nick End Labelling) qui comportait plusieurs étapes
dans lesquelles I'échantillon était traité presque
essentiellement sous forme de suspension.

Aprés extraction du liquide séminal, un traitement des
spermatozoides par une solution de trypsine était réalise,
trypsine utilisée a une concentration adéquate (solution
pure un molaire) a la perméabilisation de la membrane
spermatique. Un traitement par une solution hypotonique
de KCL (0,075 molaire) suivait, ayant pour but de créer
un choc cellulaire. Une fois les spermatozoides étalés
sur lame, I'étape d’hybridation avec la solution de
réaction (contenant I'enzyme TdT [Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase] et les nucléotides dUTP
[DeoxyUridine TriPhosphate] marqués) avait lieu, suivie
d’'une contre-coloration au DAPI (4, 6-diamino-2- phényl
indole). La lecture s’effectuait au microscope a
fluorescence Olympus BX60 équipé d’une lampe a
fluorescence et de filtres DAPI et FITC (Fluorescéine
IsoThioCyanate). Elle était réalisée sur au moins 400
spermatozoides par lame (500 pour la majorité des cas
a I'exception d’un seul correspondant a la détermination
du taux de fragmentation de I'ADN spermatique d’une
paillette contenant un trés faible nombre de
spermatozoides, pour laquelle la lecture n’a pu étre
réalisée que sur seulement 400 spermatozoides).

spermfreeze spermato oles+spamfreeze spermfreeze "coton"
i 40 a 100pL air
air
(au total) 40 uL

Figure 2 : Figure représentant une paillette dans laquelle est monté le prélevement spermatique.
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Les spermatozoides dont I'ADN était intact étaient
colorés en bleu par le DAPI, la fluorescence bleue
provenant de la liaison du DAPI aux triplets A-T de
I’ADN. Les spermatozoides dont 'ADN était dégénéré
présentaient une fluorescence bleue trés amoindrie,
du fait de la dissociation de la structure de 'ADN et
donc partiellement des triplets A-T [20, 39, 47, 64]. On
distinguait donc les spermatozoides 4 ADN intact colorés
en bleu par le DAPI (DAPI+) des spermatozoides a
ADN dégradé, présentant une coloration au DAPI trés
atténuée (DAPI-). Lors de I'analyse au filtre FITC, les
spermatozoides ayant un noyau fragmenté présentaient
une fluorescence verte intense, homogéne et complete
alors que ceux n’ayant pas un noyau fragmenté ne
présentaient pas de fluorescence.

Le taux de fragmentation était évalué en considérant les
spermatozoides DAPI+ et en effectuant le rapport entre
le nombre de spermatozoides présentant un noyau
avec une fluorescence verte au filtre FITC (FITC+
DAPI+) et le nombre total de spermatozoides DAPI+.
Les spermatozoides dont le noyau présentait une
fluorescence verte au filtre FITC faible, inhomogéne
et/ou partielle n'étaient pas considérés positifs.

b) Différents protocoles établis pour adapter la
technique aux prélévements oligospermiques

La technique « classique » habituellement utilisée
dans le laboratoire comportait plusieurs étapes de
centrifugation entrainant la perte du matériel spermatique
et ne permettait donc pas de concentrer suffisamment
les spermatozoides, rendant I'analyse longue et délicate
en cas d'oligospermie sévere. Plusieurs protocoles ont
été expérimentés, comportant les étapes énoncées
précédemment (5, a) mais dans un ordre parfois variable
et a l'aide de réactifs et de consommables variés.

Afin de limiter au maximum la perte spermatique, l'idée
a consisté a ne plus travailler en suspension, mais a
réaliser le plus t6t possible une lame sur laquelle était
étalé le culot lavé de spermatozoides et ensuite de
traiter cette lame avec les différents réactifs [29, 45,
73]. Plusieurs modes opératoires ont été effectués en
paralléle, utilisant différents types d’agents
perméabilisants de la membrane spermatique (trypsine,
Triton, acétone) et différents types de support de
traitement des spermatozoides (lames « Superfrost
», lames a puits, lames pour « Cytospin »). Les
avantages et les inconvénients étaient évalués pour
chaque protocole.

On retiendra que la méthode avec étalement sur lame
permet de limiter la perte des spermatozoides (qui sont
fixés puis étalés tres tdt sur lame). Lagent perméabilisant
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de la membrane plasmique spermatique retenu est le
Triton X-100 puisque les spermatozoides ont une
morphologie conservée et qu'une grande partie des
cellules germinales et de la lignée blanche (souvent
présentes dans les préléevements oligospermiques et
pouvant ainsi géner la lecture) est éliminée. Le temps
d’'incubation dans le Triton optimal (évitant les faux
positifs et négatifs) est, selon notre étude, 15 minutes.
D’autre part, le support de traitement des
spermatozoides choisi est la lame a puits, qui permet
de concentrer trés efficacement les spermatozoides.

Au total, le protocole retenu final est le suivant :

+ préparation du culot de spermatozoides (extraction
du liquide séminal, 2 lavages) puis fixation du culot;

+ étalement des spermatozoides sur une lame a puits
(2 & 3 pL, x fois jusqu’a concentration optimale) ;

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

* rincage de la lame dans le PBS ;

* hybridation avec la solution de réaction, contre-
coloration au DAPI, lecture.

Ce protocole technique a été appliqué a tous les
prélevements étudiés, tant pour I'étude de Ia
fragmentation de 'ADN spermatique des fractions «
sperme entier » que pour celle des fractions « sperme
migré » et « aprés migration-congélation-
décongélation».

Le seuil a partir duquel I'analyse devient réalisable est
ainsi de 30 000 spermatozoides/éjaculat.

Ce protocole présente I'avantage d’étre simple, rapide
et il est donc applicable en routine, méme pour les
spermes de numération trés basse. Il a ainsi été retenu
et appliqué dés lors pour toutes les analyses de
fragmentation de 'ADN realisées dans cette étude,
quelles que soient les caractéristiques du préléevement
spermatique, au détriment de I'ancienne méthode (moins
simple et plus longue).

6. Analyse statistique

Afin d’'établir les coefficients de corrélation, nous avons
utilisé le test z de corrélation.

La force d’association entre deux variables était
considérée respectivement comme treés faible, faible,
modérée, ou importante si l'indice de corrélation était
inférieur a 0,2, compris entre 0,2 et 0,5, compris entre
0,5 et 0,8 ou compris entre 0,8 et 1.

Pour établir des comparaisons entre les différences
potentielles entre les groupes de patients, nous avons
utilisé le test non paramétrique de Mann-Withney pour




variables indépendantes du fait du faible effectif dans
chaque groupe.

Pour déterminer les différences entre les paramétres
spermatiques d’'un méme échantillon avant et aprés
migration-congélation-décongélation, ainsi qu’avant et
aprés migration, nous avons utilisé un test non
parametrique pour variables appariées : le test de
Wilcoxon.

Les différences statistiques étaient considérées comme
significatives dés lors que la valeur p était strictement
inférieure a 0,05 (p<0,05).

Le logiciel utilisé était StatView.

lll. RESULTATS

1. Validation de la nouvelle technique de
fragmentation mise au point par rapport a la
technique « classique »

Le nouveau protocole a été validé par I'analyse en
paralléle de 13 prélévements (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
spermatozoides lus par lame) non significativement
différents (p= 0,889).

2. Description des paramétres spermatiques du
sperme entier

En ce qui concerne les parameétres spermatiques
classiques avant traitement, les données sont résumés
dans le Tableau 1.

Taux de fragmentation de ’ADN spermatique avant
traitement

a) Répartition des taux de fragmentation de ’ADN
spermatique selon les 4 groupes de patients

Les taux moyens de fragmentation de I’ADN sont
représentés 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 différents entre les autres groupes.

b) Estimation de la valeur correspondant au gseme
percentile du taux de fragmentation de I’ADN
spermatique dans la population de patients étudiés

La répartition du nombre de patients de notre étude en
fonction du taux de fragmentation de I’ADN (Figure 3)
suit une distribution normale (test de Kolmogorov-
Smirnov [p<0,05]). Nous avons étudié 'ensemble de la
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population des patients de ce travail et non uniquement
de la population témoin, car celle-ci comprenait un
effectif de patients trop limité pour pouvoir effectuer un
calcul statistique significatif.

Nous avons essayé d’estimer la valeur « critique » du
taux de fragmentation pour laquelle 95% des patients

de la population (958M€ percentile) présentait un taux
de fragmentation inférieur a cette valeur (valeur dite du
95eéme percentile).

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

D’aprés la fonction de répartition de la loi normale, le

gseme percentile correspond a une valeur du taux de
fragmentation de 'ADN égal a 13% (médiane + 1,65
écart-type).

c) Corrélation entre les taux de fragmentation de
PADN du sperme entier et les différents paramétres
spermatiques initiaux

Il existe une corrélation négative significative entre le
taux de fragmentation de 'ADN et les différents
paramétres spermatiques initiaux, numération
spermatique (indice de corrélation r= -0,256 ; p=
0,0306), mobilité progressive (r= —-0,407; p= 0,0004),
pourcentage de formes typiques (r=-0,339 ; p=0,0037)
et vitalité (r=-0,372; p= 0,0045).

3. Influence du processus complet de migration-
congélation-décongélation sur le taux de
fragmentation de ’ADN spermatique

a) Description des taux de fragmentation de 'ADN
spermatique aprés migration-congélation-décon-
gélation

L'effet du processus global de migration-congélation-
décongélation sur les taux de fragmentation est
représenté dans le Tableau 3.

Cet effet est différent pour le groupe témoin (groupe 1)
ou le taux moyen de fragmentation diminue aprés
migration-congélation-décongélation comparé aux
groupes de patients présentant des caractéristiques
spermatiques altérées (groupes 2, 3 et 4) pour lesquels
on constate une augmentation de ce taux apreés
migration-congélation-décongélation.

b) Corrélation entre le taux de fragmentation de
I'’ADN du sperme migré-congelé-décongelé et les
différents paramétres spermatiques initiaux

Il existe une corrélation négative significative entre le
taux de fragmentation de 'ADN aprés décongélation et
les différents paramétres spermatiques initiaux,




Tableau 1 : Paramétres spermatiques des 4 groupes de patients étudiés.

Groupes de patients Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
(n=20) (n=24) (n=16) (n=12)
Numération totale (M/éj) 246 + 143 150 + 104 1455 22+13
(72- 558) (33- 430) (5,7- 20) (0,1-4,1)
Mobilité progressive 52+8 3213 28+ 11 26 +19
"a+b" (%) (40-70) (10- 60) (12- 50) (2-70)
Formes typiques (%) 34+12 14+9 86 7+ 8
(16- 51) (4- 31) (2-21) (0- 24)
Vitalité (%) 78+9 6913 66 + 14 56 + 11
(62- 98) (37- 87) (40- 85) (33-72)

Valeurs moyennes + écart-type et valeurs extrémes entre ().
Groupe1 : groupe témoin ; groupe 2 : numération normale, asthéno et/ou tératospermie ; groupe 3 : oligospermie modérée (5 a
20M/éjaculat) ; groupe 4 : oligospermie sévere (<5M/éjaculat).

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 51125 6,8 4,2 76+ 35 8,7+ 45

de ’ADN (%) (1,6-10,4) (0,9-19,2) (1,8-13,1) (2,4-15,6)

Valeurs moyennes + écart-type et valeurs extrémes entre ( ).
Groupe1 : groupe témoin ; groupe 2 : numération normale, asthéno et/ou tératospermie ; groupe 3 : oligospermie modérée (5 a
20M/éjaculat) ; groupe 4 : oligospermie sévére (<5M/éjaculat).

Tableau 3 : Effet du processus de migration-congélation-décongélation sur le taux de fragmentation de I'ADN
spermatique.

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

Taux de fragmentation de 5125 6,8+4,2 7635 8,745

I’ADN du sperme entier (%) (1,6-10,4) (0,9-19,2} (1,8-13,1) (2,4-15,6)

Taux de fragmentation de

I’ADN du sperme aprés 29+14 10,547 10,7+5,4 15,2+ 6

migration-congélation- (0,6-6,3) (3,2-21,8) (2,3-20,8) (6,5-25,6)

décongélation (%)

p
(sperme entier vs sperme
migré-congelé-décongelé) <0,0001 <0,0001 <0,05 <0,005

Valeurs moyennes + écart-type et valeurs extrémes entre ( ).
Groupe1 : groupe témoin ; groupe 2 : numération normale, asthéno et/ou tératospermie ; groupe 3 : oligospermie modérée (5 a
20M/éjaculat) ; groupe 4 : oligospermie sévére (<5M/éjaculat).
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Figure 3 : Répartition du nombre de patients de I’étude en
fonction de leur taux de fragmentation de I’ADN spermatique.

numération spermatique (indice de corrélation r= 0,447
; p<0,0001), mobilité progressive (r=—-0,571; p<0,0001),
pourcentage de formes typiques (r=-0,543 ; p<0,0001)
et vitalité (r= —0,471; p= 0,0002).

Il semblerait donc exister une influence des paramétres
spermatiques initiaux sur I'évolution du taux de
fragmentation de FADN avant et aprés congélation.

4. Effet de la migration seule sur les paramétres
spermatiques

Les résultats précédents concernaient I'effet global du
processus de migration, congélation, décongélation sur
les paramétres spermatiques. Nous avons étudié I'effet
de la migration en elle-méme 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 FADN 4,7+ 21 54+ 31
dans le sperme entier (%) (2-7,9) (0,9-10,7)
Taux de fragmentation de FADN 1,9% 1,1 25+ 1,4
aprés migration (%) (0-3,5) (0,8-5,6)
Taux de fragmentation de TADN 3,2 1,6 9,5* 3,6
apreés migration-congélation- (0,6-6,3) (3,9-14,4)
décongélation (%) )

p
(sperme entier vs sperme migré) <0,05 <0,05

p
(sperme migré vs sperme <0,05 <0,05

migré-congelé-décongelé)

Valeurs moyennes + écart-type et valeurs extrémes entre ( ).
Groupe1 : groupe témoin ; groupe 2 : numération normale,
asthéno et/ou tératospermie.
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fragmentation de 10 patients du groupe 1 et 10 du
groupe 2 (Tableau 4).

Dans cette étude, la migration favorise la sélection des
spermatozoides non fragmentés et donc diminue le
taux de fragmentation observe par rapport a celui du
sperme entier chez tous les patients a numération
normale. Aprés décongélation, 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
supéerieur au taux initial dans le groupe 2 alors qu’il est
inférieur au taux initial dans le groupe 1.

IV. DISCUSSION

1. La technique de fragmentation de I’ADN
spermatique : intérét, limites, corrélation aux
parameétres spermatiques initiaux

a) Choix de la méthode utilisée pour I’évaluation
des dommages nucléaires spermatiques causés
par la cryoconservation

Différents tests sont disponibles pour étudier I'intégrité
de 'ADN spermatique. Ces tests peuvent mettre en
évidence une anomalie de structure de la chromatine,
ou l'existence d'une fragmentation de 'ADN (caractérisée
par la présence de cassures simple ou double brin de
'ADN) signe d’apoptose.

Plusieurs colorants permettent d’évaluer des défauts 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'établir
une relation entre la structure de la chromatine et sa
fonction : test a I'acridine orange [12, 22, 34, 57], test
« SCSA » (Sperm Chromatin Structure Assay) [21,
65]. On distingue par ailleurs les tests qui évaluent la
fragmentation de 'ADN spermatique : test « COMET
» (Single cell gel electrophoresis) [14, 18, 66, 67], test
« Nick-translation » [70], test TUNEL.

Le test de fragmentation de 'ADN spermatique que
nous avons choisi est la technique « TUNEL », qui
quantifie I'incorporation de nucléotides dUTP aux
extrémités des cassures simple ou double brin de 'ADN,
au microscope a fluorescence ou par un cytométre de
flux. La technique TUNEL in situ, c’est-a-dire sur lame
lue au microscope a fluorescence [9, 17, 25, 34, 63, 69,
76] est facile a mettre en place dans un laboratoire de
routine, ne requiert pas de matériel particulier et est
peu codteuse. De plus, elle permet d’analyser des
prélévements oligospermiques sévéres, puisque 300
a 500 spermatozoides sont analysés au microscope.

La technique TUNEL couplée au cytométre de flux
permet I'analyse rapide, automatisée et simple d’au




moins 10 000 spermatozoides [45, 52, 53, 61, 68]. Il est
possible de rendre I'analyse plus spécifique en ajoutant
un marqueur vital (liodure de propidium) pour distinguer
apoptose et nécrose. Néanmoins un cytométre de flux
présente un colt important et I'analyse requiert
classiquement une concentration spermatique de I'ordre
d’un million de spermatozoides/mL. Cette technique
n’était donc pas applicable dans notre étude.

C’est donc la technique TUNEL in situ qui a été choisie
; cependant une mise au point adaptée aux
prélévements oligospermiques a été nécessaire. Le
principe a consisté a ne plus traiter I'échantillon sous
forme d’'une suspension soumise successivement a
I'action de plusieurs réactifs (avec entre chaque
traitement des centrifugations), mais a étaler le plus t6t
possible le culot fixé sur lame puis a traiter la lame par
les réactifs [25, 41, 69]. Cette nouvelle méthode, validée
par le traitement en paralléle de plusieurs échantillons
par I'ancienne et la nouvelle technique, a permis
d’analyser des patients oligospermiques sévéres (jusqu’a
30 000 spermatozoides au total). L'analyse a méme
pu étre réalisée pour une paillette de sperme décongelée
contenant une quantité de spermatozoides estimée a
400. De plus cette technique est simple, rapide, non
codteuse et ne nécessite pas d’appareillage lourd. Elle
peut donc s’inscrire dans la pratique d’un laboratoire
classique de biologie de la reproduction.

b) Limites de la technique utilisée : manque de
spécificité

La technique TUNEL vise a mesurer I'apoptose ;
cependant, la distinction entre apoptose et nécrose est
parfois difficile. Il est donc possible que des noyaux
issus de spermatozoides nécrosés soient considérés
comme fragmentés, créant ainsi une erreur par excés
dans I'évaluation de l'effet de la congélation sur l'intégrité
de 'ADN spermatique. Nous avons effectué en paraliéle
sur les prélévements décongelés des tests visant a
mesurer le degré de nécrose qui peut interférer dans
I'évaluation de la fragmentation de FADN.

» Estimation du degré de nécrose au niveau du
noyau du spermatozoide

Le DAPI est un moyen indirect d’estimer la
dégénérescence de I'ADN nucléaire et donc
d’appréhender la nécrose. En effet, la fluorescence
bleue (DAPI+) serait le témoin de l'intégrité de la structure
de I'ADN puisqu’elle provient de la liaison du
fluorochrome aux doublets A-T de FADN. L'absence
de fluorescence bleue (DAPI-), signe de I'absence de
liaison du fluorochrome aux doublets A-T, ferait état au
contraire de la dissociation de structure de 'ADN, et donc
de la dégénérescence nucléaire [20, 39, 47, 64)]. Nous
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avons dénombré deux populations de spermatozoides:
les spermatozoides « DAPI+ FITC-» (structure globale
de 'ADN nucléaire intégre, absence de fragmentation
de 'ADN) et les spermatozoides « DAPI+ FITC+ »
(structure globale de 'ADN nucléaire intégre, présence
de fragmentation de 'ADN). Une troisieme population
de spermatozoides a été constituée par les
spermatozoides « DAPI- FITC+ » (structure globale de
'’ADN dégradée, dégénérée ; présence de
fragmentation nucléaire). Cependant, cette troisiéme
population, quasiment absente dans le sperme entier,
s'est révélée rare dans les prélévements décongelés (0,4
a2,7%).

» Estimation du degré de nécrose au niveau de la
membrane du spermatozoide

L'altération de 'intégrité de la membrane plasmique de
la téte spermatique peut étre mise en évidence par le
test a I'éosine-nigrosine (qui donne une estimation de
la « vitalité »).

La vitalité des spermatozoides congelés-décongelés a
été evaluée a chaque fois que la numération spermatique
le permettait. Cependant la technique « classique »
d’évaluation de la vitalité s’est révélée irréalisable pour
tous les prélévements décongelés des patients
oligospermiques sévéres. Pour essayer néanmoins
d’estimer le degré de nécrose dans ces prélévements,
il aurait pu étre envisageable de réaliser pour chacun
d’eux un test en milieu hypoosmotique (« test HOS
»), test qui évalue l'intégrité membranaire du flagelle.

Néanmoins, les données de la littérature montrent la non
pertinence de ce test dans I'évaluation des dommages
causés par la cryoconservation [11, 32, 44, 74]. Cette
incohérence entre le résultat du test HOS et Ia vitalité
estimée par le test & I'éosine-nigrosine peut étre diie au
fait que ces deux tests explorent la conservation de
I'intégrité de la membrane plasmique aprés congélation
a deux endroits différents, respectivement le flagelle
(test HOS) et la téte (test a I'éosine), qui ne présentent
peut-étre pas la méme sensibilité a la cryoconservation.
Il serait peut-étre judicieux de procéder a un test
combinant les deux techniques, comme I'a exploré
I'equipe de Ducci et al. chez le lapin (« HE test », test
combiné HOS et éosine) [16]. D’'une fagon générale, les
tests membranaires donnent des taux de
spermatozoides « morts » beaucoup plus élevés que
les taux de spermatozoides a noyaux fragmentés ; il
existe cependant une corrélation entre ces tests.

L'idéal aurait été de coupler a la technique TUNEL, qui
explore la phase tardive d’apoptose, une étude des
phases plus précoces, par exemple I'externalisation de
Fannexine V (« annexin V binding »). En effet, un des




premiers signes de I'apoptose est la translocation d'un
phospholipide, la phosphatidyl sérine, de la partie interne
3 la partie externe de la membrane, phospholipide pour
lequel I'annexine V posséde une grande affinité [28,
73].

¢) Corrélation entre le taux de fragmentation de
I’ADN et les paramétres spermatiques initiaux

Notre étude confirme I'existence d’une corrélation entre
le taux de fragmentation de 'ADN sur sperme entier et
les différents parameétres spermatiques initiaux.

Ainsi, il existe une corrélation négative entre le taux de
fragmentation de I'’ADN du sperme entier et la
numération spermatique. La plupart des études publi¢es
montrent en effet que plus la numération spermatique
est basse, plus le taux de fragmentation est élevé [21,
52, 63, 65, 76]. Certaines équipes cependant
n‘aboutissent pourtant pas aux mémes conclusions [43,
48]. La mobilité est également corrélée de maniéere
inverse avec le taux de fragmentation spermatique dans
notre étude, ce qui rejoint les observations des différents
travaux effectués [7, 21, 63, 76]. De méme, une
corrélation positive est observée dans notre travail entre
taux de fragmentation de 'ADN et pourcentage d’atypies
spermatiques. Ce résultat, cohérent avec les
constatations de certaines équipes [7, 63, 65, 76] est
cependant contradictoire avec les conclusions d’autres
études [43]. Enfin la vitalité est corrélée négativement
au taux de fragmentation de '’ADN selon notre étude,
ce qui est conforme aux observations retrouvées dans
la littérature [63].

Ainsi, un prélévement spermatique présentant un taux
élevé de fragmentation de '’ADN serait associé a des
caractéristiques spermatiques altérées. En effet, la
présence de fragmentation de ’ADN nucléaire serait
le témoin de plusieurs processus pathologiques
possibles (défaut dans le remodelage et la compaction
de la chromatine, production de radicaux libres de
'oxygéne, apoptose lors de la spermatogénése [59,
62]) et constituerait donc un élément péjoratif en terme
de qualité du prélevement spermatique. Donc un taux
de fragmentation de 'ADN élevé, témoin d'un ou de
plusieurs processus pathologiques spermatiques, serait
associé a d’autres anomalies telles qu’'une numération
spermatique abaissée, une mobilité diminuée, un
nombre d'atypies augmenté et/ou une vitalité amoindrie.
Réciproquement, on peut également penser qu'une
altération des paramétres spermatiques, tels que par
exemple une mobilité diminuée ou une élévation du
nombre d’atypies, soient le reflet d’'une atteinte de
l'intégrité de 'ADN nucléaire spermatique.

2. Effet de la congélation sur le taux de fragmentation
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de ’ADN spermatique des différents groupes de
patients étudiés.

La premiére question qui était le point de départ de
cette étude était la suivante : la cryoconservation de
sperme, systématiquement proposée dans notre centre
aux patients oligospermiques sévéres et cryptozoo-
spermiques, est-elle délétére pour ces spermatozoides
présentant des caractéristiques déja altérées
initialement?

a) Effet de la congélation sur le taux de fragmentation
de I’ADN spermatique des patients du groupe témoin

Concernant I'impact de la congélation sur la qualité de
I’ADN spermatique, les différentes études divergent. |l
est parfois difficile de comparer ces travaux entre eux
car, d'une part la congélation du sperme ne s’effectue
pas dans les mémes conditions (migration préalable a
la cryoconservation ou congélation du sperme entier),
et d’autre part ils n'utilisent pas tous la méme technique
d’évaluation de l'intégrité de 'ADN. Donnelly et al. [15]
ont ainsi montré que l'intégrité de 'ADN spermatique,
évaluée par le test « COMET », n'est pas modifiée
par la cryoconservation chez les patients fertiles (ce
qui n’est pas le cas chez les patients infertiles), rejoignant
les observations d’Isachenko et al. [37]. Duru et al. [17]
ainsi que Paasch et al. [563] présentent les mémes
conclusions, en utilisant la méthode TUNEL in situ [17]
ou couplée a la cytométrie de flux [53]. Au contraire, les
études évaluant l'influence de la congélation a 'aide
du test a I'acridine orange ont rapporté un effet délétére
de la cryoconservation sur les spermes témoins [12,
65]. De méme, les études évaluant I'état de compaction
de la chromatine aprés cryoconservation observent un
effet plutot néfaste de ce procédé sur l'intégrité de
I’ADN, que I'évaluation soit faite en utilisant le bleu
d’aniline [30] ou le Feulgen [57].

Dans notre étude, le taux de fragmentation de '’ADN du
sperme migré-congelé-décongelé était diminué par
rapport a celui du sperme entier dans le groupe témoin.
Or le sperme subit préalablement a la congélation une
migration. |l était donc difficile de distinguer la
responsabilité de la sélection par le gradient de densité
de celle de la congélation dans 'amélioration de la
fragmentation évaluée aprés I'ensemble du processus.
C’est pourquoi, dans un second temps, nous avons
déterminé le taux de fragmentation dans les trois
situations, sperme entier, aprés migration ainsi qu'aprés
congélation-décongélation sur des échantillons a
numeération normale.

Nous avons ainsi montré que la migration améliore la
fragmentation de 'ADN spermatique. Il semblerait donc
gue dans le groupe témoin, la migration préalable a la




congeélation favorise la sélection des spermatozoides non
« fragmentés », abaissant ainsi le taux de fragmentation
du migrat, et qu’ensuite la congélation conduise a une
augmentation de ce taux mais cependant modérée, de
telle sorte que le taux de fragmentation apres
décongélation se révéle inférieur au taux initial. Ainsi,
globalement, le processus de cryoconservation ne parait
pas présenter d’effet délétére sur l'intégrité de 'ADN
spermatique des spermes témoins ; de plus la migration
préalable pourrait améliorer la résistance du sperme
a la congélation, du fait de la sélection de sperma-
tozoides les plus mobiles et présentant un taux de
fragmentation moindre.

Si on reprend les données de la littérature
précédemment citées, on constate que dans toutes les
études qui montrent une absence d’influence de la
cryoconservation sur rintégrité de I'ADN [15, 17, 37,
53] le sperme est congelé apres avoir subi une migration
préalable (a travers un gradient de densité ou par «
swim-up »). On citera en particulier fe travail de Donnelly
et al. [15] qui aboutit a des conclusions identiques a nos
observations. Dans les travaux qui mettent en évidence
un effet délétére de fa cryoconservation sur le sperme
[12, 30, 57, 65], on remarque que le sperme est congelé
sans migration préalable.

Au total, la congélation ne semble pas présenter d’effet
delétére notable sur la fragmentation de ’ADN des
spermes normaux, observation rassurante car ceux-ci
correspondent a la grande majorité des spermes
cryoconservés (autoconservation avant traitement
stérilisant, don de sperme).

b) Effet de la congélation sur le taux de
fragmentation de 'ADN spermatique des patients
présentant des paramétres spermatiques altérés

Peu d'études s'intéressent a l'influence de la congélation
sur l'intégrité de 'ADN des spermes altérés. Il s'agit le
plus souvent de patients « infertiles » (comparés a
des patients fertiles ou a des donneurs de sperme)
mais qui ne présentent pas forcément des perturbations
importantes du spermogramme. La majorité de ces
études confirme cependant qu'’il existe un effet délétere
de la cryoconservation sur le sperme de ces patients
[14, 15] (techniqgue COMET), [30] (test au bleu d’aniline),
effet observé que le sperme ait subi une migration
prealable [14, 15] ou non [30]. Seules deux études
concluent au contraire a [l'innocuité de Ia
cryoconservation sur l'intégrité de 'ADN spermatique
: elles concernent en fait pour I'une, des patients dits «
infertiles » (comparés a des patients fertiles) mais
présentant une numération normale [17], et pour I'autre
des patients « subfertiles » dont les caractéristiques
spermatiques ne sont pas explicitement mentionnées
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[18].

Notre travail montre que la congélation présente un
effet délétere sur la fragmentation de 'ADN lorsque le
sperme est altéré, qu'il s’agisse d’'une asthénospermie
et/ou d’une tératospermie associée(s) a une numération
normale (groupe 2), d’une oligospermie modérée
(groupe 3) ou sévere (groupe 4). Dans le groupe 2,
aprés migration, le taux de fragmentation diminue par
rapport au taux initial, puis s’éléve aprés congélation a
un taux supérieur a celui du sperme entier, résultats
en accord avec ceux de Donnelly ef al. [14, 15].

Anotre connaissance, il existe une seule étude, récente,
dans la littérature évaluant I'influence de la cryocon-
servation sur la fragmentation de I'’ADN spermatique de
patients oligospermiques séveres [13]. L'équipe observe
ainsi une élévation du taux de fragmentation nucléaire
(technique TUNEL) aprés cryoconservation, mais aussi
bien dans le groupe de patients normospermiques que
dans le groupe de patients oligospermiques. Cependant
I'absence de migration préalable a la congélation ne
permet pas de comparer ces résultats avec ceux de
notre etude.

Notre travail montre un effet délétére de la cryocon-
servation sur la fragmentation de 'ADN des spermes
présentant des numérations tres basses : 10,7% (sperme
décongelé) versus 7,6% (sperme entier) dans le groupe
de patients oligospermiques modérés et 15,2% versus
8,7% dans le groupe de patients oligospermiques
séveres. Cependant, cet effet délétere reste modéré.
Notons que seulement un tiers des patients des groupes
3 et 4 (10/28) présente un taux de fragmentation de
'ADN aprés décongélation supérieur a la valeur
correspondant au 95&éme percentile (13%).

D’autre part, si on s’intéresse plus particuliérement a
I'évolution du pourcentage de fragmentation de '’ADN
aprés cryoconservation des spermatozoides des patients
oligospermiques séveres (groupe 4), qui correspondent
a la population candidate a I'autoconservation de
paillettes dites de secours, on constate que la numération
spermatique de départ n'est pas prédictive de I'altération
de I'integrité de ’ADN induite par la congélation. Ainsi,
pour le patient présentant les paramétres spermatiques
les plus séverement altérés de notre étude (numération
totale & 0,096 M/éjaculat, mobilité progressive a 2%),
le taux de fragmentation de 'ADN n’augmente que de
5% aprés cryoconservation (passant de 15,5 a 20,8%).
Singuliérement, le prélévement spermatique gui semble
le plus affecté par le processus de congélation (pour
lequel le taux de fragmentation de I'ADN s’éléve a
25,6% apres décongélation contre 8,7% dans le sperme
entier) correspond a un patient présentant les
caractéristiques spermatiques les moins sévérement




perturbées du groupe 4 (numération totale a 3,64
M/éjaculat, mobilité progressive a 22%).

Ainsi, il n'est pas possible de prédire si la
cryoconservation sera délétére ou non dans les cas
d’altérations les pius sévéres des parameétres
spermatiques. Néanmoins, seule la poursuite de I'étude
sur un plus grand nombre de patients oligospermiques
sévéres permettrait de confirmer cette hypothése.

En conclusion, la cryoconservation entraine des
dommages nucléaires sur les spermatozoides des
patients présentant des caractéristiques spermatiques
altérées, cela méme si une migration préalable permet
la sélection des spermatozoides les moins fragmentés.
Cependant cet effet reste modére.

La « résistance » du sperme a la cryoconservation
semble étre dépendante des caractéristiques
spermatiques initiales : plus le patient présente des
anomalies au spermogramme, plus ses spermatozoides
seront sensibles aux dommages nucléaires induits par
la cryoconservation, qui ne semblent néanmoins pas si
alarmants d'aprés les résultats de cette étude.

Cependant il faut garder a I'esprit que la technique
TUNEL met en évidence des spermatozoides
apoptotiques, mais seulement a un stade tardif de ce
phénomeéne. Il est probable que les prélevements
cryoconservés contiennent des spermatozoides «
moribonds », dans la phase précoce du processus
apoptotique, non détéctés par la technique TUNEL. On
pourrait envisager d’améliorer la sensibilité de la
technique de détection des spermatozoides apoptotiques
en couplant I'analyse de fragmentation de 'ADN en
techniqgue TUNEL a un autre test de dépistage d'une
phase plus précoce de I'apoptose, comme le marquage
a l'annexine V.

Un autre point important & souligner est que 'analyse
de la fragmentation d’ADN a été réalisée sur 'ensemble
de la population spermatique présente, comprenant
donc des spermatozoides mobiles ou non. Or les
spermatozoides qui sont utilisés en ICSI sont les
spermatozoides mobiles, ou vivants au test HOS en cas
d’absence totale de mobilité. Il est donc vraisemblabie
que le taux de fragmentation correspondant aux
spermatozoides mobiles, ou du moins « HOS + », qui
sont injectés en ICSI, est inférieur au taux de
fragmentation évalué sur 'ensemble du prélévement.

3. Intérét pronostique de I’évaluation de la
fragmentation de ’ADN spermatique avant et apres
cryoconservation dans la prise en charge des
patients en AMP

La deuxiéme question qui se posait était la suivante: fait-
on perdre des chances aux couples en ICSI en utilisant
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de tels spermatozoides cryoconservés 7?7

Il est plus difficile de répondre avec certitude a cette
interrogation, a laquelle nous ne pouvons apporter que
guelques éléments de réponse. Il n'est pas clairement
établi qu’une elévation modérée des taux de
fragmentation de 'ADN compromette nécessairement
issue des ICSI. Cette question reste encore trés
débattue [1, 7, 9, 26, 60, 62, 68, 69].

Peu de travaux ont étudié I'impact de {'utilisation de
spermatozoides éjaculés puis cryoconservés dans le
cadre d’'une oligospermie sévére sur l'issue des
tentatives d’ICSI effectuées dans un tel contexte. On peut
néanmoins se baser sur I'expérience des tentatives
d’ICSil réalisées avec des spermatozoides épididymaires
ou testiculaires cryoconservés. Les travaux de Friedler
[24, 23], Palermo [54], Ben Yosef [8], Ron-El [50], Cayan
[10] et Tournaye [7 1] montrent ainsi que la congélation
ne présente pas d'effet néfaste en terme de fécondation,
clivage, grossesse évolutive par rapport aux ICSI
réalisées avec des spermatozoides « frais ». Deux
études assez récentes confirment que la cryocon-
servation de spermatozoides épididymaires et
testiculaires ne semble pas faire perdre de chances
aux couples bénéficiant d’une telle prise en charge [33,
72].

Peu de données ont été publiées sur l'influence de la
congélation sur les résultats des ICSI réalisées avec des
spermatozoides cryoconservés chez des patients
oligospermiques sévéres. L'équipe de Lahav-Baratz
[42] montre que les ICSI réalisées avec le sperme
préalablement cryoconservé donnent des résultats
comparables en terme de taux de fécondation, de
grossesse clinique et d’implantation a ceux des ICSI
pratiquées a l'aide de spermatozoides « frais »
retrouvés le jour de la tentative. Les résultats d’'une
étude multicentrique menée aupreés de 6 centres dAMP
au sujet de la prise en charge des cryptozoospermies
et des oligospermies extrémes [2, 5] montrent que sur
les 9 tentatives d’ICSI (sur 235 étudiées au total)
réalisées avec des spermatozoides cryoconservés issus
de « paillettes de secours », une grossesse a abouti
a la naissance d'un enfant bien portant. Cependant le
faible effectif de tentatives réalisées avec des
spermatozoides congelés dans cette série ne nous
permet pas d’en tirer des conclusions.

Il est donc difficile de préciser si 'augmentation du taux
de fragmentation de I’ADN induite par la cryocon-
servation compromet l'issue des ICSI réalisées avec ces
spermes trés pathologiques.

Au total, tous ces éléments sont plutét en faveur de la
pratique de l'autoconservation de sperme chez les




patients oligospermiques sévéres, pour lesquels la
constitution de ces paillettes « de secours » présentent
un bénéfice certain, puisque dans un pourcentage non
négligeable de cas, elles peuvent étre utilisées le jour
de la tentative pour pallier 'azoospermie transitoire
auquel le patient peut étre confronté le jour de I'lCSI.

Enfin, il faut souligner I'intérét psychologique important
de la constitution de ces paillettes, qui permettent de
rassurer les patients, moins stressés a I'idée du risque
et des conséquences d'une azoospermie le jour de la
tentative. Le prélevement de sperme effectué dans un
tel contexte psychologique le jour de I'ICSI pourrait
ainsi méme s’en trouver amélioré.

Notes

* « a »:spermatozoides mobiles progressifs rapides
« b » :spermatozoides mobiles progressifs « lents »

** |a dichotomie entre les 2 derniers groupes de patients
oligospermiques repose sur un seuil « critique » de
numeération totale spermatique fixé dans cette étude a
5 millions de spermatozoides/éjaculat.
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ABSTRACT

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

Célia SABBAGH, Martine ALBERT, Frangois VIALARD,
Ibrahim HAMMOUD, Marianne BERGERE, Vincent
DELABROYE, Denise MOLINA-GOMES, Marc BAILLY,

Raoul LOMBROSO, Jacqueline SELVA

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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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/




