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Introduction 

L’assistance médicale à la procréation a énormément évolué ces 20 dernières 

années avec le développement et la mise au point des techniques de micromanipulation 

comme l’injection intra-cytoplasmique de spermatozoïde (ICSI).Les hommes présentant de 

sévères altérations des paramètres spermatiques, notamment l’absence totale de 

spermatozoïde dans l’éjaculat après centrifugation (azoospermie), représententenviron 10% 

des infertilités masculines. Grace à l’ICSI et au prélèvement chirurgical de spermatozoïdes, 

certains de ces patients ont pu voir se concrétiser leur projet parental grâce à une prise en 

charge en AMP intraconjugale. 

Les causes sous-jacentes de ces infertilités masculines sont variées, influençant 

probablement la sévérité des altérations. Elles peuvent être génétiques : les délétions 

spécifiques du bras long du chromosome Y connues comme la région AZF, sont cliniquement 

importantes car elles sont associées avec une perturbation ou un échec de la 

spermatogénèse(1,2).Dans 15 à 20% des cas ces microdélétions sont associées à une 

azoospermie ou à une oligozoospermie. 

Parmi les hommes présentant une azoospermie, 10 à 20% sont porteurs d’une 

anomalie chromosomiqueau caryotype.Les anomalies de structuressont,quant à elles, 10 fois 

plus fréquentes chez les hommes infertiles que dans la population générale ; comme par 

exemple, l’inversion du chromosome 9 présent dans 3 à 5% des cas(3).  

Des causes obstructives, séquellaires infectieuses ou génétiques comme l’atrésie 

congénitale des canaux déférents, souvent associée à une mutation du gène CFTR, peuvent 

être responsables d’azoospermie sans pour autant perturber la spermatogénèse. 

D‘autres causes d’azoospermie peuvent être liées à des perturbations endocrines, des facteurs 

environnementaux, des causes vasculaires ou encore une exposition chimique.  

 

Les azoospermies non obstructives (NOA) résultent d’étiologies sécrétoires, donc d’un 

défaut de la production testiculaire, et constituent ainsi une indication préférentielle à 

l’extraction testiculaire de sperme (TESE)(4). A contrario, des azoospermies obstructives, qui 

résultent d’une obstruction ou d’une absence de voie éjaculatoire, et présentent une dilatation 

épididymaire conséquente à l’accumulation des spermatozoïdes en amont des voies 

excrétrices alors éligibles à une aspiration microchirurgicale épididymaire (MESA)(5,6). 
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La probabilité théorique de retrouver des spermatozoïdes utilisables en ICSI est 

d’environ 50% mais reste très variable en pratique clinique.Selon les études, elle semble 

dépendre de certains facteurs prédictifs du bilan étiologique(7–10). 

La qualité des spermatozoïdes récupérés, et notamment leur capacité fécondante 

(mobilité,maturité)semble corrélée àla technique chirurgicale d’extraction(11). Aujourd’hui, 

plusieurs études indiquent que l’origine du spermatozoïde peut être associée à la qualité 

embryonnaire(12).Certains auteurs rapportent des taux de fécondation et de grossesses 

satisfaisants en utilisant des spermatozoïdes testiculaires(13–15). Néanmoins, ces taux restent 

plus faibles dans la littérature, pour les spermatozoïdes testiculaires en regard des 

spermatozoïdes éjaculés et épididymaires(16–18). 

 

Appréhender les causes d’échecs de la prise en charge en AMP constitue un point 

central pour l’ensemble des acteurs de la médecine de la reproduction. Le potentiel mitotique 

et la syngamie nucléaire, deux phénomènes essentiels au développement embryonnaire, sont 

hérités du spermatozoïde. La bonne formation du sperme aster suivi de la fusion des pronucléi 

sont des étapes critiques dans le processus de fécondation. Le centrosome doit répliquer, se 

diviser et organiser la formation du fuseau mitotique nécessaire aux futurs clivages 

cellulaires(19,20). Le spermatozoïde apporte également un facteur d’activation ovocytaire 

responsable d’oscillations calciques menant à l’initiation du cycle mitotique(21). La 

contribution paternelle joue aussi un rôleplus tardif, dans l’activation du génome 

embryonnaire et dans le processus menant à la blastulation(12,22,23). 

 

L’évaluation du développement embryonnaire ainsi que la sélection de l’embryon à 

transférer présentant les meilleureschances d’implantationet le meilleur pronostic en termes 

de naissance vivante constituent un enjeu majeur pour le biologiste de la reproduction. Le 

développement embryonnaire in vitro implique un monitoring permanent des facteurs 

extrinsèques comme le pH oula température dont les variations dans le milieu de culture 

affecteront le développement embryonnaire(24). Le système de culture a un impact certain sur 

ces fluctuations(25–27), notamment lorsque les manipulations d’embryons deviennent 

répétitives ou que la stabilité du milieu est compromise par l’ouverture et la fermeture 

itératives des incubateurs. 

Depuis quelques années,l’apparition d’une nouvelle génération d’incubateurs « Time 

lapse Imaging System » a permis l’observation des embryons sans leur manipulation et ainsi, 

de minimiserles variations du milieu de culture (28,29). Dans ces incubateurs, l’embryon est 
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monitoré pendant l’ensemble de sa période d’incubation grâce à l’acquisition d’images à 

intervalle de temps régulier de l’ordre d’une quinzaine de minutesaux différents plans de 

l’embryon afin d’obtenir une reconstitutionspatiale vidéo. Ainsi, au lieu d’une évaluation 

morphologique statique à un temps précis, le biologiste peut réaliser une évaluation 

dynamique et apprécier l’évaluation morpho-cinétique de l’embryon en temps réél. 

L’intégration de l’imagerie« time lapse » permet une analyse plus performante 

qu’avec les checkpoints conventionnels de 18, 42, 66, 90 et 114 h après fécondation. 

L’évaluation quantitative et qualitative de l’influence du spermatozoïde sur les cycles 

cellulaires embryonnaires nous permettrait de mieux appréhender l’effet paternel sur le 

développement  préimplantatoire. Peu d‘études ont, à ce jour, porté sur l’influence de 

l’originespermatique. 

 

L’apparition de cette technologie a mis en avant l’analyse morpho-cinétique des cycles 

cellulaires dans l’évaluation de la viabilité et de la capacité implantatoire des embryons. De 

récentes études ont montré une association entre les timings des clivages cellulaires et 

l’implantation(30). Ces systèmes permettent donc d’évaluer tout changement morphologique 

de l’embryon et ainsi sélectionner celui qui possède les caractéristiques morpho-cinétiques 

optimales pour un transfert ou une vitrification.  

Certaine études montrent une augmentation de 15 à 20% des grossesses cliniques 

associées à cette sélection embryonnaire(28,29). Beaucoup d’autres se sont attachées à 

déterminer une signification dans les différences des clivages cellulaires(31). En 2011, 

Meseguer et al(28) ont mis en évidence que les timings précoces des premières divisions 

cellulaires constituaient des indicateursperformants des chances d’implantation et ont 

développé un algorithme permettant de sélectionner l’embryon à transférer associé aux 

meilleures chances d’implantation et de naissance vivante.   

 

A ce jour, il n’existe que peu d’études évaluant les paramètres morpho-cinétique des 

embryons conçus avec des spermatozoïdes chirurgicaux(32–34). Ainsi, l’objectif de cette 

étude est de déterminer s’il existe une association entre l’origine du spermatozoïde et les 

paramètres morpho-cinétiques, les anomalies de clivage embryonnaires préimplantatoires et 

les issues cliniques du transfert de ces embryons.  
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Matériels et méthode 

 

Design de l’étude  

Nous avons mené une étude rétrospective du 1
er

 janvier 2016 au 31 octobre 2019 à 

l’hôpital Bichat. Un total de 83 cycles de fécondation in vitro avec micro-injection intra-

cytoplasmique d’un spermatozoïde (ICSI) représentant 70 couples ont été analysés. 

Ainsi, ont été inclus les couples dont les femmes avaient moins de 38 ans avec des 

profils hormonaux sans particularité (AMH> 1 ng/ml, FSH< 12UI/l, E2<60 pg/ml) et qui ne 

présentaient pas de facteur identifié d’infertilité ; excepté une indication tubaire stricte. Les 

femmes avec moins de 5 ovocytes retrouvés à la ponction ont été exclues de l’étude, tout 

comme, les hommes présentant une infertilité d’origine génétique au caryotype ou une micro-

délétion de la région AZF du bras long du chromosome Y. 

Trois groupes ont été constitués selon l’origine du spermatozoïde utilisé lors de la 

micro-injection :  

- spermatozoïde testiculaire (ST),  

- spermatozoïde épididymaire (SE)  

- et un groupe contrôle, spermatozoïde éjaculé (SC) possédant des altérations 

légères à modérées de la concentration spermatiques (>5 M/ml) mis en évidence 

sur les spermogrammes réalisés en amont de la tentative en accord avec les 

recommandations WHO (2010). 

Le groupe d’étude incluait des patientsprésentant uneazoospermie au profil obstructif 

ou non obstructif ayant bénéficié d’une TESE ou une MESA. Des profils hormonaux et 

échographiques ont été réalisés pour tous ces hommes. Le groupe contrôle est constitué 

d’hommes infertiles présentant une indication d’ICSI. 

 

Les embryons étaient placés dans l’EmbryoScope© (Vitrolife) et l’analyse morpho-

cinétique a été réalisée à partir du logiciel EmbryoViewer© (Vitrolife). 
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Stimulation ovarienne 

Le protocole de stimulation était choisi en fonction de l’âge de la patiente, de son 

profil hormonal (E2, FSH, AMH), de son compte folliculaire antral (CFA) et des précédentes 

réponses aux gonadotrophines. Le blocage de l’axe hypothalamo-hypophysaire était réalisé 

avec un agoniste ou un antagoniste de la GNRH. De la FSH recombinante était utilisée pour 

la stimulation ovarienne. L’ovulation était déclenchée par HCG et/ou GnRH quand il y avait 

au moins trois follicules de 17 mm de diamètre à l’échographie. Les complexes cumulo-

ovocytaires étaient récupérés 35 à 36h plus tard par aspiration trans-vaginale sous contrôle 

échographique et placés deux heures dans de l’IVF pré-équilibrée à 37°C avec 5.5% de CO2 

avant la micro-injection. 

 

Micro-injection, culture et transfert embryonnaire 

La décoronisation des cellules du cumulus était réalisée par digestion enzymatique grâce à de 

la hyaluronidase dilué à 20% (40IU/ml).  

Des gradients de densité conventionnels ont été utilisés pour isoler les spermatozoïdes du 

groupe contrôle. Les spermogrammes ont été réalisés selon les recommandations WHO 

(2010). 

Pour l’ICSI, les spermatozoïdes étaient placés dans du polyvinylpyrrolidone (PVP) et 

choisis morphologiquement à l’objectif x40. Les ovocytes matures en métaphase II étaient 

positionnés dans du FertiCult©(avec HEPES), puis après micro-injection, placés 

individuellement dans les puits des boites d’EmbryoSlide© (Vitrolife) pré-équilibrés la veille 

et contenant un milieu de culture continue CSC© (Irvine) recouvert d’huile de lavage Ovoil©. 

Ces boites étaient placées dans les chambres individuelles de l’EmbryoScope© pour une mise 

en culture de 5 à 6 jours à 37°C sous 5.5% de CO2 et 5% O2. 

La fécondation des ovocytes était contrôlée entre la 16
ème

 et la 18
ème

 heures post 

injection. 

 

Le jour du transfert ainsi que le nombre d’embryon àreplacer étaient déterminésaprès 

confrontation des arguments clinico-biologiques (qualité et quantité de la cohorte 

embryonnaire,  parcours AMP antérieur, antécédents gynéco-obstétriques de la patiente). Les 

transferts étaient réalisés sous contrôle échographique. Les embryons surnuméraires non 
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transférés étaient conservés jusqu’à J5/J6 pour une éventuelle vitrification. Les dosages 

d’hCG étaient effectués 14 jours après le transfert. Les grossesses cliniques étaient confirmées 

par la présence d’un sac gestationnel avec une activité cardiaque. 

 

Prélèvements testiculaires et épididymaires 

L’extraction chirurgicale des spermatozoïdes testiculaires était réalisée selon le 

protocole d’extraction TESE. Après ouverture scrotale, la vaginal était identifiée et incisée 

afin de mettre en évidence le testicule. Une petite incision verticale était réalisé dans 

l’albuginé et une légère pression testiculaire appliqué afin de créer une invagination des tubes 

séminifères. Cette procédure était répétée sur le testicule controlatéral systématiquement.  

Les spermatozoïdes épididymaires étaient récupérés par voie chirurgicalepar aspiration 

épididymaire selon le protocole MESA. Dans ce cas, un contrôle microscopique par le 

biologiste responsable du traitement et de la congélation éventuelle était réalisé directement 

au bloc opératoire afin de guider un éventuel geste complémentaire. 

Les prélèvements étaient placés dans un tube Eppendorf© contenant du 

FertiCult©(avec HEPES) le temps de l’acheminementau laboratoire pour dissection, 

évaluation et congélation. Les prélèvements testiculaires étaient lavés dans de l’IVF pré-

équilibré et seulement 20 à 25 µl de l’échantillon étaient utilisés pour l’évaluationde la 

mobilité, la vitalité et de la concentration spermatique. Le traitement des échantillons 

récupérés était réalisé conformément au protocole d’extraction des spermatozoïdes 

testiculaires du laboratoire : un premier temps consacré à une décantation de 3 heures pour 

favoriser la libération des spermatozoïdes hors des tubes et éliminer les débris cellulaires puis 

un second temps de lavage du prélèvement. La préparation destinée à la congélation était 

diluée au ½ avec du SpermFreeze© (Irvine) et montée dans des paillettes. Ces paillettes 

étaient ensuite congelées via une technique de congélation lente automatisée Planer©. Tous 

les prélèvements chirurgicaux étaient effectués et congelés avant la planification des cycles 

d’ICSI. Le jour de la ponction, les paillettes étaient réchauffées à température ambiante et un 

lavage avec un gradient de faible volume (500 µl de P45) était réalisé. 

 



 

11 
 

Analyse en time lapse et évaluation embryonnaire  

Le système d’acquisition « time lapse » était paramétré pour permettre une acquisition 

d’image à fort grossissement (x200) et sur 7 plans focaux différents toutes les 15 minutes 

pendant la culture. L’évaluation morpho-cinétique de chaque embryon a été réalisée 

rétrospectivement par le même opérateur et de façon standardisée. Une évaluation du nombre 

de cellules, du pourcentage de fragmentation et de la symétrie des blastomères  selon la 

classification d’Istanbul (2011) était effectuée ainsi qu’une analyse des anomalies de 

clivages(35). Seuls les clivages directs du premier, deuxième et troisième cycle cellulaire 

étaient pris en compte.  

Les embryons étaient classés en compaction (SC) dès les premiers signes de 

disparition des limites cellulaires et en morula (tM) lorsque cette fusion concernait 90% des 

cellules. Les évènements de clivages sont exprimés en Heure post injection, avec l’ICSI 

comme t0. Les timings à 2 cellules t2, t3, t4 , t5, t8, t9, les timings de compaction (tSC), 

morula (tM), début de blastulation (SB), blastocyste (tBL) et d’expansion (tEB) ont été 

déterminés selon les recommandations méthodologiques(36)(Annexe 1). 

Les intervalles, t3-t2, t4-t3, t5-t3 correspondants aux cycles cellulaires embryonnaires 

(cc2, S2, cc3) ont été calculés et les intervalles optimaux caractérisant les embryons à haut 

potentiel implantatoire ont été définis selon des publications antérieures(29,37,38). Les 

valeurs suivantes ont été utilisées comme référence; t3-t2 (>5 et <12h), t4-t3 (<1h), t5 (45-

57h), t5-t3 (9.7-21h), tSB (<96.2h) et tEB (<116h).   
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Analyse statistique 

Pour l’analyse des variables qualitatives, un test du X² a été réalisé et pour l’analyse 

des variables quantitatives, un test non paramétrique de Mann-Whitney après avoir vérifié que 

nos données ne suivaient pas une distribution normale. Un p < 0,05 était considéré comme 

statistiquement significatif. 
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Résultats 

Un total de 70 couples représentant 83 cycles d’ICSI ont été inclus dans cette étude. 

Une extraction chirurgicale de spermatozoïdes testiculaires (n=23) et épididymaires (n=6) a 

été réalisé pour 35 cycles d’ICSI. Quarante-huitcycles ont été réalisés à partir d’éjaculats frais 

dont la concentration spermatique était supérieure à 5 M/ml. Les patients présentant des 

anomalies du caryotype ou des microdélétions sur le chromosome Y ont été exclus.Seuls les 

couples dont les femmes avaient moins de 38 ans et qui ne présentaient pas de facteur 

identifié d’infertilité ; excepté une indication tubaire stricte, ont été inclus. 

 

 

 

Les informations cliniques et biologiques sont détaillées dans l’annexe 2. L’âge était 

comparable entre les 3 groupes. Également, le nombre d’ovocytes collectés et le nombre 

d’ovocytes matures par patient était comparables entre les groupes. Les taux de fécondation, 

ne présentaient pas de différence significative, malgré un taux de fécondation moins bon pour 

le groupe contrôle (64,2% vs 69,3% et 68,1%). La moyenne d’embryon transféré était 

semblable entre les groupes et 95 embryons ont été transférés, 55 issus de spermatozoïdes 
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éjaculés, 31 issus de spermatozoïdes testiculaires et 9 issus de spermatozoïdes épididymaires. 

Les taux d’implantation étaient comparables avec 23,6% pour le groupe SC, 22,6% pour le 

groupe ST et enfin 22,2% pour le groupe SE. Les taux de naissances vivantes étaient 

comparables entre les groupes avec cependant une diminution non significative du taux de 

naissance vivante dans le groupe SE (25%) en comparaison du groupe ST (29,2%) et SC 

(30,9%).  

 

L’analyse morpho-cinétique (Annexe 3) a été réalisée  sur un total de 365 embryons à 

2 pronucléi dont 209 dans le groupe SC, 117 dans le groupe ST et 39 dans le groupe SE.Le 

délai entre la disparition des pronucléi et la première mitose était plus court chez les 

embryons du groupe ST comparativement aux embryons du groupe SC (p < 0,05). Les stades 

6 et 9 cellules apparaissaient plus précocement chez les embryons du groupe ST et SC par 

rapport à ceux du groupe SE (p < 0,05). La synchronisation S2 (intervalle t4-t3) était plus 

longue pour les embryons du groupe SE par rapport au groupe SC et au groupe ST (p < 0,05). 

La compaction survenait plus tôt dans le groupe ST que dans le groupe SC (p < 0,05). 

 

Les échecs de blastulation des embryons ayant atteints le stade morula étaient 

significativement plus nombreux dans le groupe SE (31,8%) par rapport aux groupes ST et 

SC (respectivement 6,2% et 11,6%, p < 0.05). Les anomalies de clivages étaient plus 

nombreuses pour les embryons issus de spermatozoïdes chirurgicaux (ST et SE) ; 

respectivement 17,0% et 12,8% ; versus 3,3% dans le groupe SC (p < 0,05).Une tendance 

semble se dessinersur la proportion d’embryons vitrifiés en faveur du groupe testiculaire avec 

presque deux fois plus de blastocystes vitrifiés que dans le groupe épididymaire (44,4% vs 

28,2%, p=0,07) (Annexe 5). 

 

Selon l’algorithme de Mesegueret al, il y avait au total, autant d’embryons respectant 

les clivages optimaux dans les 3 groupes (7,7% pour le groupe ST,5,1% dans le groupe SE et 

7,6% dans le groupe SC). Cependant, la proportion d’embryons respectant les timings de 

l’algorithme pour le deuxième cycle cellulaire (CC2) et la synchronisation (S2) était 

supérieure dans le groupe ST (respectivement 58,1% et 65,8%) par rapport au groupe SC 

(respectivement 45,9% et 53,6%, p<0.05). Également, la proportion d’embryons respectant 

les timings de la synchronisation (S2) était inferieure dans le groupe MESA par rapport au 

groupe TESE (43,6% vs 65,8%, p<0,05). La proportion d’embryons respectant les timings du 
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troisième cycle cellulaire (CC3) était plus grande dans le groupe SE par rapport au groupe ST 

(64,1% vs 44,4%, p<0,05) (Annexe 6). 

 

Une analyse morpho-cinétique spécifique sur 91 embryons transférés, dont les 

données de l’implantation étaient connues (2 transferts de 2 embryons ayant donnés chacun 1 

seule naissance vivante dans le groupe contrôle ont été exclus de l’analyse) mettait en 

évidence une association entre le taux de naissance vivante et une durée réduite de la 

synchronisation S2 (p<0.05) (Annexe 4). 
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Discussion 

La possibilité d’utiliser des spermatozoïdes chirurgicaux en ICSI a considérablement 

amélioré la prise en charge des couples dont les hommes présentent une 

azoospermie.L’origine du spermatozoïde micro-injecté sur le développement embryonnaire et 

sur la grossesse constitue un élément fondamental du pronostic lors du transfert 

embryonnaire. Plusieurs études ont été menées sans permettre de converger à une conclusion 

unanime. L’apport de l’évaluation morpho-cinétiquemédiée par le support technologique 

« time lapse » a permis de mieux caractériser l’influence paternelle sur le développement 

embryonnaire et d’identifier précisément les points les plus critiques du cycle cellulaire. A ces 

timings précis, il semblerait que les embryons issus des spermatozoïdes chirurgicaux 

présentent des comportements cinétiques différents de ceux des embryons issus de 

spermatozoïdes éjaculés. Dans cette étude, nous avions pour objectif d’évaluer les paramètres 

morpho-cinétiques et les issues cliniques des embryons de patients dont l’homme avait 

bénéficié d’une extraction chirurgicale de spermatozoïdes.  

 

Un des premiers indicateurs morphologiques de l’activation du génome embryonnaire 

et de l’expression du génome paternel est l’initiation des jonctions serrés médiée par 

l’adhésion des E-cadherinvers le stade 8 cellules menant à la compaction(12,39). Les 

déficiences du génome nucléaire spermatique sont donc détectables à partir du 4
ème

jour et 

communément décrites comme un « effet paternel tardif » à la différence des déficiences 

cytoplasmiques détectables dès la fécondation, pouvant être responsables d’un ralentissement 

et d’une altération de la qualité embryonnaire dès les premiers clivages ; décrit comme un 

« effet paternel précoce ». L’effet paternel précoce est souvent associé à des dysfonctions 

spermatiques en lien avec l’activation ovocytaire et l’apparition du centrosome tandis que 

l’effet paternel tardif est, quant à lui associé à une augmentation de l’incidence de la 

fragmentation de l’ADN(22,23). 

 

Dans notre étude, comme dans celle de Buranet al, les embryons obtenus par TESE 

présentaient une cinétique de division plus rapide pour l’ensemble des cycles cellulaires. Le 

délai entre la disparition des pronucléi et la première mitose tout comme le temps de 
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synchronisation S2 étaient significativement plus courts par rapport au groupe contrôle. Cette 

cinétique pourrait être liée au degré d’immaturité nucléaire capable d’induire une accélération 

sur le développement embryonnaire précoce. En effet, durant la spermatogénèse, les histones, 

responsables de la décondensation de la chromatine, sont remplacées par des protamines et 

seulement 15 à 30% d’histones spécifiques persisteront dans les spermatozoïdes 

matures(23,40,41). Le transit épididymaire favorise la condensation de l’ADN en stabilisant 

la structure de la chromatine à travers une déphosphorylation des protamines et une formation 

de ponts disulfure entre elles. Ainsi, le spermatozoïde testiculaire immature pourrait contenir 

plus d’histones et une chromatine moins condensée. 

De manière intéressante, les embryons obtenus par TESE réalisaient leur compaction 

plus tôt que les embryons du groupe contrôle et cette différence n’apparait significative que 

par rapport au groupe contrôle ; ce qui laisserait penser que la fragmentation de l’ADN ne 

peut être à elle seuleresponsable de cet effet cinétique tardif et qu’un autre mécanisme, 

éventuellement lié à l’immaturité nucléaire du spermatozoïde testiculaire, influence ce 

paramètre associé à l’expression du génome paternel. 

 

Tout comme pour l’équipe deBuranet al, les embryons obtenus par MESA sont ceux 

présentant les cinétiques les plus longues sur l’ensemble des cycles cellulaire avec les temps 

S2, t6 et t9 significativement plus augmentés par rapport aux groupes contrôle et testiculaire. 

Ces résultats peuvent être liés à la forte prévalence des dommages de l’ADN des 

spermatozoïdes ayant un long séjour épididymaire(42–44). Plusieurs études ont montré que 

l’ovocyte serait capable de réparer ces dommages et ce temps de réparation pourrait être 

responsable du ralentissement des divisions cellulaires(45). Il a également été rapporté que les 

embryons obtenus par MESA sont aussi porteurs d’anomalies génétiques complexes plus 

fréquentes en comparaison aux embryons issus de patients avec des paramètres spermatiques 

non altérés(46). Ces embryons montrent également des difficultés dans l’initiation de leurs 

blastulation, avec 5 fois plus d’embryons ne parvenant pas à passer cette étape par rapport au 

groupe testiculaire. 

 

En accord avec les résultats de Desai et al, nous avons relevé des différences 

significatives sur les anomalies de clivages des embryons issus de spermatozoïdes 

chirurgicaux. L’incidence de ces anomalies était 4 à 6 fois plus élevée pour les embryons 

obtenus par MESA et TESE. Durant la fécondation le spermatozoïde contribue à 

l’organisation d’un centrosome zygotique fonctionnel en apportant deux centrioles après le 
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recrutement de protéines spécifiques du cytoplasme ovocytaire(19,20). Un héritage 

centrosomal inapte ou une dysfonction du centriole spermatique pourrait être la cause d’une 

spermatogénèse déficiente et, plus particulièrement chez les patients dont l’origine de 

l’azoospermie est sécrétoire. Également, le taux d’aneuploïdie spermatique plus élevé des 

spermatozoïdes testiculaires(47) des patients présentant une azoospermie non-obstructive 

pourrait être une hypothèse à la forte prévalence des anomalies de clivages embryonnaires des 

embryons obtenus par TESE. 

 

Les résultats des issues cliniques après micro-injection de spermatozoïdes 

chirurgicaux varient en fonction des études(48). L’étiologie de l’azoospermie semblerait y 

contribuer même si certains auteurs ont observés des taux de naissance vivante 

significativement inférieurs avec le sperme testiculaire de patients au profil obstructif, c’est-à-

dire avec a priori une spermatogénèse conservée(49). Nos résultats en termes d’issues 

cliniques sur les embryons frais transférés ne montraient aucune différence significative entre 

les trois groupes comme observé chez Desaiet al. Cependant, l’analyse en sous-groupesdes 

blastocystes vitrifiés montrait près de 2 fois plus de conservation embryonnaire dans le 

groupe testiculaire que dans le groupe épididymaire. Cette tendance suggère qu’avec des 

effectifs plus conséquents, notamment dans le groupe épididymaire,cette différence pourrait 

s’avérer significative et une analyse des issues cliniques cumulées pourrait révéler des 

différences entre ces 2 groupes. 

 

Notre objectif était comparable à celui de Buranet al (60 patients), Desaiet al (93 

cycles), et Scarselliet al (66 cycles) mais une divergence méthodologique importante se situait 

sur la composition du groupe contrôle expliquant certaines discordances avec nos résultats, 

notamment sur les taux de fécondation et la proportion de blastocystes significativement en 

faveur du groupe contrôle dans ces études. En effet, ces trois études ont composés un groupe 

contrôle à partir d’éjaculats de patients dont les paramètres spermatiques étaient non altérés 

alors que notre groupe contrôle se constituait principalement d’éjaculats présentant une oligo-

asthéno-tératozoospermieissus d’une spermatogénèse potentiellementaltérée pouvant 

influencer les résultats biologiques observéspour les couples dont les embryons étaient issus 

despermatozoïdestesticulaires dans notre étude. En effet, à la différence des études citées ci-

dessus, notre groupe contrôle présentait un taux de fécondation et une proportion de 

blastocystes vitrifiés inferieure au groupe testiculaire mais cette différence était non 

significative.  
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Ces résultats, nous permettent de nous interroger sur l’utilisation de spermatozoïdes 

testiculaires chez les patients OAT présentant des anomalies du développement morpho-

cinétique embryonnaire associés à des échecs d’implantation répétés.Chez ces couples dont 

les hommes présentent un ADNspermatique fragmenté certaines études révèlent de meilleurs 

taux de grossesses et moins de fausse couche avec l’utilisation de spermatozoïdes 

testiculaires(50–52) 

 

L’analyse spécifique des embryons transférés montrait que les embryons ayant donnés 

des naissances vivantes sont ceux dont la synchronisation était réduite. Ce paramètre morpho 

cinétique apparait être aujourd’hui un indicateur cinétique majeur,précoce et fiable de la 

qualité embryonnaire et qui est repris dans la plupart des derniers algorithmes 

préimplantatoires de la littérature(29,37,38). Ainsi, un embryon avec une cinétique optimale 

doit réaliser sa synchronisation en moins d’1heure. 

 

Nous nous sommes interrogés sur la proportion d’embryons issus de spermatozoïdes 

chirurgicaux présentant des profils de clivages optimaux en nous référant aux critères de 

l’algorithme de Mesegeret al. Cela semblait être plus relevant dans la manière d’identifier des 

différences dans les cohortes d’embryons aux origines diverses et peut être plus significatif 

que de comparer des moyennes cinétiques. Nous avons sélectionné des timings cinétiques 

associés au développement embryonnaire et à l’implantation(37,38). A l’inverse de Desaiet 

al, une proportion significativement plus élevée d’embryons du groupe testiculaire complétait 

le second cycle cellulaire avec l’intervalle de temps optimal en comparaison du groupe 

contrôle. De même, pour la synchronisation S2, les embryons issus de spermatozoïdes 

testiculaires étaient significativement plus nombreux à terminer la synchronisation S2 dans 

l’intervalle de temps considéré comme optimal. Cependant, au total, il y avait autant 

d’embryons respectant la totalité des critères de l’algorithme dans les trois groupes.  

 

Les deux principales limites de cette étude sont sa nature rétrospective et son manque 

de puissance, plus particulièrement pour le groupe épididymaire. La composition du groupe 

contrôle est cruciale et à prendre en compte dans l’analyse. Il est aussi important de noter que 

les spermatozoïdes chirurgicaux étaient utilisés après décongélation, contrairement augroupe 

contrôle éjaculé. De plus, la faible proportion d’embryons transférés à J5 nous a limité dans 

l’analyse morpho-cinétique tardive des embryons ayant donné une naissance. Il sera donc 

intéressant de poursuivre cette étude en analysant les transferts d’embryons congelés et les 
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issues cliniques cumulées et de l’étayer par l’analyse des transferts embryonnaires au stade 

blastocyste qui se sont généralisés depuis plusieurs années dans le centre où l’étude a été 

réalisée. 
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Conclusion 

En conclusion, cette étude révèle un effet paternel morpho-cinétique présent sur 

l’ensemble du développement embryonnaire préimplantatoire. Nous pouvons émettre 

l’hypothèse que les différences observées sur les clivages (t2-Pnf, S2, t6, t9, SC) 

correspondent à un effet paternel précoce et tardif, que le spermatozoïde immature est capable 

d’être associé àun développement précoce plus rapide en lien avec son degré de maturation 

nucléaire. Un haut degré de fragmentation de l’ADN peut être associé à un retard dans les 

divisions cellulaires et ainsi compromettre un développement embryonnaire à la cinétique 

optimale 

Au vu des résultats obtenus dans le groupeépididymaire, l’utilisation du spermatozoïde 

testiculaire semblerait préférable à celle du spermatozoïde épididymaire lors de la micro-

injection. 

Les facteurs morpho-cinétiques les plus pertinents restent à identifier afin de guider au 

mieux le choix biologique de l’embryon à transférer mais la synchronisation S2 pourrait être 

un paramètre important à prendre en compte, notamment pour les transferts d’embryon J2-J3 

présentant peu de recul morpho-cinétique.    

Le manque de puissance est une des principales limites de cette étude et l’ensemble de 

nos résultats doivent être confirmés sur de plus larges effectifs. 
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Annexe 1 : Définition des annotations morpho-cinétiques de l’analyse en time lapse. 

Temps Définition des annotations 

t0 Micro-injection 

tPNa Apparition des pronucléi 

tPNf Disparition des pronucléi 

t2 à t9 Temps de 2 à 9 cellules (première image de l’individualisation des cellules) 

tSC Début de compaction  

tM Compaction total (dernière image avant la cavitation) 

tSB Début de blastulation (première image de l’initiation de la cavitation) 

tB Dernière image avant amincissement de la zone pellucide  

tEB Première image de l’amincissement de la zone pellucide  

tPNf-tPNa Durée d’apparition des pronucléi 

t3-t2 Durée du second cycle cellulaire 

t5-t3 Durée du troisième cycle cellulaire 

t4-t3 Synchronisation de la division cellulaire 

tB-tSB Durée de la blastulation 
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Annexe 2 : Détails clinico-biologiques des couples dans les groupes testiculaire (ST), 

épididymaire (SE) et contrôle (SC). 

 

 

 

  

 

n = couples/cycles 

Groupe SC 

(n=41/48) 

Groupe ST 

 (n=23/27) 

Groupe SE 

(n=6/8) 
 

 

p value  

Age maternel 32,7 31,0 34,8 0,3 

Ovocytes récupérés/patient 11,2 12,1 12,3 0,8 

Meta II/patient 8,3 8,9 10,4 0,7 

Taux de fécondation (%) 64,2% 69,3% 68,1% 0,8 

Embryons transférés (nombre) 55 31 9  

Embryons transférés (moyenne) 1,1 1,1 1,1 0,9 

Transfert J2-J3 35 23 6  

Transfert J5 7 1 2  

Taux d'implantation (%) (par 

embryon) 

23,6%  (13/55) 22,6%  (7/31) 22,2%  (2/9) 0,93 

Naissances vivantes (%) (par 

transfert) 

30,9%  (13/42) 29,2%  (7/24) 25,0%  (2/8) 0,80 



 

30 
 

Annexe 3 : Résultats de l’analyse de donnée morpho-cinétique des embryons issus de 

spermatozoïdes testiculaires (ST), épididymaires (SE) et éjaculés (SC). 

ST versus SC et SE
c
       ST versus SC

b
     ST et SC versus SE

a
 

 

n = embryons 2PN 

 Groupe ST  

(n=117) 

Groupe SE 

(n=39) 

Groupe SC 

(n=209) 

Mann-Whitney 

p value 

Pna (h) 6,28 7,01 7,17 0,87 

Pnf (h) 22,06 23,49 23,34 0,12 

t2 (h) 24,83 26,60 26,27 0,13 

t3 (h) 33,84 34,88 35,37 0,52 

t4 (h) 36,40 39,56 38,02 0,20 

t5 (h) 43,74 48,01 48,21 0,30 

t6 (h) 49,56 54,00 53,32 0,03
a 

t7 (h) 53,60 57,59 58,82 0,34 

t8 (h) 57,84 65,52 63,58 0,12 

t9+ (h) 64,41 71,63 71,13 0,02
a 

SC (h) 77,52 82,97 82,06 0,03
b 

tM (h) 90,88 98,30 96,04 0,36 

tSB (h) 95,25 101,15 97,89 0,15 

tB (h) 105,84 111,81 108,78 0,24 

tEB (h) 105,78 113,43 109,75 0,32 

t3-t2 (cc2) (h) 9,01 8,48 9,23 0,92   

t4-t3 (S2) (h) 2,63 4,98 3,16 0,02
c 

t5-t3 (cc3) (h) 10,99 13,91 13,61 0,52 

t4-t2 (h) 11,93 14,05 12,29 0,59 

PNf-Pna (h) 15,60 15,80 16,10 0,27 

tM-PNf (h) 66,62 75,66 73,79 0,47 

tB-tM (h) 15,80 15,04 13,73 0,69 

t2-Pna (h) 18,44 19,00 19,06 0,41 

t2-Pnf (h) 2,78 3,13 2,87 0,01
b 

t5-t4 (h) 8,23 9,13 10,24 0,93 

t6-t5 (h) 4,94 5,55 5,23 0,61 

t7-t6 (h) 3,67 3,84 5,91 0,61 

tSB-Pnf (h) 73,26 78,01 75,58 0,38 

tB-Pnf (h) 83,81 88,69 86,55 0,27 

tEB-Pnf (h) 83,30 90,31 87,52 0,58 

tSB-Pna (h) 89,08 94,71 90,13 0,80 

tB-Pna (h) 99,15 105,37 101,94 0,66 

tEB-Pna (h) 99,04 106,99 102,91 0,64 
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Annexe 4 : Résultats de l’analyse de donnée morpho-cinétique des embryons transférés. 

 

n = embryons 2PN 

Naissance Vivante  

(n=19) 

Pas de grossesse  

(n=72) 

Mann-Whitney       

 p value  

Pna (h) 6,62 6,68 0,95 

Pnf (h) 22,46 22,58 0,88 

t2 (h) 24,93 24,97 0,21 

t3 (h) 34,74 35,40 0,46 

t4 (h) 36,58 37,92 0,56 

t5 (h) 43,69 47,49 0,24 

t6 (h) 47,73 51,45 0,83 

t7 (h) 51,64 54,24 0,73 

t8 (h) 55,29 58,57 0,69 

t9+ (h) 65,54 67,32 0,48 

SC (h) 76,14 75,99 0,39 

tM (h) 96,26 94,03 0,53 

tSB (h) 97,88 95,40 0,64 

tB (h) 105,91 105,25 0,70 

tEB (h) 106,85 105,92 0,96 

t3-t2 (cc2) (h) 9,81 10,42 0,53 

t4-t3 (S2) (h) 1,85 2,52 0.02 

t5-t3 (cc3) (h) 12,08 12,76 0,40 

t4-t2 (h) 11,66 12,94 0,30 

PNf-Pna (h) 15,84 15,89 0,08 

tM-PNf (h) 73,93 72,49 0,90 

tB-tM (h) 9,66 11,22 0,39 

t2-Pna (h) 18,31 18,29 0,48 

t2-Pnf (h) 2,47 2,40 0,28 

t5-t4 (h) 8,19 8,24 0,25 

t6-t5 (h) 3,96 4,08 0,47 

t7-t6 (h) 3,90 2,79 0,93 

tSB-Pnf (h) 75,55 73,86 0,70 

tB-Pnf (h) 83,58 83,72 0,12 

tEB-Pnf (h) 84,52 84,38 0,87 

tSB-Pna (h) 90,49 88,74 0,64 

tB-Pna (h) 98,52 98,60 0,87 

tEB-Pna (h) 99,46 99,26 0,39 
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Annexe 5 : Comparaison du comportement des blastocystes dans les groupes testiculaire (ST), 

épididymaire (SE) et contrôle (SC). 

 

 

n = embryons 2PN 

Groupe ST 

(n=117) 

Groupe SE 

(n=39) 

Groupe SC 

(n= 209) 

X²  

p value 

Blastocystes (nombre) 44 15 90  

Blastocystes (%) 37,6%  (44/117) 38,4%  (15/39) 43%  (90/209) 0,60 

Expansion (%) 35,0%  (41/117) 38,4%  (15/39) 43%  (90/209) 0,47 

Echec de blastulation (%) 6,2%  (3/48) 31,8%  (7/22) 11,6%  (12/103) 0,01
a 

Anomalies de clivages (%) 17,0%  (20/117) 12,8%  (5/39) 3,3%  (7/209) 0,01
b 

blastocystes vitrifiés 44,4%  (52/117) 28,2%  (11/39)  34,4%  (72/209)   0,07 

SC versus ST et SE
b
ST et SC versus SE

a 
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Annexe 6 : Proportion d’embryons respectant les intervalles de temps optimaux dans les 

groupes testiculaire (ST), épididymaire (SE) et contrôle (SC). 

 

 

n = embryons 2PN 

Groupe ST  

(n=117) 

Groupe SE  

(n=39) 

Groupe SC 

(n=209) 

X² 

p value 

5h < t3-t2 < 12h 58,1%  (68/117) 48,7%  (19/39) 45,9%  (96/209) 0,03
a 

t4-t3 < 1h 65,8%  (77/117) 43,6%  (17/39) 53,6%  (112/209) 0,02
b 

45h < t5 < 57h 24,8%  (29/117) 38,6%  (15/39) 33,5%  (70/209) 0,24 

9,7h < t5-t3 <21h 44,4%  (52/117) 64,1%  (25/39) 51,7%  (108/209) 0,03
c 

tSB< 96,2h 23,9%  (28/117) 15,4%  (6/39) 21,5%  (45/209) 0,41 

tEB< 116h 25,6% (30/117) 23,0% (9/39) 33,5%  (70/209) 0,35 

total 7,7%  (9/117) 5,1%  (2/39) 7,6%  (16/209) 0,71 

ST versus SCa   ST versus SC et SEb   SE versus STc 
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Morpho-cinétique embryonnaire préimplantatoire et issues cliniques après micro-

injection de spermatozoïdes chirurgicaux 

 

 

Introduction : Le spermatozoïde joue un rôle essentiel dans l’activation du génome embryonnaire et dans le 

développement de l’embryon. L’objectif de cette étude est de déterminer s’il existe une association entre 

l’origine du spermatozoïde et les paramètres morpho-cinétiques, les anomalies de clivage embryonnaires 

préimplantatoires et les issues cliniques du transfert de ces embryons.  

Matériels et méthodes : Nous avons mené une étude rétrospective du 1
er

 janvier 2016 au 31 octobre 2019 à 

l’hôpital Bichat. Ainsi, ont été inclus les couples dont les femmes avaient moins de 38 ans et ne présentaient 

pas de facteur identifié d’infertilité ; excepté une indication tubaire stricte. De plus, ont été exclus les 

hommes présentant une infertilité d’origine génétique (anomalies caryotypiques et micro-délétions AZF). 

Trois groupes ont été constitués selon l’origine du spermatozoïde utilisé lors de la micro-injection : 

spermatozoïde testiculaire (ST), spermatozoïde épididymaire (SE) et un groupe contrôle spermatozoïde 

éjaculé (SC) (concentration spermatique supérieure à 5 M/ml).  

Résultats : A partir de 83 cycles d’ICSI (70 couples), 209 embryons à deux pronuclei pour le groupe SC ont 

été observés ainsi que 117 embryons pour le groupe ST et 39 embryons pour le groupe SC. 

Concernant les paramètres morpho-cinétiques, le délai entre la disparition des pronucléi et la première mitose 

était plus court chez les embryons du groupe ST comparativement aux embryons du groupe SC (p < 0,05). 

Le stade 6 et 9 cellules apparaissait plus précocement chez les embryons du groupe ST et SC par rapport à 

ceux du groupe SE (p < 0,05). La synchronisation S2 (intervalle t4-t3) était plus longue pour les embryons 

du groupe SE par rapport au groupe SC et au groupe ST (p < 0,05). Les anomalies de clivages étaient  plus 

nombreuses dans les embryons issus de spermatozoïdes chirurgicaux (ST et SE) ; respectivement 17,0% et 

12,8% ; versus 3,3% dans le groupe SC (p < 0,05). La compaction survenait plus tôt dans le groupe ST que 

dans le groupe SC (p < 0,05). Les échecs de blastulation des embryons ayant atteint le stade morula étaient 

significativement plus nombreux dans le groupe SE (31,8%) par rapport aux groupes ST et SC 

(respectivement 6,2% et 11,6%). 

Une analyse spécifique des embryons transférés mettait en évidence une association entre le taux de 

naissance vivante et une durée réduite de la synchronisation S2. 

Conclusion : L’analyse morphocinétique de l’embryon a permis de révéler une association entre l’origine du 

spermatozoïde et son développement préimplantatoire. Ainsi, l’utilisation du spermatozoïde testiculaire 

semblerait préférable à celle du spermatozoïde épididymaire.  

 

Mots clés : Morpho-cinétique embryonnaire, TESE, MESA, Biopsie testiculaire, Issues cliniques 
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