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Développement d’un nouveau biomarqueur morphométrique en 3D de la qualité
nucléaire des spermatozoides : Impact de la congélation

Oriana Carcy, Sophie Desset, Tristan Dubos, Chloé Puceat, Maissa Andrieux, Gilles Sireta, Bruno
Pereira, Aline Probst, Christophe Tatout, Florence Brugnon, Hanae Pons-Rejraji

Introduction : On estime que 30 a 60% des patients infertiles présenteraient une altération
nucléaire, sans pour autant que ce parametre ne soit analysé en diagnostic de premiére intention.
D’autre part, la cryopréservation, technique indispensable de préservation de la fertilité, affecte
fortement l'intégrité des noyaux des spermatozoides. Ainsi, le développement de marqueurs de
la qualité nucléaire spermatique est un enjeu primordial, notamment dans le cadre de la
congélation des spermatozoides, afin d’améliorer la prise en charge diagnostique et
thérapeutique de I’infertilit¢ masculine. L’objectif de cette étude est de déterminer I’'impact
de la congélation lente sur la morphométrie 3D des noyaux des spermatozoides humains.

Matériel et méthodes : Les parameétres spermatiques standards (OMS, 2021), la taille des
télomeres (qQPCR), la fragmentation de ’ADN (TUNEL), la décondensation de la chromatine
(marquage Chromomycine A3), et les analyses morphométrique 3D ont été mesurés sur 10
reliquats d’éjaculats avant et aprés leur congélation/decongeélation. La représentation en 3D des
noyaux a été réalisée a partir d’une série d’acquisition d’images grand
champ selon I’axe z aprés marquages a I’Iodure de Propidium (mesure
de vitalité), puis DAPI (Vectashield). L’analyse tridimensionnelle a été
réalisée a 1’aide du logiciel NucleuJ2.0 associé au plugin NODeJ et a
permis de calculer le volume, I’élongation et 1’aplatissement du noyau
mais également le volume total et moyen, ainsi que le nombre de
régions constituant la zone hypercondensée de 1’ADN.

Résultats : Les analyses morphométriques ont permis de déterminer, a 1’état frais, un volume
median du noyau spermatique de 37,15 um? selon la population totale (37,08 um? pour les
spermatozoides vivants et 37,73 um? pour les morts). Aprés congélation, le volume median du
noyau n’est pas modifié avec une valeur de 37,1 um?3 (37,25 um?3 pour les spermatozoides
vivants et 36,3 um? pour les morts). De la méme maniére, les mesures d’aplatissement et
d’élongation du noyau ne sont pas modifiées post décongélation (2,48 u.a. vs 2,5 u.a. et 2,04
u.a. vs 2,04 u.a. respectivement) et sans différence significative entre spermatozoides vivants et
morts. Toutefois, de fortes variations interindividuelles sont observables pour I’ensemble des
parameétres, avec une tendance a la diminution du volume du noyau pour I’ensemble des
patients, et de maniére significative (p<0.001) pour 5 d’entre eux.

D’autre part, une diminution significative du volume moyen et total de la zone hypercondensée
de I’ADN est observée aprés congélation (0,7 pm?®vs 0.39 pm?® et 0.94 um?3 vs 0.61 pm?®
respectivement, p<0,0001), avec un impact plus important sur les spermatozoides vivants (0.76
um3vs 0.42 pm3et 1 um? vs 0.68 um? respectivement, p<0.0001) que sur les spermatozoides
morts (0.49 um? vs 37 pm3et 0.72 pm?3 vs 0.57 pm?3, p<0.01 et <0.05 respectivement). La
congélation induit également une altération de la vitalité et de la mobilité (p<0,01) et une
augmentation du pourcentage de spermatozoides avec un ADN fragmenté (p<0,05).

Conclusion : La congélation lente induit une altération significative du volume de la zone
hypercondensée, qui au lieu de former une zone homogeéne, se divise en plusieurs parties,
réduisant le volume total et moyen de celle-ci. Un effet plus important observé sur les
spermatozoides vivants, tout en étant représentatifs de 1’effet observé sur la population totale.
Ainsi nos résultats démontrent 1’intérét de 1’analyse de la structure 3D du noyau en tant que
marqueur de la qualité nucléaire spermatique.



