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RESUME 

L'approche morphologique des spermatozo'ides ~ un fort 
grossissement appelde MSOME (Motile Sperm Organelle 
Morphology Examination) constitue un progr~s int6ressant. 
Elle permet de d~tecter sur cellules vivantes, avec un 
grossissement aliant jusqu'~ plus de XI0 000, des anomalies 
non visualisables par les autres techniques. Cette technique 
a 6t6 d'embl6e appliqu6e ~ la s(~lection du spermatozo'ide 
inject6 en ICSI, prenant alors le nom d'IMSI (Intracytoplasmic 
Morphologically Selected sperm Injection), avec un b6n~fice 
tr~s intdressant concernant les taux d'implantation, de 
grossesse, d'accouchement ainsi qu'une diminution des 
taux de fausses couches spontan6es. 

En dehors de la ndcessit6 d'un syst~me optique particulier, 
les contraintes techniques sont importantes et I'observation, 
en MSOME et en IMSI, sont plus Iongues et difficiles dans 
les cas de cryptozoospermie, d'oligozoospermie et/ou de 
t6ratozoospermie importantes. 

Comparativement au spermocytogramme conventionnel 
(sur cellules fix6es et color6es), le MSOME offre une 
excellente lisibilit6 des anomalies c6phaliques, notamment 
de vacuoles Iocalisdes dans la r6gion c6phalique et qui 
semblent avoir un effet d~l~t~re sur ia f6condation et le 
d(~veloppement embryonnaire. Ces observations conduisent 

utiliser une grille de lecture d6tailk~e des anomalies, et ce 
diagnostic morphologique sur spermatozoi"des vivants 
montre qu'un pourcentage notable des spermatozo'l'des 
pr6-s(~lectionnds pour une ICSI conventionnelle sont en 
fait anormaux en MSOME. 

Au del~ de ces r(~sultats incontestables au plan 
thdrapeutique, cette nouvelle approche ouvre des 
perspectives tr~s int~ressantes sur les relations ~ 6tablir 
entre le ph(~notype du spermatozdl'de inject6 et son pouvoir 
f(~condant et de d(~veloppement embryonnaire. Au plan 
diagnostique, le MSOME ouvre la perspective de pouvoir 

6tudier avec nos outils habituels, des populations 
morphologiquement homog&nes de spermatozo'l'des 
normaux ou pr~sentant une anomalie cibl(~e. De telles 
investigations et ranalyse morphologique fine de chaque 
spermatozdide inject6 associ6e au suivi de chaque ovocyte, 
puis au suivi embryon par embryon, permettraient de 
progresser dans la relation structure-fonction du 
spermatozoYde, I'identification des indications pertinentes 
de I'IMSI et le choix du spermatozo'ide ~ injecter. 

Mots cl#.s "spermatozo'fde, morphologie, MSOME, vacuoles, 
IMSI 
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I. INTRODUCTION 

La morphologie des spermatozo/des observ~e en microscopie 
optique est indeniabtement un param~tre fondamental de la 
qualit6 du sperme [18]. Les anomalies qui sont ainsi d~tect~es 
peuvent avoir des r~percussions sur la fonction des 
spermatozoTdes et un impact sur leur aptitude au processus de 
reproduction. 

II existe des anomalies morphologiques qui rendent le 
spermatozo'ide inapte ~ migrer dans les voles g~nitales f~minines; 
ces anomalies concernent principalement le flagelle et peuvent 
~tre mises en dvidence par I'dtude de la mobilit~ Iors du 
spermogramme, ~ventuellement identifi~es par le spermocy- 
togramme et confirm~es par le d~faut de progression dans le 
mucus cervical in vivo ou in vitro [2]. La rdpercussion de ces 
anomalies flagellaires sur la mobilitd peut aussi ~tre quantifide 
par I'analyse automatis~e du mouvement [3]. A I'~chelle 
ultrastructurale, I'anomalie d'un ou plusieurs composants 
flagellaires peut r visualis6e [17, 25]. On dispose donc sur cette 
aptitude migratoire de plusieurs voles d'abord, compl~mentaires 
et efficaces, sur cellules vivantes ou fix~es et color~es, pour 
authentifier un d~ficit. Plusieurs alternatives de prise en charge 
en Assistance M~dicale ~ la Procreation permettent de contoumer 
ce ddficit migratoire [24]. 

Les autres fonctions attendues du spermatozo'fde reprdsentent 
I'aptitude f~condante, au sens de I'interaction efficace entre le 
spermatozo'ide et I'ovocyte jusqu'& son issue la plus favorable, 
un embryon sain, apte & s'implanter puis & se d~velopper [28]. 
Concernant le spermatozo'ide, les structures impliqu~es dans 
cette interaction se situent essentiellement au niveau de la t~te 
spermatique. Certaines anomalies sont reperdes ~ I'~vidence ~1 
la lecture du spermocytogramme; il est bien admis que les 
spermatozdfdes qui presentent une t~te de volume augment~ [19, 
34] ou diminud (microcephalie) [21], une t~te ronde 
(globozoospermie) [8, 13] ou double (duplication c~phalique), 
sont autant d'acteurs incapables de f~conder in vivo et le plus 
souvent in vitro. 

Au del& de ces anomalies de taille ou de structure gdnerale 
ais~ment identifiables, d'autres anomalies sont plus subtiles et 
restent sujettes a caution quant au seuil toldr~ d'anormalit~, 
I'acrosome n'est-il pas un peu petit ? la base un peu carr ie ? 
On peut multiplier ~l I'infini ces exemples de formes limites, qui 
font rdguli~rement d~bat dans les laboratoires de biologie de la 
reproduction. Au fil du temps, le seuil de normalit~ du pourcentage 
de formes typiques s'est abaiss~. La premiere classification 
propos~e par David et al. [15] en 1975 ~nons une morphologie 
normale au del& de 60% de formes typiques, puis le seuil a ~t6 
abaiss~ ~ 30% dans la classification David modifide [4], voire ~. 
15% pour Kruger et al. sur la base de crit~res morphologiques 
stricts [22]. Quelle que soit la classification adoptde, Iorsque la 
morphologie est tr(}s alt~rde, I'ICSI est en g~n~ral la solution 
therapeutique adoptde, souvent avec succ~s, m~me dans des 
cas de tdratospermie totale [23] et patrols sans que la ou les 
anomalies en cause n'aient dtd clairement mentionndes. 

Cependant, que I'indication de I'ICSl soit une t~ratospermie 
importante, associee ou non ~ une altdration des autres 
param~tres, ou un ~chec de fecondation pr~alable inexpliqud en 
FIV, les resultats de I'ICSI sont parfois ddcevants, avec : un 
taux de f~condation faible ou nul, une qualite embryonnaire 
d~fectueuse, un taux d'implantation abaissd, voire un taux de Beta 

hCG qui chute tr6s rapidement. Bien sElr, la cohorte ovocytaire 
peut ~tre en cause, mais on peut aussi s'interroger sur la part 
m~connue du spermatozofde dans ces echecs. Or, quelles que 
soient les investigations conduites sur les spermatozo'ides et 
dont les r6sultats sont correl~s aux r~sultats de I'ICSI (~tude de 
la fragmentation de I'ADN, hybridation in situ ou ~tude de la 
structure chromatinienne par exemple), elles ne sont pas 
applicables en temps reel, ni applicables au spermatozoi'de 
inject6 [10]. 

Dans ce contexte, I'approche morphologique des spermatozofdes 
un fort grossissement propos6e par Bartoov et al. [5] et appel~e 

MSOME (Motile Sperm Organelle Morphology Examination) a d~s 
Iors constitu~ une avancee consid6rable. Elle permet en effet de 
d~tecter sur cellules vivantes, avec un grossissement allant 
jusqu'a plus de X l0  000, des anomalies non visualisables par 
les autres techniques. Cette technique a et~ d'embl~e appliqude 

la selection du spermatozoide injecte en ICSI [5] qui prend 
alors le nom d'IMSI (Intracytoplasmic Morphologically Selected 
sperm Injection) [7]. Ces derni~res ann~es, cette m~thode s'est 
developp~e dans plusieurs centres d'Assistance M6dicaie & la 
Procreation, qui temoignent parfois d'un ben6fice quant au taux 
de f~condation [9] et d'un b6n~fice constant concernant les taux 
d'implantation, de grossesse, d'accouchement ainsi que d'une 
diminution des taux de fausses couches spontan6es [10, 11, 
20]. Certains auteurs se sont attaches ~ analyser en d6tail les 
consequences en IMSI des anomalies observ~es en MSOME [11, 
33] ou les relations entre la morphologie des spermatozoTdes 
observes en MSOME et d'autres m~thodes d'approche comme 
par exemple la fragmentation de I'ADN spermatique [12, 20]. 

L'objet de cette article est de tenter de repondre ~ plusieurs 
questions : (i) qu'est-ce que le MSOME ? (ii) le MSOME pr6sente 
t-il un int6r~.t au plan diagnostique, (iii) existe t-il des indications 
particuli~rement pertinentes ? (iv) quelle est la signification des 
anomalies d6cel~es en MSOME ? (v) quelle est leur 
r~percussion ? (vi) quelles 6tudes faudrait-il mettre en oeuvre 
en utilisant cet outil pour valider I'inter~t du MSOME en 
th6rapeutique ? 

II. MI~THODOLOGIE DE L'OBSERVATION A FORT 
GROSSISSEMENT DE LA MORPHOLOGIE 

SPERMATIQUE 

1, Matdriel 

[.'observation ~ fort grossissement de spermatozo(des vivants 
ndcessite un syst~me optique particulier et si plusieurs 
configurations sont propos6es sur le marchd, il repose en pratique 
sur un dquipement sp~cifique, ~ savoir : 

�9 Un microscope inverse, dot~ d'un objectif x l00  pour le 
contraste interf~rentiel de Nomarsky (_+ d'un zoom variable), 

�9 Une camera video num~rique couleur de bonne qualite (+ 
d'un zoom variable), 

�9 Un moniteur couleur de haute d~finition. 

L'ensemble de ces syst~mes optiques permet une observation 
des spermatozoides a un grossissement allant de I'ordre de 
2000 a 12 500 fois selon les configurations spdcifiques. Les 
progr~s technologiques r~cents en mati~re de microscopie et la 
robotisation des syst~mes optiques apportent dor6navant une 
grande aisance d'utilisation. 
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2. Pr(~paration de la fraction de spermatozo'/des mobiles en 
vue de MSOME 

La preparation des spermatozd(des pour I'observation au MSOME 
consiste en une migration du sperme entier gradient double 
couche (45%/90%) PureSperm 100| (Nidacon) avec au 
maximum 2 mL de sperme par gradient, centrifuga & 300g 
pendant 20 minutes. Le culot obtenu est lav6 avec 2 mL de 
milieu de culture Universal IVF Medium| (MediCult) et centrifuge 

600g pendant 10 minutes. L'observation d'une goutte calibrde 
de 21~L de la preparation obtenue entre lame et lamelle est 
essentielle pour estimer la richesse de la preparation et la facilitd 
de I'observation ultdrieure. 

L'expdrience de la technique et le fort grossissement utilis~ 
montrent qu'une observation en MSOME est facilement realisable 
quand on d~nombre entre 1 et 5 spermatozofdes par champ au 
grossissement x6000. 

3. Contraintes techniques 

Elles sont principalement li~es au materiel utilis~, ~ savoir la 
preparation de la boite de s~lection, a la qualitd du sperme 
observd e ta  I'dventuelle injection ultdrieure du spermatozofde 
sdlectionn~. 

a) Contraintes li6es ~ la preparation de la boite de s61ection 

La boite de s~lection utilisee est & fond en verre de 0,17pm 
WillCo-dish| (WillCoWeUs B.V. Amsterdam, The Netherlands) 
pour permettre I'utilisation de I'objectif xl00. Elle prdsente une 
fragilit~ relative mais, dans notre propre exp6dence, elle peut ~tre 
utilis~e pour I'injection et pour le test HOS (Hypo Osmotic Swelling 
test) [27]. Une lois le fond extdrieur de la bore enduit d'huile 
immersion, il est impossible de poser la bore sur une surface autre 
que I'objectif x100. Pour toute autre manipulation, il faut trouver 
un support qui ne soit pas en contact direct avec I'huile & 
immersion. Le couvercle de la boite en verre, posd sur le plan 
de travail en position invers6e, peut ~tre utilise & cette fin. 

L'utilisation d'huile ~ immersion est imperative comme interface 
entre robjectif x100 et la boite en verre et elle doit recouvrir la 
totalit~ de la surface & analyser. II est parfois necessaire de 
rajouter quelques microlitres d'huile pendant la technique, en 
fonction de la configuration du microscope et de la dur~e de 
I'observation. Signalons enfin que I'huile devient parfois collante, 
g~nant alors le d~placement de la boite sur le plateau et altdrant 
la qualit6 de I'observation. 

b) Contraintes li6es ~ la qualit~ du sperme observ6 

Les spermatozo'ides & observer sont places dans un milieu 
visqueux (polyvinylpyrrolidone, acide hyaluronique), ce qui ralentit 
les spermatozoides, facilite leur observation et offre un meilleur 
contraste par rapport aux milieux de culture habituels. Le champ 
de pr6dilection de I'observation du spermatozoTde est le bord de 
la goutte, qui dolt n~cessairement avoir des bords bien aplatis 
pour afin que les t~tes spermatiques ne soient pas de profil au 
cours de I'observation. II faut pr~voir 2 a 3 pL de sperme migrd 
dilue dans 3 & 4 pL de PVP, sous huile de paraffine stdrile. Une 
lois prdparde, la boite est d6pos~e 15 minutes & 37~ sous 5% 
de CO2 dans Pair, pour permettre la migration des sperrnatozdides 
jusqu'en bord de goutte. 

L'observation en MSOME est difficile dans les cas de 
cryptozoospermie et d'oligozoospermie extreme. Au 
grossissement x6000, la dur~e totale de la technique varie de 

30 minutes & 2h30 selon la qualite de 1'6chantillon et I'exp~rience 
de I'op~rateur. 

c) Contraintes li~es ~ I'injection du spermatozoide s61ectionn6 
(IMSI) 

La sdlection morphologique est le temps le plus important et 
souvent le plus long de la technique, notamment en cas de 
teratozoospermie importante [20]. Deux variantes op~ratoires 
sont possibles en vue d'IMSI (Figure 1) : 

Sperme entier 
1 

Gradient de Densit6 + Lavage 

I 
Sperme migr~ 

l 
Observation au Gt X 6000 et s~lection des spermatozoides 

1 

En tandem ou seul 

I 
Injection au Gt X 200 

Figure 1 : Mode opdratoire du MSOME et/ou de I'IMSI. 

�9 La m~thode la plus simple est de travailler en tandem : un 
op~rateur << s61ectionneur >> s~lectionne sur une boite en 
verre le nombre de spermatozo'ides n~cessaire. II peut d~placer 
par la suite ces spermatozdides sur une boite d'ICSI plastique 
dans une goutte de milieu visqueux. Un deuxieme op~rateur 
<( injecteur )) r~alise I'ICSI en utilisant les spermatozofdes 
s~lectionn~s. Cette proc6dure implique que deux microma- 
nipulateurs soient alors disponibles dans le laboratoire et 
consomme deux fois plus de pipettes et de boites d'injection. 

�9 L'alternative est que le m~me operateur soit ((selectionneur>) 
et << injecteur )). II peut ainsi travailler avec la m~me boite en 
verre, sur un m~me micromanipulateur, en ayant pr~vu de ne 
pas mettre d'huile & immersion sous la goutte d'injection. 

III. OBSERVATION DES SPERMATOZOi 'DES AU 
FORT G R O S S I S S E M E N T  

A notre connaissance, il n'existe pas de r~elle standardisation 
de la classification des anomalies observ6es en MSOME et la 
plupart des travaux ~noncent soit le pourcentage de 
spermatozo'l'des ou de t~tes spermatiques jug,s  de forme 
normale, soit le plus souvent, les issues des tentatives avec 
microinjection de spermatozo'fdes s61ectionn~s et observ6s en 
MSOME et s61ectionn6s au fort grossissement. Si on dispose 
rarement de precision quant aux anomalies spermatiques 
observ~es en MSOME, ni & leur quantification, il semble toutefois 
y avoir un relatif consensus quant & la ddfinition d'un 
spermatozoide normal observ6 au fort grossissement, appel6 
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aussi << top spermatozoi'de )> [5]. Le spermatozoi'de normal au 
fort grossissement ales caract~ristiques suivantes : 

�9 Taille : Iongueur = 4,75 + 0,28 IJm et largeur : 3,28 + 0,2 
Urn; 

�9 T6te ovale, lisse et sym6trique ; 

�9 Absence de vacuoles au niveau c_~phalique ou pr6sence d'une 
seule vacuole d'une surface inf~rieure ~1 4% par rapport 
celle de la t~te ; 

�9 Absence d'anomalie fiagellaire (piece interm~diaire et piece 
principale). 

1. Description des anomalies 

Dans notre centre, nous avons dans un premier temps tent~ de 
recenser dans des prdparations de spermatozo'fdes migrds, les 
diff~rentes anomalies observables en MSOME, dans le but de 
disposer d'un atlas & visde didactique, r6fdrentiel pour rensemble 
des utilisateurs du laboratoire [29]. En dehors des anomalies de 
la tr spermatique aisdment reconnaissables en MSOME telles 
que les anomalies de taille, de forme, de rdgularit~ du pourtour 
des tr nous avons not6 deux particularit~s : 1) la moindre 
lisibilit(~ des acrosomes, dont le plus souvent on ne devine que 
la limite et, & I'inverse, 2) I'excellente lisibilite des vacuoles 
Iocalis6es dans la r~gion cdphalique (Figure 2). 

D'emblde Iors de cette approche prdliminaire, il est apparu 
indispensable de s'intdresser aux vacuoles et notamment d'avoir 
une lecture fiable de leur surface. A raide du Iogiciel Histolab 
(version 5.1.1 - Microvision Intruments), nous avons mesur~ 
objectivement la surface des vacuoles sur des images acquises 
de spermatozoldes photographies en MSOME. Ces mesures 
objectives de la surface, rapport6es & la surface des tr 
spermatiques, ont ~t6 syst6matiquement compar6es ~ leur 
dvaluation visuelle avec I'aide d'un gabarit cellulo'fd (masque 
transparent). Avec rexp~rience, 1'6valuation visuelle directe et 
tridimensionnelle grace ~ la vis microm~trique, est devenue tr~s 
precise et appliqu6e en routine. 

En ce qui concerne les flagelles, I'observation au fort 
grossissement des spermatozo'(des est d'autant plus difficile que 
les spermatozd(des sont mobiles, difficult6 contournable par 
I'utilisation d'une solution visqueuse. Les diff~rentes anomalies 
de la piece interm~diaire sont bien visualis6es. La pr6sence de 
restes cytoplasmiques est facilement repdrde et il en est de 
m~me pour les d~fauts d'angulation, qu'il s'agisse d'un angle franc 
ou d'une implantation flagellaire plus ou moins ddsax~e par 
rapport ~ I'axe de la t~te. Les irr6gularit~s de calibre de la piece 
intermddiaire peuvent elles aussi ~tre observ~es avec beaucoup 
de prdcision. L'observation au fort grossissement des pi~ces 
principales retrouve les anomalies observ6es au grossissement 
classique, sans apport d'information particuli6re. 

2. Classification des anomalies spermaUques observ~es au 
fort grossissement 

Au terme de cette ~tude prdliminaire d~taill~e des anomalies 
observables en MSOME, nous avons dtabli une grille de lecture 
[29], inspir~e de celle proposde par Bartoov et al. [6] et de la 
classification de David modifi~e [4] qui est utilis6e pour la lecture 
des spermocytogrammes dans notre service et permet de prendre 
en compte les anomalies associ~es sur un m~me spermatozdMe. 

Dans un but de precision optimale, nous avons ajout6 ~ la grille 
~labor6e par Bartoov 3 cr.it(~res : contour irregulier et anomalie 

Figure 2 : Photos de spermatozoTdes observes au fort 
grossissement (GTx6000). 
a) Morphologie normale ou "top spermatozoYde " 
b) 2 vacuoles dans la r~gion antdrieure dont la surface 
cumulde est infdrieure ~ 5% de celle de la t~te. 
c) 1 vacuole basale occupant 15% de la surface de la t~te. 
d) Base anormale et une vacuole occupant 35% de la sur- 
face de la t~te. 
e) Contour irrdgulier dQ a une vacuole p~riphdrique 
ddformante et 2 petites vacuoles occupant au total 30% 
de la surface de la t~te. 
f) I vacuole centrale occupant 30% de la surface de la 
t~te. 
g) Base anormale. 
h) Contour anormal et 2 vacuoles occupant 20% de la 
surface de la t~te. 
i) Vacuole antdrieure occupant 40% de la surface et piece 
intermddiaire irr~gulidre. 
j) Vacuole centrale occupant 15% de la surface de la t~te, 
base anormale, angulation (flagelle d~saxd) et pidce 
intermddiaire irrdguli~re (gr~le). 

rC-=,gionale au niveau de la t~te, irrC-~juladt~ de la piece interm6diaire. 
La rubrique <( vacuoles )) a L, galement 6t~ d~taill~e par le nombre 
de vacuoles observ6es (1,2, > 3) et I'estimation de leur surface 
(rapport6e ~l celle de la tr spermatique) class~e en 7 categories 
(<5%, 5-10%, 10-15%, 15-20%, 30-40%, 40-50% et >50%). 
Dans un deuxi~me temps, nous avons choisi de noter 6galement 
la Iocalisation de ces vacuoles, dans la r~gion ant6rieure de la 
tr (superposable & la r~gion acrosomique) ou post6rieure 
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(r~gion de la base). La grille de lecture que nous utilisons est 
present~e sur la Figure 3. Le compte rendu destin~ aux patients 
eta leur m~decin traitant est moins detaill~, mais reprend les items 
essentiels. 

Pour une ~valuation fiable de la morphologie des spermatozd(des 
dans les fractions migrees, le nombre de spermatozdides mobiles 
analys~s au fort grossissement doit ~tre au minimum de 100, sauf 
facteur limitant dans le cas d'oligospermie et/ou d' asth6nosperrnie 
s~v~re, voire de cryptozoospermie. Une autre ~valuation consiste 

n'analyser au fort grossissement que les spermatozdides jug,s 
injectables au grossissement conventionnel en usage en ICSI. 
Dans ce cas, on peut admettre qu'une bonne estimation de la 
morphologie en MSOME est obtenue en observant 25 
spermatozdides pr~selectionn~s au grossissement conventionnel 
de I'ICSI. 

3. Apport du MSOME au diagnostic morphologique 

A I'evidence, le grossissement obtenu en MSOME permet de 
visualiser des anomalies qui ne I'auraient pas ~t~ avec les 
grossissements habituels. Dans une premiere s~de de 25 patients 
pris en charge en ICSI sans s61ection particuli(}re d'indication, 
les r~sultats du spermocytogramme effectu~ ~ partir de fractions 
de spermatozofdes migres ont 6t~ compar6s ~1 ceux de 
I'observation en MSOME de ces m~.mes fractions. Les 
pourcentages de spermatozo'ides normaux 6taient plus bas en 
MSOME et les diff6rentes anomalies comme leur r~partition 
~taients globalement bien corr~l~es, sauf pour ies anomalies 
non r6pertori6es au spermocytogramme conventionnel, anomalie 
r6gionale et vacuoles [29]. 

Nous avions ~galement compare la morphologie de 
spermatozdides observ~e en MSOME dans ce m~me groupe de 
patients (n=25) pris en charge en ICSI et dans un groupe de 
patients fertiles (n=5). Cette ~tude a 6t~ r~alis~e sur les 
spermatozofdes migr~s puis s61ectionn~s pour I'ICSl au 
grossissement conventionnel (GT x400) et jug,s donc injectables. 
Pour chaque sujet, 25 spermatozoides pr~-s~lectionn~s au GT 
x400 ont ~t~ analys~s en MSOME au GT x6000. Dans tousles 
cas, un pourcentage notable des spermatozdides pr~-s61ectionn~s 
pour une ICSI conventionnelle 6taient en far  anormaux en 
MSOME et le groupe de patients pris en charge en ICSI se 
distinguait par un taux d'anomalies significativement plus ~lev6 
que dans le groupe fertile (70,7% vs 46,4%, p<0.0001). 

Dans cette ~tude, la presence d'une ou plusieurs vacuoles ~tait 
de loin I'anomalie majoritaire au niveau des spermatozo/des pr~- 
selectionn6s, jug6s injectables au grossissement en vigueur Iors 
de la r6alisation d'une ICSI conventionnelle (53,44%), avec des 
variations importantes tant dans ie nombre de vacuoles que de 
ia surface qu'elles occupent. 

Dans notre experience, il semble que les vacuoles soient plus 
fr~quentes au niveau de la moiti~ ant6rieure de la t~te, 
correspondant ~ la r6gion principale de racrosome. Les autres 
anomalies assez fr6quemment observ6es en MSOME sur 
spermatozo'ides pr6-selectionn~s sont la base anormale et la 
pr6sence d'un reste cytoplasmique, ce qui confirme les 
observations de Boughali et al. [12]. 

4. Signification de ces vacuoles cephaliques 

D~s ses premieres observations en MSOME, Bartoov et al. [5] 
parlent de (~ vacuoles nucl~aires )). Ce type de vacuoles est bien 
decdt en microscopie ~lectronique [36], sous raspect de zones 
apparaissant tr6s claires, plus ou moins 6tendues, rarement 

totalement optiquement vides, mais contenant des inclusions 
pl6"~'omorphes. L'aspect de condensation de la chromatine n'est 
habituellement pas en rapport avec la pr6sence de ces vacuoles. 
L'ultrastructure des spermatozo'~'des peut aussi montrer des 
bulles acrosomiques qui peuvent faire saillie ~ I'ext~deur du 
contour c~phalique ou #}tre internalis~es et faire hernie dans la 
chromatine. 

Pour certains auteurs, les vacuoles nucl~aires pourraient 
correspondre ~1 des zones de moindre condensation de la 
chromatine, oO I'ADN serait moins prot~g~ contre les I~sions 
oxydatives et ~.tre ainsi potentiellement & I'origine de la 
fragmentation de rADN [1]. Ace  jour, il ne semble pas que I'on 
dispose de certitude quant au support ultrastructural de cette 
anomalie, nucl~aire ou acrosomique, ce qui nous engage 
utiliser le terme de vacuoles (~ c~phaliques )). 

Par ailleurs, Peer et al. [26] ont montr6 r6cemment que I'incubation 
des spermatozoades & 37~ au dela de 2 heures s'associait & 
une alteration de I'int~grit6 morphologique des noyaux et ~ une 
augmentation de rincidence des vacuoles, observations r6alis6es 
en MSOME; ces auteurs sugg~rent que les manipulations des 
spermatozoides ne d~passent pas deux heures ~ 37~ comme 
I'avaient conseill6 Yavas et Selub [35] ou soient r6alis~es ~121~ 
si elles s'~tendent sur plus de 2 heures. 

IV. INTI~RI~T DU MSOME DANS LE 
CADRE DE L'IMSI 

La technique d'observation des spermatozo'ides au fort 
grossissement a et~ d'emblde appliqude a r lcsI [5]. Les premiers 
resultats obtenus dans une stifle de 24 couples en dchec de FIV 
ou d'ICSI ont fait ~tat d'un taux de grossesse clinique avoisinant 
les 60% et m~me sup6rieur Iorsque rlMSI 6tait rdalis6e avec des 
spermatozo'~'des strictement normaux. Ces rdsultats se sont 
confirmds au fil des ~tudes, la normalit~ du noyau dans sa forme 
et son contenu dtant corrdl~e au taux de f~condation en IMSI [6, 
7]. 

Berkovitz et al. [9] confirment ces r~sultats en 2005, pr~cisant 
que le taux de f~condation, le hombre de ~( top embryons )), le 
taux d'implantation, le taux d'accouchement allaient de pair avec 
I'injection de spermatozo'/des strictement normaux en MSOME, 
r~duisant ainsi le taux de FCS ~ un taux tr~s bas (de I'ordre de 
5%) ; en m~me temps, ces auteurs posent le probl~me de mieux 
definir les anomalies morphologiques du noyau impliqu~es dans 
les ~checs. IIs ont ainsi montr~ que les vacuoles de grande taille 
(> 0,78pm) 6taient sans effet sur le taux de fecondation mais 
affectaient le taux de grossesse clinique, donc augmentaient la 
mort embryonnaire pr~coce [11]. 

Une autre approche consiste & correler les r~sultats du MSOME 
avec d'autres investigations spermatiques. Pour Boughali et al. 
[12], U existe une corr61ation negative entre le pourcentage de 
spermatozoides presentant une morphologie nucl6aire normale 
en MSOME et le taux de fragmentation de rADN spermatique 
evalu~ par une technique SCD (Sperm Chromatin Dispersion test), 
sans que ce taux semble interf~rer avec les taux de f6condation 
et de d~veloppement embryonnaire pr6coce. Utilisant une 
m6thode Tunel, Hazout et al. [20] n'ont pas observ6 de diff6rence 
dans les issues des IMSI r6alisees, quels que soient les taux de 
fragmentation de I'ADN spermatique dans le sperme entier. 

En rapport avec le taux d'aneupldidie spermatique, classiquement 
plus ~leve chez les patients pr~sentant une infertilit~ s6v~re, Chelli 
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Figure 3 : Grille de lecture des spermatozoYdes et des anomalies observds au fort grossissement. 
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[14] a rechemh~ si la s~lection de spermatozo'fdes strictement 
normaux en MSOME apportait un b~n~fice par rapport & la 
s~lection des spermatozo~des en ICSI conventionnelle. Cette 
~tude r6alis~e dans un groupe de patients & taux d'aneuploidie 
~lev~ (porteurs de translocations constitutionnelles, caryotype 
47,XYY et macroc~phalie syndromique), n'a pas mis en ~vidence 
d'am~lioration des taux globaux d'euplo'i'die par la s~lection en 
MSOME. Par contre, chez les patients porteurs de translocation, 
il a observ~ une modification de la r~partition des mals~gr~gations 
m~iotiques, et donc, une s~lection de certaines d'entre elles, ce 
qui pourrait ~tre li6 & des modifications particuli6res de la structure 
m~me du mat~del g~n~tique dans certains types de segregation. 

V. D I S C U S S I O N  ET P E R S P E C T I V E S  

L'int~r~t majeur du MSOME r~side donc dans la possibilit~ 
d'observer ~ fort grossissement les spermatozo'ides vivants, de 
s~lectionner pr~f~rentiellement ceux qui sont exempts de toute 
anomalie pour les microinjecter dans des ovocytes. Les auteurs 
rapportant la pratique de I'IMSI, t~moignent tous de taux de 
succes tr~s ~leves, notamment concemant les taux d'implantation, 
de grossesse clinique et d'accouchement. Ces r~sultats en IMSI 
sont d'autant meilleurs que I'on a pu s~lectionner et injecter un 
spermatozofde parfait au fort grossissement. 

III serait toutefois regrettable de ne s'int~resser qu'~ I'am~lioration 
des taux de gressesse en IMSI et de nC=gliger les relations ~ ~tablir 
entre le ph~notype du spermatozo'fde injectS, son pouvoir 
f~condant et de d~veloppement embryonnaire. 

II y a avant tout n~cessit~ d'utiliser une grille de lecture d~taill~e 
et de I'appliquer avec la plus grande rigueur aux spermatozo'ides 
s~lectionnes au fort grossissement avant leur injection. Si I'on 
n'a pas pu injecter un spermatozofde strictement normal en 
MSOME, vaut-il mieux choisir un spermatozoide avec 1 vacuole 
repr~sentant 10% de surface de la t~te ou 2 petites repr~sentant 
5% chacune ? Faut-il privil~gier des vacuoles Iocalis~es darts 
la region ant~rieure ou vers la base de la t~te spermatique ? 
L'~quipe de Berkovitz a d~ja d~montr~ I'effet pr~judiciable des 
grandes vacuoles sur I'issue de I'IMSI [11]. Ces r~sultats 
d~montrent que seule ranalyse morphologique fine de chaque 
spermatozofde inject~ et le suivi de chaque ovocyte, puis le suivi 
embryon par embryon, permettront de r~pondre & ces questions 
et de progresser dans la relation structure-fonction du 
spermatozoTde et le choix du spermatozo'ide ~ injecter. 

Par ailleurs, au-del~ de ces succes en IMSI, qu'est-ce qui fait 
qu'un << top spermatozofde >> est meilleur qu'un autre ? Qu'y 
a-t-il de d~terminant dans cette ~quation structure-fonction ? 
Avec ces interrogations, c'est toute la question de I'effet paternel 
du spermatozo'fde sur la f~condation et les premiers stades de 
d~veloppement embryonnaire qui est posse.; 

Tesarik et al. [32], font la distinction entre un effet paternel precoce 
au stade de zygote, qui conditionne le d~veloppement de 
I'embryon, facteur d'origine g~n~tique ou ~pig~n~tique [30], 
ind6pendant de la fragmentation de I'ADN spermatique, et un effet 
tardif qui n'interf~re qu'au del& du d~veloppement embryonnaire 
des 3 premiers jours, et serait li~ & la fragmentation de I'ADN [31]. 
Tout d~pendrait-il de la fragmentation ou de I'alt~ration de I'ADN 
spermatique ? Cela sugg6rerait que les << top spermatozdides 
>> ont un ADN << intact >> et dans ce cas, qu'en est-il des 
spermatozdides ~ imparfaits >> ? De quels d~fauts caches s'agit- 
il ? Concernent-ils I'int~grit~ nucl~aire, la condensation de la 
chromatine, des cassures de I'ADN ? 

De Vos et al. [16] ont analys~ attentivement les spermatozoides 
inject~s en ICSI et ont compar~ les taux de f6condation selon 
les anomalies observees ; ils constatent un d~ficit dans la 
capacit~ implantatoire des embryons con(;us apr~s injection d'un 
spermatozoide anormal et suggerent I'existence d'un facteur 
masculin d'infertilit6 qui affecterait la qualit6 et la formation du 
blastocyste. R~cemment, Vanderzwalmen et Zech [33] ont montre 
que la proportion d'embryons capables d'evoluer in vitro jusqu'au 
stade de blastocyste ~tait corr~16e ~ I'existence d'anomalies 
c_~phaliques et en particulier & la presence de vacuoles. Le fait 
que ces vacuoles aient un effet d~16t~re sur le d~veloppement 
embryonnaire m~rite d'autres investigations. 

Avant I'av~nement du MSOME, I'~tude ultrastructurale des 
pathologies spermatiques syndromiques, comme par exemple 
des globozoospermies, des microc~phalies ou des syndromes 
de flagelles courts, a toujours d~montr6 I'het~rog~n~ite des 
ph~notypes spermatiques. Ces variations & I'int~rieur me}me de 
la population spermatique d'un individu sont observ~es quel que 
soit I'(( outil )) diagnostique )) utilis~ et ceci d'autant plus qu'il 
ne s'agit pas d'une pathologie spermatique syndromique. En 
d'autres termes, on peut d6terminer le pourcentage de 
spermatozoides mobiles, vivants, aneuploides, aptes ~ faire leur 
r~action acrosomique, hyperactiv~s ou a ADN fragment6, etc... 
mais tous ces ~16ments n'ont qu'une valeur indicative puisque 
par definition, les spermatozofdes qui sont ainsi 6values ne sont 
jamais ceux qui f~condent... 

Au plan diagnostique, face & cette h~t~rog6n6it~, le MSOME 
ouvre la perspective de pouvoir ~tudier avec nos outils habituels, 
des populations morphologiquement homog~nes de 
spermatozofdes normaux ou pr6sentant une anomalie ciblee. 
Bien sQr, cela impose le tri des spermatozo'i'des au fort 
grossissement et radaptation de nos proc6dures techniques, 
quelles qu'elles soient, ~ des quantit~s restreintes de 
spermatozofdes. Mais dans des situations ~ risque comme par 
exemple I'oligospermie s~v6re, suspecte d'r associ~e ~ un fort 
taux d'aneuploi'die spermatique, il serait tr6s int~ressant de 
pouvoir par exemple corr~ler I 'aneupldide ou la fragmentation de 
I'ADN spermatiques a la morphologie au fort grossissement. En 
faveur de cette demarche, on retiendra I'~tude men~e par Chelli 
[14], qui a adapt~ la technique d'hybridation in situ ~ un nombre 
restreint de spermatozdides (<100). II a ainsi pu montrer que, chez 
des patients ~ risque augment6 d'aneuploidie spermatique, la 
s~lection en MSOME de spermatozo'ides strictement normaux 
ne permettait pas d'~liminer les spermatozo~des aneuploldes. 

I~tudier des populations de spermatozo'ides morphologiquement 
homog~nes en MSOME, c'est mieux cemer par nos investigations 
habituelles quelles pathologies spermatiques justifient une 
observation des spermatozo'ides en MSOME et ~ventuellement 
une prise en charge en IMSI. Compte tenu des contraintes 
techniques impos6es par le MSOME et ~ventuellement I'IMSI, 
notamment I'augmentation significative du temps technique, la 
formation de manipulateurs exp~rimentes et le co~t du materiel, 
il est en effet indispensable de pr~ciser les bonnes indications 
du MSOME et de I'IMSI [9, 20], c'est-~-dire celles oe les couples 
infertiles pris en charge en AMP vont tirer un r~el b6n~fice de la 
mise en oeuvre de ces techniques. 

Vl. CONCLUSION 

Au total, au niveau diagnosUque, le MSOME offre la possibilit~ 
de faire un diagnostic morphologique precis sur 
spermatozo'ide vivant ; cet outil promet ainsi d'etre riche 
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d'enseignements sur ce qui importe dans la morphologie du 
spermatozo'~'de pour qu'il soit f6condant et que cette 
f~condation se poursuive par une implantation, une 
grossesse dvolutive et la naissance d'un b~bd bien portant. 
C'est en effet, au plan thdrapeutique,  une opportunit(~ 
extraordinaire dans le cadre de la prise en charge des couples 
souffrant d'inf~conditd masculine sdv~re, si I'on peut associer 
le MSOME et I'ICSI, coupl6 ensuite au suivi des ovocytes et 
des embryons, sous r~serve que les bonnes indications 
soient pr~cisdes dans un avenir procheo 
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ABSTRACT 

Value and prospects of Motile Sperm Organelle 
Morphology Examination 

Martine ALBERT, Mohamed Hassen CHELLI, Nathalie 
SERMONDADE, Ibrahim HAMMOUD, Marianne BERGERE, 

Fran(;ois VIALARD, Jacqueline SELVA 

Motile Sperm Organelle Morphology Examination (MSOME) 
constitutes a real improvement in ART management and 
outcome, as it allows detection of specific sperm anomalies 
on living cells, which cannot be detected by routine analysis. 
MSOME applied to the selection of sperm injected into the 
oocyte is called IMSl (Intracytoplasmic Morphologically 
Selected sperm Injection) and is associated with a 
considerable improvement of implantation, clinical pregnancy 
and delivery rates. 

A high-power microscope (X 2,000 to X 10,000) and video 
enhancement system are necessary and technical limitations 
are related to cryptozoospermia and/or severe 
teratozoospermia. 

Compared to routine sperm morphology assessment, 
MSOME allows the detection of subtle cephalic anomalies, 
such as vacuoles. These vacuoles seem to have a deleterious 
effect on fertilization and embryo development in vitro. These 
observations have led to a detailed classification of anomalies 
and this morphological diagnosis on living sperm 
demonstrates that most sperm selected for conventional 
ICSI at X 400 are actually abnormal on MSOME at X 6,000 or 
more. 

In addition to the very good results obtained in IMSl, this new 
approach opens up interesting prospects concerning the 
relationship between the phenotype of the injected sperm 
and its fertilization capacity and embryo development. In 
terms of diagnosis, MSOME could be used to select and 
study homogeneous groups of normal sperm or 
homogeneous groups of sperm exhibiting the same well 
defined anomaly. Such studies, associated with fine analysis 
of injected sperm and follow-up of each oocyte and each 
embryo, should provide more information about the 
relationship between sperm structure and function and 
should help to define the relevant indications for IMSl and 
the choice of spermatozoa to be injected. 

Key words: spermatozoa, morphology, MSOME, vacuoles,/MS/ 
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