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Résumé :

Parmi les 10 a 15% de couples confrontés a des problemes d'infertilité, I'€tiologie est
masculine dans la moitié des cas. La présence dune anomalie chromosomique
constitutionnelle, ou d'une anomalie génique (microdélétions du chromosome Y, mutations
dans Aurora Kinase ¢ -AURKc-) ou encore un ADN spermatique fragmenté peuvent étre
une des causes d'infertilité masculine.

Ce travail a consisté a étudier, par FISH (Fluorescent /n situ Hybridization),
I'équipement chromosomique des gametes d'hommes infertiles que le caryotype
lymphocytaire soit normal ou non et le tfaux de fragmentation de I'ADN spermatique
chez ces patients, par la méthode TUNEL (Terminal Uridine Nick-end Labeling). Par
ailleurs, nous avons mis en place des techniques permettant de rechercher la présence

de microdélétions sur le chromosome Y et de mutations sur AURKc.

Chez des patients présentant une tératozoospermie, le taux de gametes
chromosomiquement déséquilibrés s'échelonne de 0,47% a 100%. De plus, leur taux de
fragmentation est 12 fois supérieur a celui des témoins (14,6% versus 1,2%). Chez les
patients porteurs d'une anomalie de structure constitutionnelle, lI'analyse de la
ségrégation méiotique révele des taux de gametes chromosomiquement déséquilibrés de
0% a 65,60% selon l'anomalie de structure (translocation réciproque équilibrée,
translocation robertsonienne ou inversion péricentrique). Leur taux de fragmentation de
I'ADN spermatique est compris entre 1% et 27%. Les gamétes chromosomiquement

déséquilibrés ont un ADN plus fragmenté que les hormaux/équilibrés.

L'étude de la ségrégation méiotique et de la fragmentation sont complémentaires dans

I'exploration de l'infertilité masculine.

Mots-clés :  Infertilité, spermatozoides, anomalies chromosomiques, ségrégation

méiotique, fragmentation




Abstract:

Among 10 to 15% of couples with infertility problems, etiology is masculine in half of
the cases. The presence of a constitutional chromosomal abnormality, or a genetic
abnormality (microdeletions of chromosome Y, mutations in Aurora Kinase ¢ -AURKc-) or
DNA sperm fragmentation could be one of the causes of infertility.

This work has consisted in studying, by FISH (Fluorescent /n situ Hybridization), the
chromosomal equipment of gametes of infertile men having a normal lymphocytic
karyotype or not and the rate of sperm DNA fragmentation in these patients, by
TUNEL (Terminal Uridine Nick-end Labeling). Otherwise, we have developed techniques

to detect the presence of microdeletions on chromosome Y and mutations of AURKc.

In patients with teratozoospermia, the rate of unbalanced gametes ranges from 0.47%
to 100%. Moreover, they have a fragmentation rate 12 times higher than controls
(14.6% versus 1.2%). In patients with a constitutional structural abnormality, the
analysis of meiotic segregation indicates that the rate of chromosomal unbalanced
gametes varies from 0% to 65.60% in function of the structural abnormality (balanced
reciprocal translocation, robertsonian translocation or pericentric inversion). Their
percentage of fragmentation DNA sperm is between 1% and 27%. The unbalanced

gametes have more fragmented DNA than normal/balanced gametes.

The studies of meiotic segregation and DNA fragmentation are complementary in

exploration of male infertility.

Title of thesis: Analysis of chromosomal equipment and DNA fragmentation in

spermatozoa of infertile men.

Key words: Infertility, spermatozoa, chromosomal abnormalities, meiotic segregation,

fragmentation
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ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AMP : Aide Médicale a la Procréation

AO : Acridine Orange

ARN : Acide RiboNucléique

AURKc : Aurora Kinase C

AZF : AZoospermia Factor

BAC : Bacterial Artificial Chromosomes

BET : Bromure d'EThidium

BPY2 : Basic Protein Y2

C : Cytosine

CCR : Complex Chromosome Rearrangement
CDY : ChromoDomaine protein ¥ chromosome
CEP : Chromosome Enumeration Probe

CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
CGH : Comparative Genomic Hybrization
DAPT : 4-6-DiAmidino-2-PhenylIndol

DAZ : Deleted in AZoospermia

DBY : Dead Box Y chromosome

ddNTP : DiDeoxyriboNucleotide Triphosphate
der : dérivé

DFFY : Drosophila Fat Facet Y-linked

DFT : DNA Fragmentation Index

dNTP : DeoxyriboNucleotide Triphosphate
DO : Densité Optique

DPC : Diagnostic préconceptionnel

DPT : Diagnostic PréImplantatoire

dUTP : DeoxyUridine Triphosphate

EAA : European Academy of Andrology
EDTA : EthyleneDiamineTetraacetic Acid

EIF1AY : Eucaryotic translation Initiation Factor 1A Y chromosome
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ELSI : ELongated Spermatid Injection

ESHRE : European Society of Human Reproduction and Embryology
FISH : Fluorescent /n situ Hybridization

FITC : Fluoresceine IsoThioCyanate

FIV : Fécondation in vitro

FUdR : 5-FIUoro-2'-deoxyuRidine

G : Guanine

GTE : Glucose Tris EDTA

HAS : Haute Autorité de Santé

HIS : Hybridation /in situ

HS : Harris-Schorr

IA : Insémination Artificielle

IACIU : Insémination Avec sperme du Conjoint Intra-Utérine
TADIU : Insémination Avec sperme de Donneur Intra-Utérine
ICSI : IntraCytoplasmic Sperm Injection

ITC : Insémination Intra-Cervicale

ITU : Insémination Intra-Utérine

IMSI : Intracytoplasmic Morphologically selected Sperm Injection
ISIS : /n situImaging System

LB : Luria Bertani

LINE : Long Interspersed Nuclear Elements

LSI : Locus Specific Identifier

MALDI : Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionosation
MESA : Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration

MGG : May-Griinwald-Giemsa

MSOME : Motile Sperm Organellar Morphology Examination
MSY : Male Specific Y chromosome

NOR : Nucleolar Organizer Region

NP40 : Nonidet P40

NT : /n situNick Translation assay
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OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PAR : Pseudo-Autosomal Region

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCP : Partial Chromosome Paint

PCR : Polymerase Chain Reaction

PNA : Peptide Nucleic Acids

PRINS : Primed /n situ labeling

PRM1 : Protamine de type 1

PRM2 : Protamine de type 2

PRY : PTP-BL Related Y chromosome

PS : PhosphatidylSerine

QSP : Quantité Suffisante Pour

RBMY : RNA-Binding Motif Y chromosome
RHG : Reverse bands by Heating using Giemsa
ROST : ROund Spermatid Injection

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

SCD : Sperm Chromatin Dispersion test
SCGE : Single Cell Gel Electrophoresis

SCOS : Sertoli Cell-Only Syndrome

SCSA : Sperm Chromatin Structure Assay
SDS : Sodium DodecylSulfate

SMCY : Selected Mouse cDNA Y chromosome
SOR : Substances Oxygénées Réactives

SRY : Sex-determinig Region of Y chromosome
SSC : Sodium Saline Citrate

STS : Sequence-Tagged Sites

SUZT : SUbZonal Insemination

TDF : Testis Determining Factor

TdT : Terminal deoxynucleotidyl Transferase

TE : Tris-HCI EDTA
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TESE : TEsticular Sperm Extraction

TNP1: Transition Nucear Protein 1

TNP2 : Transition Nucear Protein 2

TOF : Time-Oh-Flight mass spectrometry

TPR : Tetratrico Peptide Repeat

TSPY : Testis-Specific Protein Y-encoded

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End Labeling
assay

UTY : Ubiquitously Transcribed tetratricopeptide repeat Y chromosome
UV : Ultra-Violet

WCP : Whole Chromosome Paint

WHO : World Health Organization

XKRY : XK-related protein Y chromosome

ZFY : Zinc Finger Y-linked gene
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INTRODUCTION






Dans les pays industrialisés, environ 10 & 15% des couples en dge de procréer
connaissent des difficultés a concevoir un enfant. Quinze a vingt pour cent des
grossesses cliniques finissent en fausses couches avant la 20°™ semaine (Miller et al,
1980). Les embryons perdus représentent 65% des conceptions (Santolo et al,, 1987).
Les raisons de ce trouble de la fertilité peuvent &tre d'origine féminine (un tiers),
masculine (un tiers) ou mixte (un tiers). Plusieurs causes existent. Elles peuvent étre
endocriniennes, infectieuses, immunologiques, toxiques, psychologiques...
L'environnement, l'industrie chimique et le mode de vie ont également un impact sur la
qualité spermatique. La concentration en spermatozoides tend a diminuer dans les
régions les plus industrialisées (Lopez-Teijon et al, 2008). L'équipe de Zheng et al.
(Zheng et al., 1997) observe une diminution du nombre de spermatozoides par éjaculat
dans la population d’hommes danois nés aprés 1950 par rapport d ceux nés avant cette
date, suggérant une plus grande exposition a des facteurs environnementaux toxiques.
La demande des couples et les possibilités thérapeutiques offertes se sont accrues au
fil du temps. Différentes techniques permettent maintenant aux couples infertiles
d'avoir un enfant.

L'exploration de l'infertilité masculine débute toujours par un examen clinique et une
analyse du sperme. L'établissement d'un caryotype peut permettre la mise en évidence
d'anomalies chromosomiques constitutionnelles de nombre ou de structure. Ces
anomalies peuvent concerner des autosomes comme des gonosomes. Elles sont
homogenes (concernent toutes les cellules de I'individu) ou en mosdique (concernent une
partie des cellules de lindividu) et I'étude de I'équipement chromosomique des
spermatozoides des patients ainsi que de l'intégrité de 'ADN des gameétes peuvent venir
compléter le bilan d'infertilité dans certains cas.

Depuis quelques décennies, I'essor de la cytogénétique a permis de montrer que les
anomalies chromosomiques constituent une cause majeure de linfertilité masculine
(Martin, 2008). En 1991, une étude a rapporté un taux d'anomalies chromosomiques de
0,85% dans l'espece humaine (Nielsen & Wohlert, 1991). En effet, plusieurs équipes ont
démontré que les hommes infertiles présentent 10 a 15 fois plus d'anomalies

chromosomiques que la population générale (De Braekeleer & Dao, 1991; Morel et al.,
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2004a). Il a été montré que 10% a 20% des hommes azoospermiques (absence de
spermatozoides dans I'éjaculat) et 5% a 7% des hommes oligozoospermiques (moins de
20x10%/mL de spermatozoides) ont une anomalie du caryotype (Jalbert et al/, 1989; De
Braekeleer & Dao, 1991; Van Assche et al, 1996; Practice Committee of the American
Society for Reproductive Medicine, 2008). Les anomalies de nombre des chromosomes
sexuels (aneuploidies des gonosomes) et les translocations réciproques sont des
anomalies chromosomiques fréquemment associées a une infertilité masculine (Duzcan et
al, 2006). des ftranslocations robertsoniennes, des inversions paracentriques,
péricentriques ou des anomalies chromosomiques complexes sont également rapportées
chez les hommes infertiles (De Braekeleer et al, 2006). Ces différents remaniements
sont des anomalies de structure équilibrées, c'est-a-dire sans perte ni gain de matériel
chromosomique. Leur taux est supérieur chez les hommes infertiles que la population

générale.

Dans la population générale, les anomalies de nombre sont trouvées a hauteur de 3,48%e..
L'incidence des anomalies de nombre des gonosomes est de 2,03%. contre 1,45%. pour
les autosomes (College National des Enseignants et Praticiens de Génétique Médicale,
2004). Le syndrome de Klinefelter (47 ,XXY) fait partie des aneuploidies des gonosomes
les plus fréquentes (1,72%o des nouveau-nés) (Morris et al., 2008). Cette aneuploidie
gonosomique est retrouvée dans plus de 3% de la population d'hommes infertiles
(Guichaoua et al,, 1993; Van Assche et al, 1996; Tachdjian et al., 2003; De Braekeleer
et al., 2006). Dans 80% des cas, cette anomalie est homogéne et dans 20% des cas, elle
est en mosaique (47 XXY/46 XY).La constitution chromosomique 47 XYY fait également
partie des aneuploidies gonosomiques les plus fréquentes dont l'incidence chez les
nouveau-nés de sexe masculin est de 1%. (Jacobs et a/., 1974) (Figure 1). La plupart des

hommes 47 XYY est cependant fertile.
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B Anomalies de structure
H Anomalies de nombre
m Anomalies de structure
équilibrées
® Anomalies de structure
déséquilibrées
0,22
) . ,

Figure 1: Fréquences des anomalies chromosomiques constitutionnelles trouvées pour 1000

m Aneuploidies des
gonosomes

W Aneuploidies des
autosomes

MW Translocations

m Klinefelter robertsoniennes

m 47 XYY W Translocations

Autres réciproques équilibrées

Inversions

nouveau-nés ; les estimations sont faites d'aprés les sources citées ci-dessus.

Les anomalies chromosomiques de structure sont estimées a 2,84%o dans la population
générale. Elles peuvent &tre déséquilibrées (0,62%o) et avoir des conséquences
importantes sur le phénotype et le développement mental. D'autres, en revanche, sont
équilibrées (2,22%o). Parmi celles-ci, les translocations robertsoniennes et les
translocations réciproques sont les plus fréquemment observées, avec respectivement
une incidence de 1,23%o et 0,77%o0 des nhouveau-nés (Nielsen & Wohlert, 1991). Les
inversions sont retrouvées chez 0,22%. des nouveau-nés (College National des
Enseighants et Praticiens de Génétique Médicale, 2004). Les inversions péricentriques
peuvent etre estimées d 1 a 2% des nouveau-nés lorsque les formes de polymorphisme
sont intégrées dans I'estimation (Kaiser, 1984). L'incidence des inversions paracentriques
est quant a elle trés faible, mais elle est probablement sous-estimée du fait de la

difficulté a les identifier ou par le fait que les hommes porteurs ne consultent pas



nécessairement pour infertilité. Elle serait évaluée entre 0,09%. et 0,49%. (Pettenati

et al, 1995).

Les réarrangements chromosomiques de structure complexes (CCR: complex
chromosomal rearrangement) définis par la présence d'au moins 3 points de cassure et
un échange de matériel chromosomique entre deux chromosomes ou plus sont rares. Ils
sont souvent associés a des retards mentaux, des anomalies congénitales, des fausses
couches a répétition et une infertilité. Plus de 130 CCRs différents sont rapportés dans
la littérature (Karadeniz et al, 2008). D'aprés certains auteurs, le risque pour la
descendance d'étre polymalformée avec un retard mental est estimé empiriquement a
3,5% pour chaque point de cassure au sein de régions d'euchromatine, tandis que des
points de cassure dans des régions d'hétérochromatine diminueraient ce risque
(Warburton, 1991; Cotter et al, 1996). Le risque de produire des gamétes
chromosomiquement déséquilibrés peut 2tre augmenté par rapport a celui engendré par
une translocation réciproque équilibrée simple.

Dans la population d'hommes fertiles, il a été estimé que la fréquence d'anomalies
chromosomiques dans les spermatozoides serait d'environ 10% (HAS, 2006). Les
patients porteurs d'anomalies chromosomiques équilibrées peuvent quant a eux produire
des gametes chromosomiquement déséquilibrés dans des proportions beaucoup plus

importantes pouvant expliquer, au moins en partie, leur infertilité.

En dehors de la formation de gamétes chromosomiquement anormaux liée a la présence
d'une anomalie constitutionnelle, il est rapporté dans la littérature une corrélation entre
le taux d'aneuploidie et certaines anomalies morphologiques des spermatozoides. Ainsi,
dans le syndrome des tétes spermatiques macrocéphales (Achard et al, 2007),
caractérisé par la présence de spermatozoides a grosses tétes et avec de multiples
flagelles, le pourcentage de gamétes chromosomiquement normaux est tres faible, pour

ne pas dire inexistant.
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D'autre part, en 1976, Tiepolo et Zuffardi ont été les premiers a avoir suggéré une
corrélation entre la région AZF (AZoospermia Factor) présente sur le chromosome Y et
la spermatogenese. Le recours a la biologie moléculaire a permis de déceler une
microdélétion d'une partie de la région AZF chez plus de 15% des hommes ayant a la fois
des perturbations importantes de la spermatogenése et moins de 5 millions/mL de
spermatozoides (oligozoospermie sévere) (Foresta et al, 2001). La prévalence des
microdélétions du chromosome Y chez les hommes infertiles est estimée a 7,6% en se
basant sur plus de 80 publications. Cela concernerait environ 10% des patients avec une
azoospermie non obstructive (absence de production de spermatozoides par les
testicules) et 6% des patients avec une oligozoospermie sévere (Reijo et al, 1995;
Simoni et al, 1998; Stouffs et al, 2008). Aucune microdélétion n'‘a été mise en évidence
chez les normospermes (parametres spermatiques normaux) (Kent-First ef al,, 1996).

Les fausses couches a répétition, définies par linterruption spontanée d'au moins
3 grossesses consécutives, concernent entre 0,5 et 3% des couples (Stirrat, 1990; Li et
al, 2002), au moins la moitié des cas est idiopathique. Différentes équipes ont
récemment suggéré que certaines fausses couches d répétition pourraient Eétre
corrélées a la présence de microdélétions du chromosome Y (Dewan et a/, 2006; Karaer

et al., 2008).

Enfin, des études ont montré que I'ADN des spermatozoides est plus fragmenté chez les
hommes infertiles que dans la population générale (Sakkas et al, 2002; Brugnon et al.,
2006). Des cassures de I'ADN spermatique peuvent avoir des répercussions importantes
sur le taux de fécondation et le développement embryonnaire (Benchaib et a/, 2007).

Les origines de ce phénoméne sont diverses et restent controversées.
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Partie 1 : GENERALITES SUR
L'INFERTILITE MASCULINE
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I- Définitions

La mesure de linfertilité se fait en fonction de la fécondabilité, qui est la probabilité
pour un couple de concevoir un enfant vivant a terme. Dans la population fertile, cette
probabilité est estimée entre 21 et 28% par cycle pour les femmes dgées de 20 a 30 ans
(Miller er al, 1980). La fertilité féminine diminue peu jusqu'a 30 ans et rapidement
apres 35 ans (HAS, 2006). Il est aujourd'hui estimé qu'aprés un an d'infécondité, la
fécondabilité moyenne est de 12%. Elle n'est plus que de 7,9% aprés deux ans et
seulement de 4% aprés cing ans. Ainsi, au vu de la diminution des chances de grossesses
spontanées au bout de deux années, il est important qu'une prise en charge médicale soit
réalisée si aucune grossesse spontanée ne survient aprés deux années de rapports
sexuels réguliers sans contraception.

En pratique, le diagnostic d'infertilité est parfois évoqué comme l'incapacité d'un couple
a concevoir un enfant apres une a deux années infructueuses. Cependant, la Haute
Autorité de Santé (HAS) indique que celui-ci ne devrait pas étre considéré comme tel
avant deux ans de rapports sexuels afin d'éviter de surestimer les risques d'infertilité,
50% des femmes ne concevant pas la premiére année mais la deuxieme (HAS, 2006).
Une enquéte nationale de 1978 (Leridon, 1982) a estimé que 15% des couples ont des
difficultés a concevoir un enfant et une deuxiéme réalisée entre les années 1988 et
1989 a retrouvé une prévalence de l'infertilité de 14,1% (Thonneau et al, 1992). Dans le
monde, environ 80 millions de personnes seraient concernées par des problemes
d'infertilité (Vayena et al, 2002). Quant a la notion de stérilité (incapacité totale et
définitive a procréer), elle a largement évolué ces derniéres années. Par exemple, les
hommes azoospermes étaient considérés comme stériles jusqu'a I'apparition de
méthodes de fécondation comme linjection intracytoplasmique de spermatozoides
intratesticulaires ou intraépididymaires (Silber et al/, 1994) voire de spermatides dans

I'ovocyte (Tesarik et al, 1995), toutefois celles-ci sont trés peu utilisées en France.

Les facteurs masculins d'infertilité comprennent principalement des altérations

quantitatives et/ou qualitatives du sperme.
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II- Principales étiologies

Les étiologies peuvent &tre pré-testiculaires, testiculaires ou post-testiculaires. Mais

I'infertilité masculine peut également 2tre inexpliquée, elle est alors dite idiopathique.

IT.A- Etiologies pré-testiculaires

Elles sont tres rares. Ces troubles endocriniens touchent I'axe hypothalamo-hypophyso-

testiculaire (ex : hypogonadisme : dysfonctionnement des gonades).

II.B- Etiologies testiculaires

Ce sont les causes les plus fréquentes. Les signes cliniques, I'analyse du sperme, le
caryotype, les études géniques et/ou la biopsie testiculaire peuvent permettre d'établir

le diagnostic.

L'anomalie concerne le testicule et se caractérise par une diminution de la production de
spermatozoides. Cette altération quantitative de la spermatogenese se traduit par une
azoospermie ou une oligozoospermie. A ces anomalies de numération peuvent Eétre
associées des anomalies de la mobilité (asthénospermie), de la morphologie
(tératospermie) et du pouvoir fécondant des spermatozoides. L'origine testiculaire de

I'infertilité peut étre en rapport avec des anomalies génétiques.

La spermatogenése peut également Etre altérée a cause d'une cryptorchidie (absence de
descente d'un ou des deux testicules dans le scrotum). Le ou les testicules en position

intra-abdominale sont en effet altérés par une condition thermique défavorable.

La varicocéle peut également avoir un impact négatif sur la spermatogenése. Il s'agit
d'une dilatation des veines du cordon spermatique. Cette dilatation provoque un
ralentissement de la circulation sanguine de retour. La pathologie concerne les veines
spermatiques situées a l'intérieur des bourses. Elle est souvent asymptomatique et peut
éventuellement s'‘accompagner d'une altération de la spermatogenése. Cette anomalie est
retrouvée fréquemment dans la population générale (15-20%) et chez environ 40% des

hommes infertiles (White et a/, 2007).



La spermatogenése peut également Etre altérée par des atteintes testiculaires
bactériennes ou virales (orchite ourlienne..), des traumatismes (chirurgicaux..), une
torsion testiculaire, certaines pathologies (diabéte, hémochromatose...), une exposition a
des facteurs physiques (radiations ionisantes, chaleur) ou chimiques (métaux lourds,
herbicides, pesticides etfc..) (Lopez-Teijon et al, 2008). Des causes iatrogénes
(chimiothérapies anticancéreuses, stéroides anabolisants, médicaments
hyperprolactinémiants, nitrofurantoine, cimetidine, dapsone, anticonvulsivants..) et
toxicologiques (alcool, tabac, cocaihe, marijuana..) sont enfin rapportées (Vendrely et
al, 1998). Avant un traitement par chimiothérapie et/ou radiothérapie, il est
recommandé de conserver le sperme du patient et de préserver ainsi une fécondité

ultérieure.

IT.C- Etiologies post-testiculaires

Les étiologies post-testiculaires sont infectieuses (infections spermatiques ou des voies
génitales) et concernent des anomalies de ['éjaculation (hypospadias, éjaculation
rétrograde..) ou des anomalies canalaires (agénésie congénitale bilatérale des canaux
déférents: A B C D, souvent associées a des mutations du CFTR - cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator).

III- Techniques d'aide médicale a la procréation (AMP)

Si un simple traitement hormonal, une antibiothérapie ou une intervention chirurgicale
ne suffit pas a rétablir la fécondité au sein du couple, des techniques d'aide médicale a
la procréation (AMP) peuvent tre mises en place. Ces techniques sont l'insémination
artificielle (IA), la fécondation /n vitro (FIV) et linjection intracytoplasmique d'un

spermatozoide dans un ovocyte (ICST : Intra Cytoplasmic Sperm Injection).

III.A- Insémination artificielle (TIA)

La technique d'insémination artificielle, dans un premier temps intra-cervicale, a tenté

de répondre aux probléemes dinfertilité dés les années 1790, notamment avec les
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travaux du docteur John Hunter. Mais cette pratique étant restée longtemps secrete,
I'historique en est difficile. D'apres un article de Poynter, les travaux du docteur Hunter
auraient été publiés aprés sa mort par Sir Everard Home en 1799 (Poynter, 1968). La
premiere preuve certaine du succés de cette technique est attribuée a un médecin
frangais, le docteur Girault, avec la naissance d'un petit gargon le 1" mars 1839

(L'Abeille Médicale, vol. 25, p. 409-17, cité dans Poynter, 1968).

Cette méthode simple est couramment utilisée lorsque les spermatozoides ne
parviennent pas a atteindre l'ovocyte, lors dune infertilité inexpliquée. Des
spermatozoides mobiles, de morphologie normale, sont préparés et concentrés dans un
petit volume, puis sont placés au niveau du col de I'utérus (insémination intra-cervicale :
IIC) ou directement dans l'utérus & l'aide d'un cathéter (insémination intra-utérine :
ITV). Dans ce cas, la barriere qu'est la glaire cervicale est dépassée. Le sperme utilisé
est souvent celui du conjoint s'il est de bonne qualité (insémination intra-utérine avec
sperme du conjoint : TACIU) ou le sperme en paillettes d'un donneur dans le cas

contraire (insémination intra-utérine avec sperme de donneur : TADIV).

III.B- Fécondation /in vitro (FIV)

Louise Brown, le premier bébé issu de la conception dans une éprouvette en laboratoire,
est née le 25 juillet 1978 a I'hdpital d'Oldham au Royaume-Uni (Steptoe & Edwards,
1978). Amandine, quant a elle, premier bébé francais congu par fécondation /n vitro
(FIV), a vu le jour le 24 février 1982 a I'hopital Antoine-Béclere de Clamart (Testart &
Frydman, 1982). Cette technique s'est ensuite rapidement développée et son utilisation
répandue (Frydman & Olivennes, 1992).

Les techniques de FIV se sont diversifiées. L'injection intracytoplasmique d'un

spermatozoide (ICSI) a été rapportée en 1992 (Palermo et al., 1992).

ITI.C- Injection intracytoplasmique d'un spermatozoide (ICST)

Cette technique a pour origine une erreur de manipulation. Une équipe belge du Centre

Néerlandophone de Médecine de la Reproduction de |'Université libre de Bruxelles



effectuait une technique SUZI (subzonal insemination), technique qui consiste a
injecter des spermatozoides dans I'espace périvitellin de I'ovocyte. La pipette aurait été
poussée trop loin, perforant la membrane de l'ovocyte et introduisant alors, dans le
cytoplasme de celui-ci, un spermatozoide. Par la suite, aprés avoir mis a profit leur
erreur, cette équipe belge (Palermo et a/, 1992) a annoncé la naissance de quatre bébés
(dont des jumeaux) congus par une nouvelle technique de FIV. Normalement, lors d'une
FIV, le spermatozoide doit pénétrer naturellement l'ovocyte. Cette nouvelle technique,
qui consiste a injecter directement un spermatozoide dans I'ovocyte a I'aide d'une micro-
pipette, permet ainsi d'éliminer la phase de pénétration nécessitant certaines capacités
de la part du spermatozoide. LICSI a rapidement connu un grand succes (Van
Steirteghem et al, 1993). Ainsi, des stérilités masculines comme l'akinésie (absence
totale de mobilité des spermatozoides), ont pu €tre reclassées dans la catégorie des
infertilités. Les années 1990 ont montré que I'TCSI pouvait également Etre réalisée en
récupérant des spermatozoides par aspiration épididymaire (MESA : microsurgical
epididymal sperm aspiration) (Silber et al, 1994) ou directement dans le ftissu
testiculaire par réalisation d'une biopsie (TESE : testicular sperm extraction) (Craft et
al., 1993; Schoysman et al., 1993) ; cela permet d'obtenir des spermatozoides dans 100%
des cas lors d'une azoospermie obstructive et seulement dans environ 50% des cas lors
d'une azoospermie non obstructive (Tournaye et al, 1997a; Tournaye et al., 1997b).
Enfin, ITCSI a été tentée avec linjection d'une spermatide ronde (ROSI: round
spermatid injection) (Tesarik et al, 1995; Vanderzwalmen et al, 1997) ou allongée
(ELSI : elongated spermatid injection) (Fishel et al, 1995). Mais généralement, le taux
de fécondation obtenu lors d'une ICSI avec spermatide est moins élevé que lors de
I'utilisation d'un spermatozoide (Fishel et a/., 1997).

Lors de cette technique de fécondation, le choix du spermatozoide, crucial pour le
succes de I'TCSI, se fait uniquement selon des critéres morphologiques et de mobilité.
Les examens consistant a évaluer la qualité d'un spermatozoide n'apportent pas
certaines informations pourtant essentielles, comme la qualité nucléaire du
spermatozoide ou encore |'équipement chromosomique. Jusqu'en 2002, la sélection d'un

spermatozoide n'était possible qu'a un grossissement de x200/400. Pour améliorer ce
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type d'analyse, des équipes ont essayé de mettre au point un systeme d'analyse de la
morphologie des spermatozoides (Davis et al, 1992; Kruger et al, 1995) en définissant
des critéres stricts a prendre en compte. Puis en 2002, un nouveau procédé, permettant
un grossissement de x6600, le MSOME (motile sperm organellar morphology
examination) a été publié (Bartoov et al., 2002). Ce procédé a été appliqué pour le choix
d'un spermatozoide lors d'une technique d'ICSI. Ce nouveau type d'ICSI a été appelé
IMSI (intracytoplasmic morphologically selected sperm injection). En 2003, cette
équipe a montré que l'utilisation de I'TMSI par rapport & I'ICSI permettait une
augmentation de la fréquence des grossesses (respectivement 66,0% versus 30,0%)
chez des couples ayant eu préalablement au moins deux échecs d'ICSI (Bartoov et al,
2003). Ces résultats ont été confirmés par une équipe italienne qui a obtenu un taux de
grossesses cliniques significativement augmenté avec I'TMSI (39,2%) par rapport a

I'TCSTI (26,5%). L'étude a porté sur 446 couples (Antinori et al/, 2008).

IV- Indications de la FIV / ICSI

D'aprés 'ESHRE (European Society of Human Reproduction and Embryology), “l'absence
bilatérale de perméabilité tubaire représente une indication absolue pour la FIV.
D'autres indications sont représentées par une perméabilité tubaire douteuse, une
endométriose, des altérations modérées des caractéristiques du sperme, une infertilité
inexpliquée ou I'échec de plusieurs cycles d'induction de l'ovulation ou d'inséminations
artificielles. La FIV devrait étre proposée comme un traitement de premiére intention
chez des femmes qui ont un dge avancé, quelle que soit la cause de l'infertilité. La FIV ne
devrait pas €tre proposée si les caractéristiques du sperme sont trés altérées, ou aprés
plusieurs échecs de fécondation lors de tentatives antérieures” (ESHRE, 2008).

La probabilité de recueillir et de féconder un seul ovocyte est généralement diminuée
par rapport a la population fertile. Ainsi, préalablement a la méthode de fécondation /n
vitro proprement dite, il y a réalisation d'une hyperstimulation ovarienne. Ceci augmente
les chances de recueillir plusieurs ovocytes et accroft le nombre dembryons
potentiellement transférables. La ponction des follicules se fait juste avant I'ovulation.

Les ovocytes ainsi récupérés sont mis en culture avec les spermatozoides du conjoint.
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Aprés 48 heures, des embryons a deux ou quatre cellules sont obtenus. Un ou deux
embryons sont alors transférés dans l'utérus ot ils ont la possibilité de s'implanter et
d'effectuer leur nidation. Les spermatozoides sont ainsi rapprochés de leur cible et les

trompes de Fallope, peu perméables ou absentes, sont court-circuitées.

D'apreés la Haute Autorité de Santé (HAS, 2006), les indications de I'ICSI en premiére
infention sont une azoospermie hon obstructive, une azoospermie due a l'absence
bilatérale des canaux déférents et une oligoasthénotératozoospermie modérée ou
sévere. Les criteres de diaghostic a partir desquels la décision de choix entre FIV et
ICSI est prise varient en fonction des centres. Des experts ont proposé que I'TCSI soit
réalisée lorsqu'il y a moins de 500 000 spermatozoides progressants au total ou aprés
préparation ou plus de 500 000 spermatozoides progressants au total aprés préparation

en cas de morphologie et/ou de survie anormale.

Par ordre de préférence, les spermatozoides utilisés en ICSI doivent &tre les
spermatozoides éjaculés, puis épididymaires et testiculaires. Certaines études indiquent
que les embryons issus de la fécondation d'un ovocyte par un spermatozoide testiculaire
ont un meilleur potentiel de développement que ceux issus d'une fécondation par un
spermatozoide épididymaire (Steele et al, 1999; Dozortsev et al, 2006). D'autres
présentent des résultats qui montrent le contraire (Brugnon et al., 2008). Le recours a
I'TCST en cas de paucifécondation (hombre faible d'embryons par rapport au nombre
d'ovocytes fécondables, inférieur ou égal a 20%) est justifié méme sans cause
masculine. De plus, si le taux d'anticorps anti-spermatozoides est égal ou supérieur a

80%, I'TCSI peut étre réalisée d'emblée.

D'autres indications techniques impliquent le recours a I'TCSI : si une FIV ou une IAC ne
peuvent &tre réalisées pour des raisons techniques indépendantes de la fertilité comme
une disponibilité limitée des paillettes, s'il y a une altération de la qualité des
spermatozoides en cas d'autoconservation apres décongélation, si un diagnostic

préimplantatoire (DPI) est envisagé ou encore un contexte viral particulier.
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Le recours a I'TCSI est indiqué en seconde intention lors d'une azoospermie obstructive
acquise post-vasectomie dans un délai minimum de six mois, d'un hypogonadisme
hypogonadotrope, si, aprés un traitement médical hormonal, le sperme continue a étre
de mauvaise qualité et ne permet pas de conception naturelle, ni d'TAC, ni de FIV. Une
varicocéle spermatique pourrait conduire a un recours de 2eme intention a I'TCSI, mais
le traitement de la varicocele, si celle-ci est invalidante, doit tre réalisé en premiére
intention. Une azoospermie obstructive acquise des voies séminales doit faire l'objet
d'un prélévement chirurgical des spermatozoides avec autoconservation. Aprés
traitement, 'TCSI ne sera réalisée qu'en cas de persistance d'une mauvaise qualité du
sperme ne permettant pas de conception naturelle, ni dIAC, ni de FIV. Dans certaines

conditions, les pathologies de I'éjaculation peuvent conduire a l'utilisation de I'TCSI.
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Partie 2 : EXPLORATION DE
L'INFERTILITE MASCULINE
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I- Exploration clinico-biologique de l'infertilité masculine

Lors d'une suspicion d'infertilité masculine, un examen clinique est réalisé ainsi que deux

spermogrammes a trois mois d'intervalle.

I.A- Examen clinique

Un examen général est effectué (pouls, tension artérielle, poids, taille) afin d'examiner
la pilosité axillaire et pubienne et de rechercher une gynécomastie. La taille de la verge
est notée ainsi que l'emplacement du méat urétral (hypospadias). Le scrotum est
examiné (recherche d'hydrocéle ou de varicocele), le volume, la consistance et la
sensibilité des testicules sont notés. L'épididyme est palpé a la recherche de séquelles
d'épididymite, d'une sténose déférentielle, d'une agénésie épididymaire, déférentielle

et/ou des vésicules séminales. Enfin, la prostate est appréciée par un toucher rectal.

I.B- Analyse du sperme

Le bilan de sperme fournit des informations sur la fonction testiculaire et I'intégrité du
tractus génital masculin. Des fluctuations des paramétres spermatiques peuvent parfois
étre importantes au cours du temps. La saison, la fievre, 'absorption de médicaments
sont susceptibles d'avoir un impact sur ces caractéristiques. C'est la raison pour laquelle
il est nécessaire de réaliser deux bilans spermatiques espacés de trois mois étant donné
que la spermatogenése dure 74 jours et que le transit épididymaire se fait en 3 a 12

Jours.

1- Conditions de recueil

L'OMS (Organisation Mondiale de la Santé, c¢f WHO) (World Health Organization, 1999)

recommande :

- une abstinence sexuelle de 2 a 5 jours avant le recueil ;
- un recueil au laboratoire ;

- un réceptacle adapté, stérile, non toxique ;
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- un délai d'acheminement au laboratoire inférieur a 1 heure si le prélévement a

été effectué a domicile par suite d'un échec au laboratoire.

2- Spermogramme et spermocytogramme

Le spermogramme évalue la viscosité, le volume et le pH de I'éjaculat. La vitalité, la
mobilité et la numération spermatique sont également analysées. La vitalité évalue le
pourcentage de spermatozoides vivants par une coloration a I'éosine-négrosine. Les
gametes sont classés en 3 catégories en fonction de leur mobilité a 1 heure puis a 4
heures : ils sont progressants, oscillants ou immobiles. Leur vitesse est aussi mesurée.
Les spermatozoides sont dénombrés ainsi que les leucocytes et les cellules rondes
(cellules de la lignée germinale n‘ayant pas terminé le processus de spermatogenése).
Enfin, I'index de maturité nucléaire peut &tre évalué, par le bleu daniline, afin de
déterminer le pourcentage de gamétes immatures (chromatine peu condensée).

Le spermocytogramme (classification de David) (David, 1975) recherche la présence
d'anomalies morphologiques de la téte et/ou de la piece intermédiaire et/ou du flagelle.
Les deux types de coloration utilisés sont le May-6Griinwald-Giemsa (MGG) et le Harris-
Shorr (HS). Le bilan peut tre complété par une spermoculture (si excés de leucocytes
ou si une FIV est prévue), par une recherche d'anticorps (si présence d'agglutinats :
MAR-test, test par immunobilles), par une biochimie séminale (si absence de
spermatozoides dans I'éjaculat : dosage des phosphatases acides, du citrate, du zinc, du
fructose, de I'a-glucosidase et de la carnitine). Afin de déterminer si I'azoospermie est
sécrétoire ou excrétoire, des dosages hormonaux (FSH, testostérone) sont effectués.

Les principaux parametres spermatiques sont indiqués dans le tableau 1.
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Parametres spermatiques analysés Normalité

Volume (mL) 246

pH 72a8
Concentration (millions/mL) >20 et <200
Numération (millions/éjaculat) > 40

> 25% de progressants

Mobilité alh
obilite a 1 heure >50% de mobiles

Chute de mobilité < 50% par rapport
Mobilité a 4 heures , . P PP
aux résultats de la lere heure

Morphologie (% de formes typiques) >30
Vitalité (% de spermatozoides vivants) >75
Leucocytes (million/mL) <1

Tableau 1 : Parametres spermatiques normaux selon 'OMS (World Health Organization, 1999).

3- Principales anomalies du sperme et définitions

- Aspermie : absence d'éjaculat (éjaculation rétrograde ou anéjaculation)
- Hypospermie : volume de I'éjaculat inférieur a 2 mL (déficit de sécrétion des
glandes annexes ou éjaculation rétrograde)
- Hyperspermie : volume de I'éjaculat supérieur a 6 mL (lésions infectieuses
des glandes annexes ou abstinence trop longue)
- pH :inférieur a 6,5 : défaut de fonctionnement des vésicules séminales
supérieur a 8 : insuffisance prostatique ou infection
- Azoospermie : absence de spermatozoides dans I'éjaculat
o Sécrétoire (ou non obstructive) : pas de spermatogenese ou incomplete
o Excrétoire (ou obstructive): spermatogenese conservée mais
spermatozoides non excrétés dans le sperme a cause d'un obstacle
dans les voies excrétoires (épididyme, canaux déférents, canaux
éjaculateurs)
- Cryptozoospermie : moins de 100 000 spermatozoides dans I'éjaculat
- Oligozoospermie : moins de 20 millions de spermatozoides par millilitre ou

moins de 40 millions par éjaculat
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- Polyzoospermie : plus de 200 millions par millilitre
- Asthénozoospermie : mobilité réduite
o Primaire : moins de 50% de spermatozoides mobiles ou moins de 25%
de spermatozoides progressants une heure aprés |'éjaculation
o Secondaire : chute de mobilité supérieure a 50% quatre heures aprés
I'€jaculation par rapport a la premiére heure
- Akinétospermie : absence de mouvements
- Nécrozoospermie : moins de 75% de spermatozoides vivants
- Immaturité nucléaire : plus de 30% de spermatozoides colorés par le bleu
d'Aniline
- Teratozoospermie : moins de 30% de spermatozoides avec une morphologie
normale

- Leucospermie : plus de 1 million de leucocytes par millilitre de sperme

II- Exploration cytogénétique de l'infertilité masculine

IT.A- Sur sang

Le terme de chromosome a été inventé par Waldeyer en 1888 pour nommer des
¢léments nucléaires connus pour migrer de fagon longitudinale lors de la méiose
(rapporté dans Cremer & Cremer, 1988). La naissance de la cytogénétique peut tre
située a la fin du 19éme siecle, ot I'étude se limitait a des cellules en division spontanée.
Avec Kemp, en 1929, la cytogénétique a été réalisée sur des cellules issues de culture
cellulaire (rapporté dans Hungerford, 1978). Malgré tout, il était difficile d'observer
correctement les chromosomes et |'espéce humaine fut alors définie par la présence de
48 chromosomes. En 1952, le choc hypotonique est découvert (Hsu, 1952) et le hombre
de chromosomes de l'espece humaine a été établi @ 46 en 1956 (Tjio & Levan, 1956).
Cest ensuite en 1959 que Lejeune et al ont montré la premiére aberration
chromosomique responsable d'un état pathologique, la présence d'un chromosome 21

surnuméraire (syndrome de Down) (Lejeune et a/., 1959).
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La relation entre anomalie chromosomique et infertilité est suggérée dans les années
1950. Un corpuscule de Barr (chromatine sexuelle dans les cellules somatiques de la
femme représentant un chromosome X inactif) a été mis en évidence chez plusieurs
hommes (10/91) ayant une azoospermie ou une oligozoospermie sévére (Ferguson-Smith
et al, 1957). Normalement, un seul chromosome X est actif dans la cellule
indépendamment du nombre de chromosomes X présents. Le nombre de corpuscules de
Barr permet de conndftre le nombre de chromosomes X dans une cellule (égal au nombre
de corpuscules plus un). En 1959, Jacobs et Strong (Jacobs & Strong, 1959) associent,
chez un homme, la dysgénésie gonadique, la gynécomastie et les petits testicules au
caryotype 47 ,XXY (syndrome de Klinefelter).

Tres 161, une corrélation a été notée entre le hombre de spermatozoides dans I'éjaculat
et la présence danomalies chromosomiques (Kjessler, 1966). D'autres études ont
rapporté que les translocations pouvaient &tre associées d une altération de la
spermatogenese (Plymate et al., 1976).

La fin des années 1960 et le début des années 1970 sont marqués par la mise en
évidence de bandes sur les chromosomes métaphasiques grdace a la coloration par la
moutarde de quinacrine (Caspersson et al., 1968). Ce sont les bandes Q. Les années
suivantes ont permis l'obtention de nouvelles techniques de marquage chromatidien
ou "banding" : bandes C (Yunis et al, 1971), bandes R (Dutrillaux & Lejeune, 1971) et
bandes G (Evans et al, 1971; Sumner et al., 1971).

1-  Cytogénétique conventionnelle : le caryotype sanguin

Cet examen a pour but de dépister des anomalies chromosomiques. Le classement des
chromosomes métaphasiques par paires d’homologues se fait en fonction de leur ftaille,
de l'indice centromérique et de l'alternance de bandes sombres et de bandes claires. La
limite de résolution est de 5 a 10 Mb. Chez I'espéce humaine, nous trouvons normalement
46 chromosomes répartis en 22 paires d'autosomes et 2 gonosomes (XX pour les
femmes, XY pour les hommes). Chez les couples infertiles, le caryotype est réalisé,
aprés l'examen clinique et spermiologique révélant une altération importante des
parametres spermatiques et/ou lors de fausses couches spontanées a répétition. Il est

réalisé systématiquement lors d'un bilan pré-ICSI.
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2- Anomalies chromosomiques et infertilité masculine

Une anomalie chromosomique peut tre homogene ou en mosaique. Dans ce cas, l'individu
possede au moins deux populations cellulaires différentes dont la proportion varie
souvent en fonction du tissu. D'autre part, un chromosome entier peut €tre absent ou en
exces, ou au contraire, seule une région d'un chromosome peut tre absente ou en exces,
il s'agit alors d'une trisomie ou monosomie partielle. L'incidence des anomalies
chromosomiques est plus importante chez les hommes que chez les femmes infertiles
(Jalbert, 2004). La spermatogenése est plus sensible aux anomalies chromosomiques que
ne l'est l'ovogenése. Par exemple, une disomie homogéne du X chez I'homme (47 XXY)
entrdine fréquemment une azoospermie, alors qu'un X surnuméraire chez une femme

(47 XXX) n'entrdine pas de troubles particuliers de I'ovogenése (Jalbert, 2004).

La fréquence d'anomalies chromosomiques chez les hommes infertiles est 10 a 15 fois
supérieure (environ 4% a 6%) a celle de la population de nouveau-nés (0,39%). Ily a5
fois plus d'anomalies observées au niveau des autosomes et 27 fois plus au niveau des

gonosomes (Van Steirteghem et al,, 1999).

2.1-Anomalies chromosomiques constitutionnelles de nombre

Deés 1963, Carr a indiqué que la présence d'anomalies chromosomiques pouvait étre d
I'origine d'avortements spontanés ou de naissances d'enfants mort-nés (Carr, 1963).
Elles peuvent également étre a l'origine d'infertilité. Ainsi, les hommes présentant le
syndrome de Klinefelter (47 XXY) ont, pour la majorité, une azoospermie ou une
oligoasthénozoospermie sévere. Cette formule chromosomique est présente chez 11% a
47% des hommes azoospermes et chez 0,7% des oligozoospermes (<10 millions/mL)

(Bourrouillou et al., 1985).

Des caryotypes 47,XYY sont observés chez 0,04% des hommes étudiés pour fausses
couches a répétition chez leur partenaire. La plupart de ces hommes est fertile mais
quelques cas d'enfants au caryotype anormal sont rapportés (Sandberg et al., 1961;

Sundequist & Hellstrom, 1969).
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Des anomalies de nhombre gonosomiques ou autosomiques en mosdique peuvent s'observer

chez des hommes infertiles sans anomalie du phénotype.

Les hommes infertiles peuvent également 2tre porteurs d'anomalies chromosomiques
constitutionnelles de structure. Lorsqu'elles sont équilibrées, les hommes porteurs ont
généralement un phénotype normal mais ils peuvent €tre confrontés a des troubles de la
reproduction, des fausses couches chez la conjointe et/ou a la naissance d'enfants

malformés et/ou avec retard mental.

2.2- Anomalies chromosomiques constitutionnelles de structure

Chez I'homme, les premieres anomalies chromosomiques constitutionnelles ont été
découvertes a partir de 1959. Plusieurs types d'anomalies de structure sont rencontrés,
seules les translocations robertsoniennes, les translocations réciproques (qui peuvent

€tre simples ou complexes) et les inversions seront développées dans ce manuscrit.

4+ Translocations robertsoniennes

En 1916, la premiere translocation robertsonienne a été décrite par Robertson chez un
insecte de I'ordre des orthoptéres (Robertson, 1916).

La fréquence des translocations robertsoniennes est estimée a 0,8% chez les hommes
infertiles (De Braekeleer & Dao, 1991). Cette anomalie concerne uniquement les
chromosomes dits acrocentriques. Dans l'espéce humaine, ces chromosomes sont au
nombre de 5 (13, 14, 15, 21 et 22) et ils se distinguent par la présence de bras courts
(bras p) de trés petite taille. Ces derniers sont constitués de séquences répétées en
tandem, les NOR (Nucleolar Organizer Region). Ce sont des génes d'ARN ribosomaux.
Ces translocations peuvent se produire entre deux chromosomes acrocentriques
homologues ou non homologues (Figure 2), soit par une fusion des centromeres, soit par
une cassure dans les régions juxtacentromériques, pour former un chromosome dérivé
(der). Si une fusion centromérique a lieu, les bras courts sont entierement perdus. Si les
cassures se produisent sur les bras courts, il se forme un chromosome dicentrique
(présence de deux centromeéres). Généralement, I'un des deux centromeres est inactivé

évitant ainsi des problemes de ségrégation lors de I'anaphase. Le chromosome résultant
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de la fusion des bras courts d'acrocentriques est acentrique et est donc perdu d'ol un
caryotype d 45 chromosomes. Cette anomalie est dite équilibrée malgré la perte de tout
ou partie des bras courts car les séquences qu'ils portent sont présentes sur tous les
acrocentriques et leur perte n'a pas de conséquence phénotypique pour le porteur. C'est
donc par abus de langage que cette anomalie est considérée comme équilibrée.

En revanche, cette anomalie peut avoir un impact sur le contenu chromosomique des

spermatozoides des hommes porteurs.
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Figure 2: Caryotype dun patient porteur d'une translocation robertsonienne entre les

chromosomes 13 et 14 : 45 XY ,rob(13;14)(q10:q10).

+ Translocations réciproques équilibrées

Il est difficile de dater les premiéres mises en évidence de translocations réciproques
équilibrées. Toutefois, des publications rapportent la présence de telles translocations
dans des végétaux deés les années 1930 (McClintock, 1930; Cooper & Brink, 1931;
Rhoades, 1933).
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Cette anomalie consiste en ['échange de matériel chromosomique entre deux
chromosomes sans perte ni gain de matériel (Figure 3). Généralement, elle est sans
conséquence phénotypique pour le porteur mais peut entrdaiher des anomalies lors de la

formation des gametes.

Chez les nouveau-nés, la fréquence de translocations réciproques équilibrées est de 1
pour 625 (Van Dyke et a/, 1983) et de 0,6% dans la population d’hommes infertiles (De
Braekeleer & Dao, 1991). Les translocations réciproques équilibrées affectent tous les

chromosomes.
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Figure 3: Caryotype d'un patient porteur d'une translocation réciproque équilibrée entre les

chromosomes 17 et 19 : 46 XY ,1(17;19)(q21;p11.3).

4 Réarrangements chromosomiques complexes (CCR)

Comme indiqué précédemment, les réarrangements chromosomiques complexes (CCR :
complex chromosome rearrangement) se définissent par limplication d'au moins 3
chromosomes ou d'au moins 3 points de cassure avec un échange de matériel

chromosomique entre au moins 2 chromosomes. De fagon générale, les CCR sont rares et
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peuvent tre familiaux ou bien de novo, équilibrés ou déséquilibrés, avec un phénotype
normal ou anormal. Lorsqu'un porteur de CCR a un phénotype normal, alors le CCR est a
priori équilibré et est le plus souvent d'origine familiale. A I'inverse, lorsqu'un porteur de
CCR a un phénotype anormal, le CCR est a priori chromosomiquement déséquilibré et
serait le plus souvent de novo (Patsalis, 2007). Il semblerait que, plus il y a de points de
cassure, plus le risque d'un phénotype anormal est important (Madan et al., 1997). La
présence d'un CCR est souvent associée a un retard mental, des anomalies congénitales,
des fausses couches spontanées répétées ou une infertilité masculine. Jusqu'a
aujourd'hui, plus de 130 CCR ont été rapportés (Goumy et al, 2006) dont 12 cas
concernent des hommes fertiles (Karadeniz et a/, 2008).

Il existe plusieurs classements pour les CCR mais ils peuvent notamment &tre répartis

en 3 groupes selon la structure :
- Typel: "The three-way"

Ce type représente |'implication, dans le réarrangement, de 3 segments issus de 3 points
de cassure sur 3 chromosomes, puis translocation de ces segments et recollement. Ce

type de CCR est le plus commun et son origine est souvent familiale.
- Type 2 : "CCR exceptionnels”

Ce type est constitué des CCRs pour lesquels au moins un des chromosomes impliqués

dans le réarrangement a plus d'un point de cassure. La plupart de ces CCRs sont de novo.
- Type 3: "The double two-way CCRs"

Ce type est constitué de patients ayant au moins deux translocations réciproques

simples indépendantes.

La transmission des CCRs est surtout d'origine féminine puisque majoritairement, les

femmes porteuses d'un CCR restent fertiles contrairement aux hommes.

D'apres Gorski, au sein des familles porteuses de CCR, le risque de fausses couches
spontanées est de 48,3%, celui d'avoir une descendance anormale est de 18,4% et celui

d'avoir une descendance chromosomiquement normale est de 31,6% (Gorski et a/., 1988).
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+ Inversions paracentriques et péricentriques

Enfin, un autre type d'anomalie de structure équilibrée est l'inversion. Ce réarrangement
ne concerne qu'un seul chromosome. Il existe deux types d'inversions : paracentrique ou

péricentrique.

L'inversion paracentrique aurait une fréquence comprise entre 1/2000 et 1/3500 dans la
population générale (Fryns & Van den Berghe, 1980; Van Dyke et al/, 1983; Hook et al.,
1984; Worsham et al., 1989). Elle est d'origine familiale dans 90% des cas (Vialard et al,
2007). Une inversion est dite paracentrique lorsque les deux points de cassure se
situent sur le méme bras. Le segment cassé subit une rotation de 180° avant d'étre

réinséré dans le chromosome, l'indice centromérique n'est alors pas modifié.

Une inversion est dite péricentrique lorsqu'il y a un point de cassure de part et d'autre
du centromeére d'un chromosome. Ce segment subit une rotation de 180° avant d'étre
“recollé " au sein de ce méme chromosome. En dehors de la configuration particuliere ol
les points de cassure sur les bras p et q (bras longs) sont a égale distance du
centromere, une inversion péricentrique entrdine une modification de [indice
centromérique (Figure 4). Tous les chromosomes peuvent &tre concernés, mais les
chromosomes 1, 2, 8, 9, 16 et Y le sont plus fréquemment (Jaarola et a/, 1998; Chantot-
Bastaraud et al, 2007; Morel et a/, 2007; Thomas et al, 2008). Toutefois, quelques
inversions péricentriques concernant I'hétérochromatine sont en fait considérées comme

de simples polymorphismes (Hsu et a/., 1987; Hysert et al., 2006; Thomas et al., 2008).

Les porteurs d'inversions paracentriques ou péricentriques n'ont généralement pas
d'anomalies phénotypiques mais ces remaniements peuvent perturber la méiose et

entrdiner la formation de gametes chromosomiquement déséquilibrés.
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Figure 4: Caryotype d'un patient porteur d'une inversion péricentrique du chromosome 12 :

46,XY,inv(12)(p11923).

IT.B- Sur spermatozoides
1-  Patients avec un caryotype normal

Chez les patients dont le caryotype est normal, la formation des spermatozoides et la
répartition des chromosomes au sein des gamétes va se faire de fagon a obtenir des

cellules haploides (23 chromosomes) avec un équipement chromosomique normal.

1.1- Formation des spermatozoides : la spermatogenese

La spermatogenése est un ensemble d'étapes qui permet la formation de
spermatozoides, cellules haploides (n chromosomes) a partir de spermatogonies, cellules
diploides (2n chromosomes). La spermatogenése débute a la puberté, atteint son
maximum vers 20-30 ans puis ralentit progressivement vers la quarantaine, mais peut se

poursuivre jusqu'a un dge avancé. La spermatogenése est un processus lent et continu
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demandant 74 jours environ chez |'homme et qui se déroule par poussées ou vagues
successives le long du tube séminifere.

La spermatogenése se déroule en deux étapes successives :

- la spermatocytogenése (du stade spermatogonie jusqu'au stade spermatocyte
secondaire)

- la spermiogenése (du stade spermatide jusqu'au spermatozoide)

+ La spermatocytogenese

Elle débute par une étape de prolifération (mitoses) des cellules souches diploides
(46 XY) (spermatogonies a 2n chromosomes/2n ADN), comme les cellules somatiques.
Deux types de spermatogonies Ad (dark) et Ap (pdle) sont formées : le premier type
correspond a une réserve, ce sont de véritables cellules souches. Le deuxieme type
correspond aux spermatogonies qui vont ensuite donner les spermatocytes de ler ordre.
Une spermatogonie Ap a une durée de vie de 18 jours avant de se diviser en deux
spermatogonies B. Celles-ci ont une durée de vie de 9 jours et vont donner, chacune,
deux spermatocytes primaires. Ces derniers dupliquent leur ADN durant la phase
d'accroissement aboutissant a des cellules a 2n chromosomes et 4n ADN. L'évolution des
spermatogonies en spermatocytes primaires dure 27 jours.

Se met alors en place la méiose, succession de deux divisions cellulaires aboutissant a la
formation de cellules haploides (23,X ou 23,Y) avec une étape de maturation.

La premiére division méiotique (Figure 5), phase réductionnelle, permet la formation des
spermatocytes secondaires (n chromosomes/2n ADN). L'évolution des spermatocytes
primaires en secondaires s'effectue en 23 jours. Cette premiere division méiotique est
constituée de 4 étapes : prophase I - métaphase I - anaphase I - télophase I (Figure 5).
La prophase I dure 16 jours et comprend le stade leptoténe, zygoténe, pachyténe,
diploténe et la diacinése. L'appariement des chromosomes homologues, formant des
bivalents, commence par les télomeres au stade zygoténe, et se termine au stade
pachytene. Cest a ce stade que, par des crossing-over, s'effectue le brassage

intrachromosomique. La séparation des bivalents commence au diploténe et lors de la



diacinése. Les phases suivantes se déroulent plus rapidement (7 jours). La métaphase T
permet le positionnement des chromosomes au niveau du fuseau équatorial (brassage
interchromosomique). L'anaphase I permet une séparation des 23 paires de
chromosomes homologues par une ascension polaire avant de terminer par la télophase I
au cours de laquelle s'effectue une segmentation du cytoplasme. Ainsi deux
spermatocytes IT a n chromosomes/2n ADN sont obtenus a partir d'un spermatocyte I a

2n chromosomes/4n ADN.

Figure 5 : Principe de la méiose I avec 4 chromosomes (1/prophase, 2/métaphase, 3/anaphase,

4/télophase)".

La deuxiéme division méiotique (Figure 6), phase équationnelle, permet la formation de
spermatides a n chromosomes/n ADN a partir des spermatocytes II et dure 5 heures.
Elle survient 24 heures aprés la premiere. Il n'y a aucune synthése d’ADN donc la phase
intercinétique est trés breve. Chaque spermatocyte II entre en prophase II, suivie de
la métaphase IT puis de I'anaphase IT qui permet la séparation des chromatides sceurs.

Enfin la télophase II aboutit a la formation de 2 spermatides a n chromosomes/n ADN.

!: d'aprés http://www.biologia.arizona.edu/cell/tutor/meiosis/page3.html
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Figure 6 : Principe de la méiose IT avec 4 chromosomes (1/prophase, 2/métaphase, 3/anaphase,

4/télophase)’.

+ La spermiogenése

La derniere étape est la spermiogenése (Figure 7) qui consiste en une différenciation
des spermatides en spermatozoides. Cette étape se poursuit pendant 23 jours et se
termine par la libération des spermatozoides dans la lumiere du tube séminipare
(spermiation). Lors de ce processus, |'acrosome se forme a partir de I'appareil de Golgi.
La vésicule acrosomiale recouvre les deux tiers du noyau et prend le nom d'acrosome
céphalique ou de capuchon acrosomial. Son contenu enzymatique a un rdle clé dans la
traversée des enveloppes de I'ovocyte lors de la fécondation. Le centriole distal s'allonge
pour former l'axonéme du flagelle. Le noyau s'allonge et la chromatine se condense. Lors
de ce processus, les histones sont remplacées par des nucléoprotéines de transition puis
par des protamines riches en arginine et cystéine. Ce sont les ponts disulfures qui

permettent la stabilité et la compaction de la chromatine.

2 d'apreés http://www.biologia.arizona.edu/cell/tutor/meiosis/page3.html


http://www.biologia.arizona.edu/cell/tutor/meiosis/page3.html

Le manchon mitochondrial se forme grdce aux mitochondries qui se disposent en spirale
autour de la portion initiale de I'axoneme. Le cytoplasme cellulaire est éliminé en glissant
le long du flagelle grdce a un réseau de microtubules. La plus grande partie du
cytoplasme se détache ou est phagocytée par les cellules de Sertoli. Le spermatozoide
est une cellule allongée d'environ 60 pym. La téte mesure 5 ym de longueur, 3 ym de
largeur et 2 pym d'épaisseur, la zone de jonction entre la téte et le flagelle (col) mesure
2 x 2 ym et le flagelle, 55 pm (Humeau & Arnal, 2007).

A ce stade, les spermatozoides n'ont pas encore acquis leur mobilité. C'est au cours de la
migration des spermatozoides dans I'épididyme que les spermatozoides terminent leur
maturation en particulier sur les plans de la morphologie et de la mobilité. Cest
également pendant cette migration que les spermatozoides acquiérent des sites
d'ancrage a la zone pellucide et a la membrane ovocytaire. Un facteur de décapacitation
se fixe sur la membrane des gamétes les rendant ainsi inaptes a toute pénétration

cellulaire. Cette aptitude ne sera acquise que dans les voies génitales féminines.
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Figure 7 : Schéma de la spermiogenése, adaptée de M. Mark®.

3. http://udsmed.u-strasbg.fr/emed/courses/MODULE5B/document/Chapitre_1.pdf?cidReqg=MODULE5B
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Chez I'homme, le rendement de la spermatogenése est relativement faible (16
spermatozoides a partir d'une spermatogonie Ad) contrairement a d'autres mammifeéres
(singes : 256, rat : 112) (Huckins, 1971).

Les étapes de la spermatogenése chez un homme avec un caryotype normal sont

représentées dans la figure 8.
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Figure 8 : Schématisation de la spermatogenese chez 'homme et du contenu chromosomique des

®.

Spermatocytes 1T
n chromosomes
2n ADN

[ - s ]

cellules au cours des différentes étapes.

1.2- Spermatogenése et tératozoospermie

Une morphologie anormale d'un spermatozoide peut concerner la téte, la piece
intermédiaire et/ou le flagelle. L'information génétique étant contenu dans les tétes de
spermatozoides, il ne serait pas éftonnant de trouver une corrélation entre la
morphologie des tétes et leur équipement chromosomique et ce, malgré un caryotype
lymphocytaire normal.

Certains considéraient qu'une tératozoospermie sévére pouvait €fre une contre-

indication a I'TCST puisque les gametes concernés pouvaient avoir un taux d'aneuploidie
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plus important (Lee et al, 1996; Calogero et al, 2001). D'autres, au contraire, ont
montré que la morphologie des gametes ne semblait pas avoir d'impact sur les résultats
d'ICSI (Nagy et al, 1995; Vegetti et al, 2000). Ainsi, une ICSI serait réalisable en
I'absence de spermatozoides de morphologie normale dans I'éjaculat. Cette notion reste
controversée. Il est évident que I'TCSI ignore les barriéres naturelles telles que les
voies génitales féminines, les cellules de la corona radiata ou encore la zone pellucide et
la membrane cytoplasmique. En 2000, Viville et a/ n'ont pas constaté d'augmentation
significative du taux d'aneuploidie chez trois patients ayant différentes anomalies de la
morphologie de leurs gametes telles qu'une globozoospermie, des flagelles courts ou
encore des acrosomes anormaux. En revanche, un taux supérieur d'aneuploidie a été
rapporté chez un patient avec des gametes macrocéphales (Viville et al, 2000). En
2006, Sun et al. ont montré que les taux d'aneuploidies sont augmentés dans les gametes
avec des flagelles anormaux (Sun et al., 2006). Ainsi, la spermatogenése apparait comme

pouvant tre perturbée malgré un caryotype lymphocytaire normal.

Lorsqu'un caryotype lymphocytaire est anormal, il y a généralement des conséquences

sur la ségrégation méiotique dans les gametes.

2- Patients avec un caryotype anormal et ségrégation méiotique
2.1- Anomalies chromosomiques constitutionnelles de nombre

Les patients au caryotype 47 XXY homogéne ont trés souvent une azoospermie
sécrétoire, cependant, des patients avec quelques spermatozoides dans I'éjaculat et
quelques cas de fertilité chez ces derniers ont été rapportés (Terzoli et al, 1992;
Greco et al., 2008).

En théorie, la ségrégation méiotique chez un patient Klinefelter se produit comme

indiqué dans la figure 9.
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Figure 9 : Ségrégation méiotique théorique des gonosomes dans les gametes d'un patient ayant un

syndrome de Klinefelter (47 ,XXY).

Théoriquement, 50% des gamétes produits sont chromosomiquement normaux pour les
chromosomes sexuels (X ou Y) et il y a deux fois plus de gametes avec un X qu'avec un V.
De plus, 50% des gametes sont chromosomiquement déséquilibrés avec une disomie
gonosomique. Parmi ceux-ci, il y a deux fois plus de gamétes XY que XX.

Les études réalisées sur la ségrégation méiotique de ces patients indiquent une
augmentation de la fréquence d'aneuploidies des chromosomes sexuels dans les gametes
pouvant €tre responsables de la formation de feetus chromosomiquement déséquilibrés
au niveau des gonosomes (47 XXX ou 47 XXY) (Shi & Martin, 2001). Il est de plus
rapporté une augmentation des fréquences d'aneuploidies pour les autosomes, toutefois,
les augmentations observées pour les autosomes seraient plutot liées a I'oligozoospermie

qu'au syndrome de Klinefelter lui-méme (Morel et a/., 2003).

Les patients avec un caryotype 47 XYY sont souvent fertiles. Cependant, le chromosome

Y supplémentaire peut parfois perturber la spermatogenése et entrdther une
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oligozoospermie (Hauschka et al, 1962). La ségrégation méiotique dans les gameétes se

produit, en théorie, comme indiqué par la figure 10.
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Figure 10 : Ségrégation méiotique théorique des gonosomes dans les gametes d'un patient avec un

Spermatocytes

caryotype 47 XYY.

Théoriquement, a l'issue de la ségrégation méiotique, 50% de spermatozoides normaux
sont produits (X ou Y) et il y a deux fois plus de gametes avec un Y qu'avec un X. De plus,
50% des gametes sont chromosomiquement déséquilibrés avec une disomie gonosomique.

Parmi ceux-ci, il y a deux fois plus de gametes XY que YY (Mercier, 1996).

En fait, le Y surnuméraire serait souvent éliminé lors de la méiose (Chandley et a/., 1976)
mais des cellules XYY peuvent tout de méme subir une méiose compléte et ainsi produire

des spermatozoides aneuploides (Morel et al., 1999).

Enfin, des patients peuvent également avoir une anomalie de hombre en mosaique comme
cela fut rapporté en 1997 avec le cas d'une trisomie 8 en mosaique 47 XY +8 [8] /46 XY

[92] (Mercier & Bresson, 1997) ou comme I'exemple dune trisomie 18



(47 XY +18/46 XY). La ségrégation méiotique se produisant dans ce dernier cas est

indiquée par la figure 11.
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Figure 11 : Ségrégation méiotique dans les gamétes d'un patient avec une anomalie chromosomique

de nombre en mosaique (46,XY/47 XY +18).

A lissue de la ségrégation méiotique, il y a une production de gametes
chromosomiquement normaux pour le chromosome 18 et d'autres avec une disomie 18. A
partir d'une spermatogonie normale, nous obtenons 100% de gametes avec un seul
chromosome 18. A partir d'une spermatogonie avec un chromosome 18 supplémentaire,
nous obtenons 50% de gameétes normaux pour le 18 et 50% de gametes avec une disomie
18. Le pourcentage de spermatozoides au total avec une disomie du 18 va donc dépendre

du taux de mosaique présent au niveau des cellules germinales.



La ségrégation méiotique devient bien différente lorsqu'un patient présente un

caryotype avec une anomalie chromosomique de structure.

2.2- Anomalies chromosomiques constitutionnelles de structure

+ Translocations robertsoniennes

Au stade pachytene de méiose I, la présence d'une translocation robertsonienne
nécessite la formation d'un trivalent afin de permettre ['association des régions
homologues des deux acrocentriques normaux concernés au chromosome dérivé. La
formation du trivalent, en théorie, peut se faire en configuration cis (les deux
chromosomes normaux sont du méme c6té par rapport au dérivé) ou en configuration
trans (chaque chromosome hormal se situe de part et d'autre du chromosome dérivé

(Figure 12).

Trivalent Trivalent
B rob(A:B) Configuration cis Configuration trans

1] =5 =s

Figure 12 : Schéma du trivalent en configuration cis et schéma théorique du trivalent en

configuration trans lors d'une translocation robertsonienne entre les chromosomes A et B.

La séparation des chromosomes homologues (ou ségrégation méiotique) se fait selon 3
modes. Le mode de ségrégation dit alterne implique que les deux chromosomes
acrocentriques normaux ségregent dans un spermatocyte IT et le chromosome dérivé
dans l'autre spermatocyte II. Se produit ensuite la 2°™ division méiotique équationnelle
qui forme des spermatides (n chromosomes/n ADN) avec un équipement chromosomique
identique a celui des spermatozoides. A l'issue du mode alterne, les spermatozoides

formés seront normaux (23 chromosomes) ou équilibrés (22 chromosomes) en ce qui



concerne les chromosomes étudiés (Figure 13). Ainsi, la fécondation d'un ovocyte normal
par ce type de gamétes permettra la formation d'un embryon chromosomiquement

normal ou équilibré pour les chromosomes étudiés.

En pratique, lors de la formation du trivalent, la configuration c/s est exclusive (Vidal et
al., 1982; Luciani et al., 1984; Templado et a/, 1984). Cette configuration conduit a un
mode de ségrégation préférentiel qui est le mode alterne et donc a une production

majoritaire de spermatozoides chromosomiquement normaux ou équilibrés.

Le deuxieme mode de ségrégation méiotique dont peuvent tre issus les spermatozoides
est le mode adjacent. Celui-ci se définit par la ségrégation du chromosome dérivé dans
une cellule avec I'un ou l'autre des deux acrocentriques normaux. Ce mode de ségrégation
ne peut former que des gametes chromosomiquement déséquilibrés. Les gametes formés
ont alors une disomie d'un des deux acrocentriques (23 chromosomes) ou une nullisomie
du méme acrocentrique (22 chromosomes) (Figure 13). Si ces gamétes fécondent des
ovocytes chromosomiquement normaux, des embryons trisomique ou monosomique seront

respectivement formés.

Enfin, le dernier mode, beaucoup plus rare, est le mode 3:0. Les trois chromosomes
impliqués dans I'anomalie ségregent ensemble dans une cellule. Un gamete aura donc une
disomie des deux acrocentriques impliqués dans I'anomalie (24 chromosomes) et l'autre
une nullisomie de ces mémes chromosomes (21 chromosomes) (Figure 13). Si ces gametes
fécondent des ovocytes chromosomiquement normaux, un embryon déséquilibré a 47
chromosomes (présence de deux frisomies) ou un embryon déséquilibré a 44

chromosomes (présence de deux monosomies) seront respectivement formés.
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Figure 13 : Equipement chromosomique des gametes d'un patient porteur d'une translocation
robertsonienne 45 XY,rob(A;B)(q10;q10) issus des trois modes de ségrégation induits par la

formation du trivalent.



+ Translocations réciproques équilibrées

Une translocation réciproque équilibrée engendre cing modes de ségrégation méiotique.
Si hous considérons une translocation entre des chromosomes A et B, le quadrivalent est
alors constitué du chromosome A, du chromosome homologue dérivé -der(A), du
chromosome B et du chromosome dérivé -der(B): lidentification d'un chromosome

dérivé dépend du centromeére présent (Figure 14).

der(A) B
A der(A) B der(B)

Figure 14 : Schéma du quadrivalent formé au stade pachyténe de méiose I dans les gametes d'un

homme porteur d'une translocation réciproque équilibrée entre les chromosomes A et B.

Le mode alterne (Figure 15) consiste en la ségrégation des deux chromosomes normaux
A et B ensemble et dans un autre gameéte, des deux chromosomes transloqués der(A) et
der(B). Les gameétes obtenus sont normaux ou équilibrés (23 chromosomes). De plus, un
crossing-over (enjambement entre deux chromatides) peut se produire dans le segment
interstitiel entre le centromére et le point de cassure. Dans ce cas, si le nombre de
recombinaisons est impair, nous obtenons 25% de gametes chromosomiquement
normaux, 25% de gametes chromosomiquement équilibrés ainsi que 50% de gametes
chromosomiquement déséquilibrés (23 chromosomes) avec le méme contenu
chromosomique que celui obtenu lors du mode de ségrégation adjacent I en l'absence de

crossing-over.
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der(A) _ B Quadrivalent aprés crossing-  Quadrivalent aprés crossing-
XK Crossing-over over entre les chromosomes A over entre les chromosomes B
et der(A) et der(B)

Mode alterne

Aucune recombinaison  Contenu chromosomique aprés crossing-over Contenu chromosomique aprés crossing-over
entre les chromosomes A et der(A) entre les chromosomes B et der(B)

Figure 15 : Quadrivalent formé au stade pachytene de méiose I dans les gamétes d'un homme
porteur d'une translocation réciproque équilibrée t(A;B), quadrivalents aprés crossing-over et

équipement chromosomique des gametes aprés ségrégation méiotique selon le mode alterne.



Le mode adjacent I (Figure 16 A-) se définit par la ségrégation d'un chromosome normal
avec le chromosome non homologue dérivé (A+der(B) et B+der(A)). Les gametes formés
ont tous 23 chromosomes mais ils ont soit une disomie partielle du A associée a une
nullisomie partielle du B soit I'inverse. Une fécondation d'un ovocyte chromosomiquement
normal par ce type de gametes forme un embryon avec une trisomie partielle du
chromosome A associée a une monosomie partielle du chromosome B ou un embryon avec
une trisomie partielle du B associée a une monosomie partielle du A.

Une recombinaison entre le centromere et le point de cassure suivie d'une ségrégation
de type adjacent I entrdine, en plus, la formation de gamétes chromosomiquement
normaux ou équilibrés, comme ceux obtenus a l'issue d'une ségrégation alterne en
I'absence ou avec un nombre pair de crossing-over. Nous obtenons donc 50% de gamétes
chromosomiquement déséquilibrés, 25% de gamétes normaux et 25% de gametes

chromosomiquement équilibrés.

Le mode adjacent IT (Figure 16 B-) est défini par la ségrégation d'un chromosome
normal avec son homologue dérivé (A+der(A) et B+der(B)). Les gametes formés sont
chromosomiquement déséquilibrés avec 23 chromosomes. Si un nombre impair de
crossing-over se produit entre le chromosome A et le der(A), cela entrdine, en plus, la
formation d'un gamete avec une disomie du chromosome A associée a une nullisomie du
chromosome B ou d'un gameéte avec une disomie partielle du chromosome A associée a
une disomie partielle du chromosome B et une nullisomie partielle des chromosomes A et
B. A l'inverse, si un crossing-over a lieu entre le chromosome B et le der(B), un gamete
avec une disomie du chromosome B associée a une nullisomie du chromosome A est
produit ainsi qu'un gameéte avec une disomie partielle du chromosome A, une disomie
partielle du chromosome B associée d une nullisomie partielle du chromosome A et une

nullisomie partielle du chromosome B.
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XK Crossing-over over entre les chromosomes A over entre les chromosomes B
et der(A) et der(B)
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Figure 16 : Quadrivalent formé au stade pachyténe de méiose I dans les gametes d'un homme
porteur d'une translocation réciproque équilibrée t(A;B), quadrivalents aprés crossing-over et
équipement chromosomique des gametes aprés ségrégation méiotique selon le mode adjacent T

(A-) et adjacent IT (B-).
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Le mode de ségrégation 3:1 (Figure 17 A-) induit la formation de gamétes constitués de
3 des 4 chromosomes formant le quadrivalent et de gamétes composés d'un seul des 4
chromosomes du quadrivalent. Tous les gametes formés sont chromosomiquement
déséquilibrés a 24 ou 22 chromosomes. Le mode 3:1 est dit tertiaire lorsqu'il forme un
gamete avec une double disomie partielle ou une double nullisomie partielle et le mode
3:1 est dit avec échange lorsqu'il forme des gameétes avec une disomie ou une nullisomie
totale.

Enfin, le mode de ségrégation 4:0 (Figure 17 B-) entrdine la formation de gametes avec
les 4 chromosomes constituant le quadrivalent ou aucun de ceux-ci. Les gamétes sont

chromosomiquement déséquilibrés avec 25 ou 21 chromosomes.
A !I I! der(B)
. == ==

der(A) B
I |
i
Mode 3:1
B-
Mode 4:0

Figure 17 : Quadrivalent formé au stade pachyténe de méiose I dans les gametes d'un homme
porteur d'une franslocation réciproque équilibrée t(A;B) et équipement chromosomique des

gametes aprés ségrégation méiotique selon le mode 3:1 (A-) et 4:0 (B-).
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+ Réarrangements chromosomiques complexes

Concernant les CCR de type 1, lors du stade pachyténe en méiose I, les 6 chromosomes
impliqués dans le réarrangement (les 3 chromosomes normaux et les 3 dérivés) forment
un hexavalent pour s'apparier. Si la ségrégation méiotique est de type 3:3 (ségrégation
symétrique), jusqu'a 20 gametes avec une constitution chromosomique différente
peuvent &fre produits (2 gameétes chromosomiquement équilibrés issus d'un mode alterne
et 18 gamétes chromosomiquement déséquilibrés issus d'un mode adjacent). Si la
ségrégation méiotique n'est pas symétrique (4:2, 5:1 ou 6:0), beaucoup de gametes
chromosomiquement déséquilibrés différents sont produits. Cela peut entrdiner des
fausses couches extrémement précoces de par la formation d'embryons avec un
équipement chromosomique déséquilibré. Cependant, il y a probablement une tendance a
une ségrégation méiotique symétrique favorisant le mode alterne et donc une probabilité
non négligeable d'avoir la naissance d'un feetus normal (Walker & Bocian, 1987). Quant
aux naissances de feetus chromosomiquement déséquilibrés, elles résulteraient le plus
souvent d'un mode adjacent I lors d'une ségrégation symétrique (environ 80%) ou d'une

ségrégation de type 4:2 (environ 20%).

En présence d'un CCR de type 2, beaucoup de gametes chromosomiquement déséquilibrés
peuvent &tre produits. Toutefois, chez 70% des patients porteurs de CCR équilibrés
impliquant davantage de points de cassure que de chromosomes, une recombinaison peut
augmenter la probabilité d'obtenir un feetus normal en simplifiant le réarrangement,

c'est-a-dire, en formant une translocation réciproque équilibrée (Madan et al., 1997).

Enfin, chez des patients avec un CCR de type 3, a priori, deux quadrivalents
indépendants se forment au moment de I'appariement. La probabilité d'avoir des gameétes
chromosomiquement déséquilibrés va donc dépendre du comportement méiotique de

chaque translocation.

+ Inversions paracentriques

Lorsqu'un homme est porteur d'une inversion paracentrique, l'appariement entre le

chromosome A et le chromosome A inversé ne peut se produire que par la formation
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d'une boucle d'inversion (Figure 18 A-). En I'absence ou avec un nombre pair de crossing-
over au sein de la boucle, il y a alors formation de gamétes avec la chromatide normale
(50%) et de gametes avec la chromatide porteuse de l'inversion (50%). Les embryons
formés par ces gamétes sont alors chromosomiquement normaux ou équilibrés pour les
chromosomes étudiés. Si un nombre impair de crossing-over a lieu au sein de la boucle
d'inversion (Figure 18 B-), une chromatide est alors dicentrique (deux centromeres) et
une autre acentrique (aucun centromere). Les probabilités d'obtenir un gamete normal,
équilibré, avec un chromosome acentrique et avec un chromosome dicentrique sont
chacune de 25%. Ces recombinants (chromosomes nouvellement formés & l'issu d'un
crossing-over) forment rarement des foetus car les dicentriques ont tendance a se
casser lors des divisions cellulaires et les acentriques sont généralement perdus.
Toutefois, des chromosomes recombinants ont été observés chez des nhouveau-nés
(Pettenati et al, 1995; Lefort et al., 2003) et le risque d'avoir un recombinant viable a
été estimé a 3,8% (Pettenati et al, 1995). Cependant, ce risque a été considéré comme

surévalué par I'équipe de Sutherland (Sutherland et a/,, 1995).

74



Sans crossing-over ‘ ‘ x Avec crossing-over

A inv(A)

SpermatocytesI

—
@ @ @ o @ @ @ @
A inv(A) inv(A) recombinant jny(A) recombinant

dicentrique acentrique
Figure 18 : Boucle d'inversion formée au stade pachyténe de méiose I dans les gametes d'un
homme porteur d'une inversion paracentrique du chromosome A et équipement chromosomique
des gameétes apres ségrégation méiotique en I'absence ou avec un nombre pair de crossing-over au

sein de la boucle (A-) et avec crossing-over en nombre impair au sein de la boucle (B-).

+ Inversions péricentriques

Si un patient est porteur dune inversion péricentrique, l'appariement entre le
chromosome A normal et I'homologue inversé se fera par l'intermédiaire d'une boucle
d'inversion (Figure 19). Comme décrit pour les inversions paracentriques, |'absence d'un
nombre pair de crossing-over au sein de la boucle (Figure 19 A-) entrdine la formation

de gameétes porteurs de la chromatide normale (50%) et de gametes porteurs de la
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chromatide inversée (50%). Les embryons formés sont, respectivement,
chromosomiquement normaux ou équilibrés. Si un hombre impair de crossing-over a lieu
au sein de la boucle d'inversion (Figure 19 B-), il y a alors, d'une part, la formation d'une
chromatide avec une duplication d'une partie du bras court et une délétion d'une partie
du bras long (dup(p)/del(q)) et d'autre part, la formation d'une chromatide avec une
délétion d'une partie du bras court associée a une duplication d'une partie du bras long
(del(p)/dup(q)). Les gametes présentant ce type de chromatides sont des gameétes
recombinants. Lors d'un nombre impair d'enjambements au sein de la boucle, les
probabilités d'avoir un gamete normal, un gamete équilibré, un gaméte avec une
duplication partielle du bras court associée a une délétion partielle du bras long et
I'inverse, a savoir un gameéte avec une délétion partielle du bras court associée a une
duplication partielle du bras long sont chacune égale a 25%. Si un spermatozoide
recombinant féconde un ovocyte chromosomiquement normal, I'embryon sera porteur

d'une trisomie partielle associée a une monosomie partielle.
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Figure 19 : Boucle d'inversion formée au stade pachyténe de méiose I dans les gametes d'un
homme porteur d'une inversion péricentrique du chromosome A et équipement chromosomique des
gametes apres ségrégation méiotique en l'absence ou avec un nombre pair de crossing-over au

sein de la boucle (A-) et avec crossing-over en nombre impair au sein de la boucle (B-).

3- Analyse de I'équipement chromosomique des spermatozoides

Au départ, des études sur spermatozoides éjaculés ont été consacrées aux anomalies du
chromosome Y en utilisant la coloration a la quinacrine (Barlow & Vosa, 1970; Pearson &

Bobrow, 1970; Pearson et a/, 1970).
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La difficulté pour I'étude de I'équipement chromosomique des spermatozoides résidait
principalement dans le fait que ces cellules soient amitotiques (incapables de se diviser
par mitoses). Ainsi, l'obtention d'un caryotype ne fut possible que par la réalisation d'une
fécondation afin d'obtenir des métaphases haploides de spermatozoides. En 1976, une
équipe a mis au point une technique de fécondation /in vitro hétérospécifique entre des
ovocytes dépellucidés de hamster doré et des spermatozoides humains (Yanagimachi &
Yanagimachi, 1976). Cette technique originale a permis de montrer que les hommes
porteurs d'anomalies chromosomiques (notamment les translocations) pouvaient avoir une
grande variabilité des taux d'anomalies chromosomiques dans leurs spermatozoides.
Cependant, cette technique est lourde d mettre en ceuvre et ne permet I'étude que d'un
nombre limité de caryotypes de spermatozoides. Ainsi, il aura fallu prés de 20 années

pour obtenir 10 000 caryotypes de spermatozoides humains (Guttenbach et al,, 1997).

Au cours des années 1980, la cytogénétique moléculaire sur cellules lymphocytaires s'est
développée avec I'hybridation /n situ (HIS) (Harper & Sauders, 1981). La détection de
remaniements chromosomiques plus fins, non visibles en cytogénétique conventionnelle,
est alors devenue possible. La cytogénétique moléculaire a permis la détection de
séquences d'acides nucléiques spécifiques (ADN : acide désoxyribonucléique) a I'aide de
sondes nucléiques complémentaires marquées par des éléments radioactifs. En 1986,
Pinkel et al. (Pinkel et al., 1986) ont utilisé le protocole d'HIS décrit par Harper mais en
appliquant des sondes de séquences répétées, marquées par la biotine, suivie d'une
immunorévélation a l'aide danticorps couplés a un fluorochrome : fluoresceine
isothiocyanate (FITC), ainsi naissait I'hybridation /n situ fluorescente (FISH). Cette
technique a d'abord été utilisée sur des cellules lymphocytaires en interphase et en
métaphase puis dans les années 1990 sur spermatozoides en interphase (Guttenbach et
al, 1990; Martin et al, 1993; Robbins et al, 1993). Elle permet une étude de la
ségrégation méiotique bien plus aisée, sur un grand nombre de cellules (jusqu'a 10 000
spermatozoides étudiés par patient). L'utilisation de la technique de FISH sur
spermatozoides se fait grace a plusieurs types de sondes. Les sondes commercialisées
couplées a des fluorochromes sont aujourd'hui a notre disposition dont des sondes

centromériques (CEP: chromosome enumeration probe), des sondes locus-spécifique
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(LSI : locus specific identifier), des sondes subtélomériques, des peintures partielles ou
totales (PCP - partial chromosome paint, WCP - whole chromosome paint). Il existe
également des sondes BACs (bacterial artificial chromosomes) pour lesquelles il est
nécessaire d'extraire I'ADN contenu dans des bactéries transformées et de réaliser un
marquage par des fluorochromes. Selon l'anomalie de structure, les sondes seront

choisies de fagon différente (annexe 1).

Certaines équipes ont également utilisé une autre approche qu'est le PRINS (primed /n
situ labeling). Le principe de cette technique repose sur [utilisation d'amorces
oligonucléotidiques de synthése qui s'apparient aux séquences complémentaires de
I'ADN. Cela sert de point de départ a une réaction d'élongation catalysée par la Taq
polymérase. Des nucléotides libres sont incorporés, parmi eux, certains sont
fluorescents afin de permettre la visualisation par un microscope a épifluorescence
(technique d'épifluorescence développée par Hobbie et al/, 1977). Cette technique a été
adaptée pour I'hybridation des noyaux spermatiques (Quenesson et al, 1995; Pellestor
et al, 1995a; Pellestor et al, 1995b). Ceci étant, avec ces techniques, il peut s'avérer
nécessaire de faire une mise au point avec chaque couple d'amorces nouvellement utilisé.

Cela alourdit la technique d'un point de vue de la durée.

Enfin, des analogues d'acides nucléiques, plus précisément, les PNAs (peptide nucleic
acids) ont été développés en 1991 (Nielsen et al., 1991). Ces molécules ont été congues
pour des analyses de liaison avec I'ADN et s'utilisent en cytogénétique moléculaire
depuis quelques années. La technique PNA-FISH, élaborée en 2001, permet de réaliser
un marquage de 3 chromosomes en une seule étape (Taneja et a/, 2001). L'équipe de
Pellestor et al. a ensuite adapté cette technique au marquage /7 situ des spermatozoides
(Pellestor et al., 2003). Cette nouvelle approche peut se révéler intéressante mais elle

n'est pas encore utilisée classiguement en routine.

Ceci étant, la grande majorité des laboratoires utilise la FISH qui est la technique de

référence pour |'étude du contenu chromosomique des spermatozoides.
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III- Exploration génétique de l'infertilité masculine

IIT.A- Le chromosome Y et AZF
1-  Constitution du chromosome Y et origine des microdélétions

Le chromosome Y, de 60 Mb, a été décrit par Painter comme un élément petit et nhon
apparié (Painter, 1921). En 1923, Painter conclut en l'existence de 46 autosomes et 2
gonosomes (X et Y) chez I'hnomme (Painter, 1923). Le chromosome Y est constitué de
régions pseudo-autosomiques communes au chromosome X. Ces régions PARs (pseudo-
autosomal region) 1 (2,6 Mb) et 2 (0,32 Mb) permettent une recombinaison
interchromosomique avec le chromosome X. Le chromosome Y contient une région qui lui
est propre (MSY : male specific Y chromosome). Cette partie ne recombine jamais avec
le chromosome X. Elle constitue pres de 95% de la longueur du Y. Dans la partie distale
de cetfte région, sur le bras long, il y a une zone d'hétérochromatine (chromatine
majoritairement condensée et donc pauvre en génes) non fonctionnelle plus ou moins
étendue selon les hommes. La partie fonctionnelle (donc euchromatique) de la région
MSY s'étend sur environ 23 Mb (Ravel et a/, 2006) dont 8 Mb sur le bras court et prés
de 15 Mb sur le bras long (revu par Li et al, 2008). Cette région MSY est constituée de
trois régions selon la nature des genes qui les constituent : une région appelée X-
transposée de 3,4 Mb (99% d’homologie avec la région Xq21.2, genes transposés de I'X),
pauvre en genes et riche en séquences répétées notamment en séquences LINE 1 (long
interspersed nuclear elements 1), des régions contenant des génes X-dégénérés (8,5
Mb) présentes sur le bras court et le bras long du chromosome Y et enfin des régions
dites ampliconiques (10,2 Mb) (genes en multiples copies) (Skaletsky et a/., 2003; Ravel
& Siffroi, 2009) (Figure 20).

8o



MsY
I Male Specific Y chromosome 1

Yp 2| i Z IYq
‘cen.
L 11 V2 | i 1 A | |
[ X-transposée (3,4 Mb) [CJRégions ampliconiques (10,2 Mb) [C] Région pseudoautesomale
O X-degenéreée (8,5 Mb) [:]Régions dhétérochromatine [[] Autres

Figure 20 : Représentation du chromosome Y en fonction du type de régions (X-transposées,

dégénérées, ampliconiques, hétérochromatine) (Adaptée de Skaletsky et a/., 2003).

Ces séquences renferment de nombreux pseudogenes et 16 genes transcrits
majoritairement en protéines ubiquitaires. Le chromosome Y est indispensable a la
survie de notre espéce puisqu'il est impliqué dans le déterminisme testiculaire et la
production de spermatozoides. En effet, au sein de cette région MSY se trouve le gene
SRY (sex-determining region of Y chromosome) en Ypll1.3. Ce géne de différenciation
testiculaire n'est, en principe, jamais délété chez un homme de morphotype masculin. II
est cependant rapporté de rares cas d’hommes XX dont le phénotype est masculin, sans

ambiguité sexuelle et pourtant sans SRY (Zenteno et al., 1997).

Pendant la vie embryonnaire, la gonade encore indifférenciée est sous la dépendance
d'un facteur de détermination testiculaire (TDF : testis determining factor) codé par le
géne SRY. Il intervient dans la cascade dactivation et de répression géniques qui
aboutit a la différenciation du testicule, du tractus génital mdle et des organes génitaux

externes et a la régression des canaux miillériens.

A I'heure actuelle, 27 genes ont été identifiés sur le chromosome Y, 9 sur le bras court
et 18 sur le bras long. Parmi ces 18, 12 sont exprimés de fagon spécifique dans les
testicules et sont nécessaires a la production de spermatozoides normaux (Cram et al.,
2006). D'autre part, en 1976, la premiére association fut faite entre infertilité
masculine et délétion du chromosome Y, plus précisément entre la région AZF et la
spermatogenese (Tiepolo & Zuffardi, 1976). Dix ans apres, la biologie moléculaire a

permis de subdiviser le chromosome Y en 7 régions (Vergnaud et al., 1986). C'est entre
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les intervalles 5 et 6 que se situe AZF. Une ou plusieurs microdélétions de tout ou partie
de la région AZF en Yq aurait lieu pendant la gamétogenése ou pendant le développement
précoce préimplantatoire et pourrait €tre la résultante d'une déficience des enzymes
responsables de la réparation de I'ADN. Ces microdélétions résulteraient de
recombinaison entre des blocs de séquences répétées (éléments rétroviraux, séquences
palindromiques de répétitions en tandem, plusieurs génes en multiples copies) flanquant
les intervalles délétés (Cram et al, 2006). Les familles de génes DAZ (deleted in
azoospermia), RBMY (RNA-binding motif Y chromosome) et TSPY (testis-specific
protein Y-encoded) sont présents en un nombre de copies variable chez les hommes et

peuvent &tre le siége de recombinaisons responsables de microdélétions.

2- Types de microdélétions, prévalence et impacts sur la fertilité

Les anomalies génétiques clairement rattachées a des troubles de la fertilité masculine
sont rares. Les microdélétions du chromosome Y en font partie. Elles concernent 1
homme sur 2500 dans la population générale (Fellmann, 2006). La grande majorité
appardit de novo. Elles font partie des causes génétiques d'infertilité les plus
fréquentes (Reijo et al., 1995; Vogt et al,, 1996). Des études rapportent jusqu'a 20% de
microdélétions dans AZF chez les hommes présentant des anomalies de la
spermatogenese et moins de 5 millions/mL de spermatozoides (Vogt et al,, 1995; Vogt et
al, 1996; Foresta et al, 2001). Aucune microdélétion du chromosome Y chez des
hommes normospermiques n'a été rapportée a ce jour. En revanche, il existe des
microdélétions du chromosome Y chez des patients fertiles mais qui ne sont pas
normospermiques (Krausz & McElreavey, 2001).

En 1992, une équipe américaine a établi une cartographie des régions délétées en se
basant sur la détection de STS (sequence-tagged sites) (Vollrath et a/, 1992). Un STS
est un court fragment d'une séquence génomique qui peut €tre détecté par une
technique de PCR (polymerase chain reaction), puis une étape de migration sur gel
d'agarose et enfin une révélation par UV (ultra-violet). L'absence d'une bande indique
I'absence du STS correspondant et donc une microdélétion dans AZF. Il existe plusieurs
microdélétions dépendamment des différents loci concernés localisés en Yql11.21-23

(Chernykh et al., 2006). Ces différents loci ont été désignés comme étant AZFa, AZFb
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et AZFc en 1996 et AZFd quelques années plus tard (Vogt et al., 1996; Kent-First et al.,
1999).

En moyenne, AZFa s'étend sur 780 Kb a 3 Mb (Vergnaud et a/, 1986; Vogt et al., 1996;
Sun et al, 1999; McElreavey et al, 2002; Ferlin et al, 2003) et est constitué
notamment de 3 génes que sont DFFY (drosophila fat facet Y-linked), DBY (dead box Y
chromosome) et UTY (ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat ¥ chromosome)
(Wallerand et al, 2003). Une microdélétion d'AZFa entrdine une aplasie germinale
(SCOS : sertoli cell-only syndrome) définie par I'absence de cellules germinales. Lors
d'une biopsie testiculaire, les tubes séminiféres ne contiennent que des cellules de
Sertoli, signant un arrét pré-pubertaire de la spermatogenése (Kent-First et a/, 1999;
Sun et al, 1999). Si la délétion d'AZFa est partielle, il peut y avoir une
hypospermatogenése sévére (diminution du hombre de cellules germinales touchant tous
les stades de maturation) et il est alors possible de retrouver quelques spermatozoides
(oligozoospermie tres sévere ou cryptozoospermie) dans I'éjaculat. D'apres I'étude de
2007 de Ferlin et al, la délétion d'un seul géne d'AZFa permet de retrouver la présence
de quelques spermatozoides dans I'éjaculat 6 fois sur 8 (Ferlin et a/, 2007). En Europe,
la prévalence de la microdélétion d'AZFa est estimée inférieure a 7% (49% - 6,6%)
dans une population d’hommes infertiles et @ 9% chez des patients ayant un SCOS

(Foresta et al, 2000; Foresta et al., 2001).

La région AZFb couvre un intervalle compris entre 1 et 3,3 Mb comprenant 5 familles de
génes que sont SMCY (selected mouse cDNA Y chromosome), CDY (chromodomaine
protein Y chromosome), EIF1AY (eucaryotic translation initiation factor 1A Y
chromosome), XKRY (XK-related protein Y chromosome) et RBMY (Brandell et a/, 1998;
Wallerand et al, 2003). Une microdélétion d' AZFb provoque une azoospermie avec un
arrét du développement des spermatocytes I au stade pachyténe de méiose I (Arruda
et al., 2007; Clément et al, 2008). Ainsi, la réalisation d'une biopsie testiculaire a peu de
chance détre fructueuse chez un patient présentant une microdélétion compléete
d'AZFb. En revanche, une microdélétion partielle d'AZFb peut &tre associée & une

oligozoospermie et a une fertilité de 'hnomme porteur comme rapporté en 2002 par Rolf



et al. (Rolf et al, 2002). L'étude italienne de Ferlin indique que lors de délétions
partielles dAZFb, des spermatozoides sont présents assez fréquemment dans I'éjaculat
ou sur biopsies testiculaires et qu'une fois sur quatre, le développement des
spermatocytes est bloqué entrathant I'absence de spermatozoides matures (Ferlin et al,
2007). La prévalence de la microdélétion d'AZFb est estimée a environ 10% dans une
étude de 63 patients ayant soit une azoospermie, soit une cryptozoospermie ou une

extréme oligozoospermie (<1 million/mL) (Patrat et a/, 2008).

La région AZFc s'étend sur 3,5 a 4,5 Mb (Girardi et al, 1997; Bienvenu et al., 2003)
comprenant 5 familles de génes que sont RBMY, PRY (PTP-BL related Y chromosome),
CDY, BPY2 (basic protein Y2) et DAZ (Ma et al, 1993). Les microdélétions d'AZFc
entrdinent des phénotypes testiculaires et séminaux variables. Elles se traduisent
souvent par une hypospermatogenese (Foresta et a/, 2005) associée a une réduction du
nombre de cellules germinales dans plusieurs ou dans tous les tubules ainsi qu'une
numération spermatique faible (<5 millions/mL). Mais il peut également y avoir un arrét
de la spermatogenése, a différents niveaux, entrainant une azoospermie (Clément et al.,
2008). Ainsi des spermatozoides matures, susceptibles d'étre micro-injectés, peuvent
etre prélevés au cours d'une biopsie testiculaire. Plusieurs équipes ont étudié une
délétion partielle d AZFc appelée délétion gr/gr d'environ 1,6 Mb. L'équipe de Stouffs en
2008 ne trouve aucune différence significative entre les fréquences des délétions gr/gr
chez 187 patients infertiles et dans un groupe contrdle de 394 hommes (Stouffs ef al,
2008). La microdélétion d'AZFc est la plus fréquente avec une incidence d'environ
1/4000 (Oates et al., 2002). Elle concerne au minimum 65% des microdélétions de AZF
rapportées (Roze et al, 2007). La microdélétion de AZFc aurait une prévalence de 5,3%
chez les patients infertiles contre 0,4% chez les hommes fertiles (Ferlin et a/, 2005).
La prévalence de la microdélétion AZFc est de 5,7% chez les hommes avec une
oligozoospermie sévere et de 11,3% a 13% chez les hommes azoospermes (Reijo et al.,

1996; Oates et al., 2002).

Par ailleurs, un adolescent présentant une oligozoospermie sévere due a la présence

d'une microdélétion d'AZFc, a un risque de diminution de la production de



spermatozoides au cours du temps pouvant aller jusqu'a l'absence totale de
spermatozoides dans I'éjaculat (Krausz ef a/, 2000; Sharlip et al., 2002; Kihaile et al,
2005). Ainsi, il peut s'avérer tres judicieux de réaliser une autoconservation du sperme
éjaculé permettant la concrétisation d'un projet parental futur pour ces jeunes hommes

(Clément et al, 2008).

Une quatriéme région a été proposée, il s'agit dAZFd. Elle serait située entre AZFb et
AZFc (Kent-First et al, 1999; Foresta et al, 2001). Pour beaucoup, cette région dont
I'absence pourrait entrdiner aussi bien une oligozoospermie moyenne qu'une numération
normale associée a une séveére tératozoospermie, ferait en fait partie intégrante d'AZFc

(Saxena et al., 2000).

Des microdélétions multiples sont généralement de mauvais pronostics. Ainsi, les
microdélétions AZFb+c ou AZFa+b+c ne permettent pas de trouver des spermatozoides

testiculaires (Patrat et a/, 2008).

Concernant les anomalies du spermogramme associées aux microdélétions du
chromosome VY, il est & noter que toutes les équipes n'utilisent pas le méme seuil pour
définir une oligozoospermie sévere, ce qui peut rendre les comparaisons de données
difficiles. Pour certains, une oligozoospermie est dite sévére a partir d'une numération
inférieure ou égale a 5 millions/mL (SaoPedro et al, 2003; Arruda et a/, 2007), a 2
millions/mL (Vogt et al., 1996) ou encore a 1 million/mL (Carrara et al., 2004; Hellani et
al, 2006). Pour d'autres, en revanche, ce seuil de 1 million de spermatozoides par

millilitre définit une cryptozoospermie (Loginova Iu et a/., 2003; Giachini et a/., 2008).

La société européenne de génétique fixe le seuil maximum conduisant a rechercher la
présence de microdélétions du chromosome Y a 5 millions/mL tandis que la HAS fixe ce
seuil a 1 million/mL. Il serait nécessaire de trouver le meilleur rapport colit/efficacité
justifiant la recherche de ces anomalies en routine dans le but de déterminer
précisément l'origine du ftrouble des patients et d'orienter la thérapeutique. L'équipe de
Clément (Clément et al, 2008) considére qu'il est tres rare de trouver des
microdélétions chez des patients ayant entre 1 et 5 millions/mL de spermatozoides. Le

seuil qu'elle retient est donc identique a celui de la HAS.



Lors du recours a I'TCSI, il y a hormalement transmission de la microdélétion du pere a
son fils (Cram et al, 2000) et il peut arriver que I'étendue de la microdélétion soit
augmentée chez I'enfant (Lee et al,, 2006). Toutefois, une étude rapporte un cas de non
transmission de la microdélétion aprés ICSI (Katagiri et al, 2004). Clément et al.
évoquent |'hypothese d'une mosdique de cellules porteuses de la microdélétion et de
cellules sans la microdélétion au niveau testiculaire. Ainsi certains sites pourraient
conserver une spermatogenése normale produisant des spermatozoides non porteurs de

la microdélétion (Clément et al,, 2008).

ITI.B- Le chromosome 3 et SPATAI16

Nous venons de développer les microdélétions du chromosome Y découvertes dans les
années 1970. Depuis, seulement deux génes (Dam et al, 2007; Dieterich et al, 2007)
ont pu étre formellement associés a des troubles de la spermatogenese chez I'hnomme.
Ces deux genes sont SPATAI16 et Aurora Kinase € (AURKc).

C'est en analysant par puce des cDNA humains a I'aide de sondes de cDNA de testicules
adultes et feetaux que Xu et al. (Xu et al, 2003) ont identifié le géne SPATAI6 qu'ils
ont appelé NYD-SPI2. Tl a été localisé en 3q26.32. Ce gene est spécifiquement exprimé
dans les testicules chez 'homme et au niveau de I'appareil de Golgi. Il a été montré, chez
la souris, que la protéine codée par ce géne a un réle dans la formation de l'acrosome
lors de la spermiogenése. Cette protéine est présente dans des vésicules
proacrosomiales transportées jusqu'a l'acrosome dans les spermatides rondes et
allongées (Lu et al, 2006). En 2007, une mutation homozygote dans l'exon 4
(c.8486—A) de ce gene appardit impliquée chez des patients infertiles présentant une
globozoospermie (Dam et al, 2007). Cette tératozoospermie particuliere est rare
(incidence de moins de 0,1% chez les hommes infertiles) et se caractérise par des tétes
spermatiques rondes et sans acrosome. La mutation consiste en un changement d'acide
aminé (p.Cys229Tyr) au niveau d'un résidu hautement conservé (p.R283Q) situé dans la
partie C-terminale d'un domaine TPR (tetratrico peptide repeats). De plus, étant donné
que la mutation concerne le dernier nucléotide de I'exon 4, elle peut endommager le site

d'épissage situé en 5' de l'intron 4.
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ITII.C- Le chromosome 19 et AURKc

Glover et al. rapportent, chez la drosophile D. melanogaster, une mutation dans le gene
"aurora”, qui influe sur le processus mitotique du centrosome (Glover et al, 1995). C'est
en 1997 que le géne Aurora A (encore appelé Aik ou Btak) fut identifié chez I'homme a la
suite d'une recherche d’homologie avec le gene aur-A de D. melanogaster (Kimura et al.,
1997; Sen et al, 1997). Puis en 1998, le gene Aurora B (encore appelé AikZ ou STKIZ)
fut découvert (Kimura et al, 1998; Prigent et al, 1999) ainsi que le gene Aurora C
(encore appelé Aie2 ou stki3) (Bernard et al, 1998; Tseng et al., 1998). Etant donné les
différents noms attribués, une nomenclature a été proposée sous les noms de Aurora A,
B et C en 2001 (Nigg, 2001). Les génes Aurora codent des kinases qui phosphorylent les
résidus sérines et thréonines. Trés récemment, le gene AURKc, situé en 19q13.43, a été
incriminé chez des patients présentant une infertilité primaire avec des spermatozoides
macrocéphales et multiflagellés et une tératozoospermie a prés de 100%. Cest une
équipe grenobloise qui a mis en évidence une mutation homozygote dans I'exon 3 du gene
AURKc (c.144delC) chez 9 patients (Dieterich et al, 2007). Ce gene est exprimé dans
les testicules et est impliqué dans la ségrégation méiotique et la division cellulaire lors
de la méiose (Kimura et al, 1999; Yan et al., 2005; Tang et al, 2006). La mutation de
AURKc entrdine un décalage du cadre de lecture responsable d'une fin prématurée de la
traduction et de la production d'une protéine tronquée non fonctionnelle (perte de son
domaine kinase) (Harbuz et a/, 2009). Une nouvelle étude de la méme équipe met en
évidence la méme mutation chez 34 patients. Parmi eux, deux fréres avaient de plus une
mutation dans I'exon 6 de AURKc. Tous les patients porteurs de la mutation étaient
d'origine nord-africaine. Ils estiment la prévalence de ce syndrome de macrocéphalie et
flagelles multiples a 1/10 000 hommes dans la population maghrébine (Dieterich et al.,

2009; Harbuz et al., 2009).

IV- Qualité de I'ADN spermatique et infertilité masculine

Comme nous le savons, les techniques d'AMP ont permis une avancée extraordinaire dans

le traitement symptomatique des infertilités. Le succes de ces techniques dépend d'une



multitude de facteurs dont certains ont été abordés précédemment. Avec l'utilisation
de I'TCSI, se pose le probléeme du risque de transmission de maladies génétiques. De ce
fait, les chercheurs se sont davantage concentrés sur lintégrité du génome des
spermatozoides. L'intégrité structurale comme fonctionnelle des gametes utilisés est
bien évidemment primordiale. Au départ, les scientifiques pensaient que le
développement préimplantatoire précoce était presque uniquement sous influence
maternelle et que c'était donc principalement la qualité de l'ovocyte qui importait. Au
début des années 1990, des chercheurs ont montré que la mauvaise qualité spermatique
¢était souvent associée a une morphologie embryonnaire médiocre et a de faibles
pourcentages de grossesses évolutives (Ron-el et al., 1991). L'équipe de Ménézo montre
que la présence de parametres spermatiques anormaux est corrélée a l'altération de la
formation des blastocystes (Janny & Menezo, 1994). Il est alors devenu incontestable
que la qualité des spermatozoides avait un réle trés important lors du développement
embryonnaire. De plus, il a été mis en avant que la qualité de I'ADN des spermatozoides
pouvait avoir un impact sur la qualité embryonnaire. Ainsi, une équipe a rapporté un taux
de spermatozoides a I'ADN fragmenté significativement supérieur chez des patients
dont le spermogramme était anormal par rapport a celui d'hommes aux parametres

spermatiques normaux (Huang et a/,, 2005).

IV.A- Structure de 'ADN des gametes mdles

Dans les cellules somatiques, I'ADN s'organise en nucléosomes. Un nucléosome est
constitué d'un octamére d'histones (deux histones H2A, deux H2B, deux H3 et deux H4)
autour duquel la molécule d'ADN s'enroule. Deux modeles sont actuellement proposés
pour décrire la structure de I'ADN compacté, soit un modele en zigzag (Dorigo et al.,
2004), soit un modele en forme de solénoide (Braun, 2001) (Figure 21). L'ADN du gaméte
mdle, support de l'information génétique a transmettre, est une longue molécule fragile
fortement compactée. La chromatine d'un spermatozoide s'organise en une superposition
de boucles d'ADN que sont les super-enroulements. Celles-ci ont la forme d'un

"doughnut” (beignet).
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Figure 21: Modeéles de l'organisation de la chromatine dans une cellule somatique (zigzag ou

solénoide) et dans une cellule spermatique (doughnut).

Cest au cours de la spermiogenese que les nucléoprotéines de type histones sont

remplacées par une structure basée sur des protamines afin de réduire le volume

nucléaire et d'augmenter significativement la compaction de 'ADN (Figure 22).
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Figure 22: Synthése des différentes étapes du remodelage de la chromatine lors de la

spermiogenése, adaptée de Sergerie et al, 2005a.

La chromatine des spermatozoides est environ six fois plus condensée que celles des
cellules somatiques. Cette compaction trés importante correspond a la mise en place
d'une protection physique du noyau du gamete aux différentes agressions auxquelles il
va étre soumis tout au long de son trajet, du tube séminifére jusqu'au cytoplasme
ovocytaire. Il est nécessaire que le patrimoine génétique puisse €tre acheminé, sans
dommage, des voies masculines jusque dans les voies féminines (Manicardi et al,, 1998).
Au stade de la spermatide ronde, les histones sont remplacées par des protéines de
transition 1 et 2 (TNP1 et TNP2 : Transition Nuclear Protein). TNP1 interviendrait dans
les processus de réparation de I'ADN, TNP1 et TNP2 dans la mise en place des
protamines de type 2 (PRM2). Lors du stade de I'élongation des spermatides, les
protéines de transition sont remplacées par des protamines de type 1 (PRM1) et des

PRM2 (Aoki et al., 2006). Les protamines sont des protéines basiques riches en arginine
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et en cystéine. Lors du transit des spermatozoides dans I'épididyme, le nombre de ponts
disulfures est augmenté au niveau des résidus cystéine des protamines. Environ 95% des
groupements thiols (-SH) portés par la cystéine sont oxydés. Cela conduit a la formation
de cystine qui consiste en I'union de deux molécules de cystéine par un pont disulfure, ce
qui permet une stabilisation supplémentaire de la structure nucléaire. Ce compactage
trés important est responsable de la perte de la possibilité pour I'ADN spermatique de

se répliquer et d'étre réparé (Roux et al, 2004).

Au final, dans les spermatozoides humains matures, environ 15% d'histones persistent
dans le noyau (Braun, 2001) et plus de 70% des protéines nucléaires basiques sont des

protamines (Sergerie et al., 2005aq).

IV.B- Origines de la fragmentation de I'ADN spermatique

La spermatogenese est un processus complexe qui consiste en la prolifération des
cellules germinales puis en la différenciation des spermatogonies en spermatozoides
matures. Tout au long de ce processus, la chromatine des gamétes est susceptible d'étre
altérée. Habituellement, le taux de fragmentation est faible dans la plupart des
spermatozoides. Aprés fécondation, I'ovocyte peut contribuer a réparer ces coupures
anormales, sous réserve qu'elles se trouvent dans une proportion raisonnable. Pour des
raisons diverses et sans doute pas toutes répertoriées aujourd'hui, il peut arriver que
les brins de I'ADN spermatique se coupent de maniere excessive : cela se traduit par
une augmentation du taux de fragmentation de L'ADN. Trois théories principales sont

proposées pour tenter d'expliquer ces dommages.

Une premiére hypothése concerne la compaction de 'ADN des spermatozoides matures.
En régle générale, plus des deux tiers de la chromatine des spermatozoides sont trés
compactés grdce aux protamines. La compaction chromatinienne des spermatozoides
requiert des endonucléases comme la Topoisomérase IT qui aide au remplacement des
histones par des protamines en générant des cassures dans I'ADN. Ces derniéres sont

nécessaires pour libérer les super-enroulements de la chromatine (McPherson & Longo,
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1993). Seulement 15% de I'ADN est moins fortement condensé car la compaction s'opere
grdce a des histones. Un dysfonctionnement de la Topoisomérase II pourrait entrdiner

un taux anormal de fragments d'’ADN non réparés (McPherson & Longo, 1993).

Certains hommes infertiles ont un ratio histone : protamine supérieur a celui des
hommes fertiles. La compaction chromatinienne devient donc plus faible a cause d'une
sous protamination. Cette compaction moindre serait susceptible d'augmenter la
sensibilité de 'ADN des spermatozoides a des stress extérieurs, 'ADN étant moins bien
protégé, il en résulterait des cassures endogénes. En 2001, une équipe met en évidence
une déficience compléte des protamines chez 5 a 15% d'hommes infertiles (Carrell & Liu,
2001). En 2005, une étude montre un lien entre la déficience en protamines dans 'ADN
des gametes masculins et les altérations présentes dans I'ADN de ces spermatozoides
(Nasr-Esfahani et al, 2005). En 2006, Aoki et al constatent que les spermatozoides
présentant un faible taux de protamines ont une viabilité diminuée et une susceptibilité

augmentée de leur ADN a étre endommagé (Aoki et al, 2006).

La seconde théorie susceptible d'expliquer la présence de dommages dans I'ADN des
spermatozoides éjaculés concerne la production de substances oxygénées réactives
(SOR). Celles-ci sont des agents oxydants dont le peroxyde d’hydrogene (H:0.), I'anion
superoxyde (Oz") et les radicaux libres. Les SOR sont connus pour avoir un effet
délétere sur la majorité des tissus et donc sur les cellules qui les constituent. En effet,
les SOR sont impliquées, par exemple, dans des cancers ou des problémes vasculaires.
Cependant, vers le début des années 1990, des chercheurs ont découvert que de faibles
concentrations en SOR, produites au moment opportun, pouvaient jouer des rdles
importants dans des cascades de transduction de signaux. Nous savons maintenant que
les SOR jouent un rdle physiologique trés important dans la différenciation et les
fonctions des spermatozoides. Les SOR sont nécessaires pour que les spermatozoides
acquierent certaines compétences. Il est prouvé que I'O;", le H,0; et le monoxyde
d'azote (NO) sont trois SOR qui ont un réle dans l'activation des spermatozoides (de

Lamirande & Gagnon, 1993; Herrero et al, 2003; Thundathil et a/, 2003; de Lamirande
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& O'Flaherty, 2008) ; ceci n'est probablement pas exhaustif mais aucune étude ne

prouve clairement le réle d'autres SOR a I'heure actuelle.

Les spermatozoides ont deux fonctions, a savoir acheminer le contenu génétique
paternel jusqu'a l'ovocyte, grace d la mobilité que Iui confére son flagelle, et se lier a
I'ovocyte, puis le féconder. Le processus de capacitation est un pré-requis indispensable
pour la réaction acrosomiale, réaction de libération d'enzymes hydrolytiques permettant
au spermatozoide de traverser la zone pellucide de I'ovocyte pour le féconder. Ainsi, de
nombreux changements cellulaires se produisent a des moments et des endroits précis
lors du processus de capacitation, comme des modifications lipidiques pour augmenter la
fluidité membranaire, des afflux de calcium dans la téte et le flagelle du spermatozoide
et une production de quantités contrdlées de SOR. D'autre part, dans le liquide séminal,
le spermatozoide se déplace de fagon linéaire. Lors de la capacitation au cours de la
migration dans les voies génitales féminines, cette mobilité augmente. Cette hyper-
activation dont le(s) mécanisme(s) n'est pas encore exactement connu, contrélée par des
SOR, ferait intervenir une augmentation des phosphorylations des protéines du flagelle.
Quant & la réaction acrosomiale, c'est un processus complexe qui demande également
des modifications cellulaires comme des afflux de calcium ou la production de SOR.
Toutefois, les agents déclencheurs et/ou la cinétique sont différents de ceux
nécessaires a la capacitation. La réaction acrosomiale est régulée par des réactions
d'oxydo-réduction mais les mécanismes précis par lesquelles les SOR ont un impact sur

cette réaction ne sont pas connus (de Lamirande & O'Flaherty, 2008).

La quantité de SOR générées est contrdlée par des antioxydants présents dans le
liquide séminal des hommes fertiles. Les effets déléteres que peuvent engendrer les
SOR sont, par exemple, une augmentation des cassures simple et double brin de 'ADN.
L'anion superoxyde et le radical hydroxyl (OH") ont des effets mutagenes et peuvent
tre la source de cassures ou de mutations chromosomiques (Pons-Rejraji et al., 2009).
Les spermatozoides de morphologie anormale, tout particulierement ceux présentant
des résidus cytoplasmiques (Tremellen, 2008) ainsi que les leucocytes, seraient la

source principale d'une production excessive de SOR. Les dommages de I'ADN résultent
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plus de l'augmentation de la production de SOR que de la diminution de la capacité des
agents antioxydants a jouer leur rdle protecteur. De plus, il peut y avoir une production
de spermatides avec une mauvaise protamination. Un nombre insuffisant de ponts
disulfures au niveau des thiols conduisant a une diminution de la compaction de la
chromatine entrdine alors une vulnérabilité plus importante de I'ADN aux cassures

pouvant €tre induites par les SOR (Ozmen et al., 2007).

La troisieme hypothése concernerait le rdole de [|'apoptose au cours de la
spermatogenese. L'apoptose est une mort cellulaire programmée nécessaire notamment
pour I'homéostasie cellulaire, c'est-a-dire, I'équilibre entre la prolifération cellulaire et
la mort de certaines cellulles. Au cours de la spermatogenese, se produisent des
divisions mitotiques et méiotiques ainsi que la transformation des spermatogonies en
spermatozoides. Cette expansion de cellules germinales doit nécessairement Eétre
contrdlée. L'apoptose intervient dans le maintien du nombre de cellules germinales par
rapport au nombre de cellules de Sertoli. Des cellules germinales sont éliminées par
apoptose pour qu'il n'y en ait pas plus que ne peuvent en supporter les cellules de Sertoli.
Pour les uns, dans des conditions normales de spermatogenese, plus de la moitié des
cellules germinales qui pourraient devenir matures serait perdue et la plupart d'entre
elles seraient éliminées lors d'une apoptose des spermatogonies (Dunkel et al., 1997),
Pour les autres, plus de 75% des cellules de la spermatogenése seraient éliminées par ce

processus (O'Brien & Zini, 2005).

La mort apoptotique possede certaines caractéristiques comme la chute du potentiel de
membrane mitochondrial, 'activation de caspases, la perte de la distribution symétrique
de la phosphatidylsérine (PS) de la membrane plasmique, la condensation de la
chromatine ainsi que la fragmentation du noyau. La cellule est ensuite détruite en
petites structures appelées corps apoptotiques. A la surface de ces derniers se
trouvent des résidus phosphatidylsérines reconnaissables par les macrophages qui les
phagocytent. Aucune réaction inflammatoire n'est produite lors de ce processus. Ces
caractéristiques apoptotiques identiques a celles trouvées dans les cellules somatiques

ont été mises en évidence dans les cellules germinales ainsi que dans les spermatozoides
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éjaculés. L'apoptose pourrait permettre [élimination des spermatozoides éjaculés

anormaux et potentiellement néfastes (Gorczyca et al, 1993).

D'apres les marqueurs et les voies connus de l'apoptose dans les cellules somatiques, une
représentation schématique par extrapolation en a été faite par une équipe lilloise
(Marchetti & Marchetti, 2005). Les voies extrinseques débutent par un engagement des
récepteurs de mort dont Fas qui serait présent a la surface des spermatozoides
humains. De plus, un taux relativement bas de spermatozoides exprimant Fas a leur
surface a été mesuré chez des hommes dont les parametres spermatiques étaient
normaux. Au contraire, chez des hommes aux parameétres anormaux, les taux peuvent
aller jusqu'a 50% sighant une clairance anormale des spermatozoides via I'apoptose. Ce

facteur pourrait contribuer a l'infertilité (Sakkas et al, 1999a).

Aprés l'engagement de récepteurs de mort cellulaire, s'ensuit une activation des
caspases 8 puis 3, avant |'étape de fragmentation de I'ADN. Les mitochondries sont
également impliquées car elles libérent des facteurs pro-apoptotiques qui activent la
caspase 3, conduisant a la fragmentation de I'ADN. Lorsque les mitochondries sont

impliquées, il y a une chute caractéristique de leur potentiel de membrane (Figure 23).
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Figure 23 : Représentation schématique des voies apoptotiques hypothétiques pouvant étre
présentes dans les spermatozoides éjaculés de patients infertiles, adaptée de Marchetti &

Marchetti, 2005.

La présence dans un éjaculat de spermatozoides montrant des traits apoptotiques ainsi
qu'une fragmentation de 'ADN suggeérerait qu'un processus d'apoptose a été déclenché
mais que celui-ci n'a pu aller jusqu'a son but ultime, cela a été décrit comme le processus
d'apoptose abortive (Figure 24) (Sakkas et al, 1999q). La figure 24a schématise une
spermatogonie B normale et une autre présentant Fas. Celle-ci est donc éliminée par
apoptose. Au final, deux spermatozoides hormaux sont formés. Les parametres
spermatiques de cet homme sont normaux. La figure 24b schématise deux
spermatogonies B présentant le récepteur Fas, l'une est bien éliminée par apoptose,

l'autre échappe a ce processus et continue ses divisions cellulaires. Au stade



spermatocyte primaire, les deux cellules formées portent le récepteur Fas, I'une est
détruite, 'autre poursuit ses divisions pour former deux spermatocytes secondaires. La
encore, le récepteur Fas est présent sur les deux cellules mais I'une des deux échappe a
la “destruction”. Cette cellule survivante aboutit a la formation de deux spermatides,
toutes deux portant Fas. L'une est éliminée, l'autre poursuit sa maturation en un
spermatozoide possédant Fas, présentant des dommages de son ADN mais vivant. Les

parametres spermatiques de cet homme sont altérés.
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Figure 24 : Réle hypothétique de Fas au cours de la spermatogenése chez des hommes aux

paramétres spermatiques normaux (a) et anormaux (b), adaptée de Sakkas et a/, 1999a.

La signification de la présence de ces traits apoptotiques reste tres largement
contestée puisque des cellules transcriptionnellement inactives ne devraient pas pouvoir
déclencher une réaction apoptotique (Marchetti & Marchetti, 2005). La place et
I'intérét des marqueurs apoptotiques dans I'exploration de l'infertilité masculine ne sont
pas clairement établis. En effet, les connaissances d'aujourd’hui sur les voies

apoptotiques reposent sur les expériences réalisées sur des cellules somatiques. Rien ne
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permet actuellement d'affirmer que les spermatozoides subissent un processus
apoptotique et peut-étre que s'ils en subissent un, ce processus utilise des voies tout a

fait différentes de celles répertoriées pour les cellules somatiques.

IV.C- Techniques d'évaluation de l'intégrité des gametes
1-  Evaluation de l'intégrité membranaire

Comme précisé précédemment, les altérations membranaires sont caractéristiques du
processus d'apoptose. La phosphatidylsérine (PS) a un rdle important dans la fusion
membranaire, la reconnaissance cellulaire et I'apoptose. Dans les cellules vivantes, il y a
une asymétrie membranaire de la PS dépendante du taux de calcium (Ca®)
intracellulaire. La localisation sur la face interne est associée a un faible taux de calcium
intracellulaire. Dans les cellules somatiques, une augmentation de Ca® intracellulaire /n
vitro peut induire une apoptose cellulaire en faisant intervenir des translocases Ca®'-
dépendantes. En induisant une modification de I'asymétrie membranaire, accompagnée de
I'externalisation de la PS, le processus apoptotique permet la reconnaissance de la
cellule et son élimination par les cellules phagocytaires. Le passage de la PS en dehors
de la cellule permet I'envoi d'un signal destiné aux macrophages environnants. L'annexine
V se lie spécifiquement a la PS extériorisée. Ainsi, 'annexine V peut &tre utilisée pour
détecter I'apoptose a un stade précoce du processus apoptotique. En effet, le passage
de la PS vers les membranes externes précéderait la fragmentation de I'ADN.
L'annexine V peut également rentrer dans une cellule apres perméabilisation accrue de la
membrane plasmique lorsque la cellule devient nécrotique. Ainsi, certains ont étudié des
spermatozoides en faisant un double marquage d'une part, par l'annexine V couplée a un
fluorochrome et d'autre part, par l'iodure de propidium (IP) qui indique s'il y a une

perméabilité membranaire. Ainsi, il est possible de distinguer :

- des spermatozoides viables (normalement imperméable a I'IP) (annexine V- ;
IP-)
- des spermatozoides morts mais sans externalisation de PS (annexine V- ; IP+)

- des spermatozoides nécrotiques (annexine V+ ; IP+)



- des spermatozoides viables mais avec des altérations membranaires

apoptotiques (annexine V+ ; IP-)

Cette derniére population est plus fréquente dans les éjaculats d’hommes infertiles que

chez les hommes fertiles (Moustafa et a/., 2004; Brugnon et al., 2006).

2- Evaluation de l'intégrité de 'ADN spermatique

Les techniques permettant d'évaluer la qualité de 'ADN spermatique ont pour objectif
I'identification des patients ayant un taux important d'anomalies de I'ADN nucléaire de
leurs spermatozoides. Le but ultime est d'expliquer l'infertilité des couples et de réussir
d déterminer un seuil de fragmentation au-dessus duquel la réussite d'une technique

d'aide médicale a la procréation est fortement compromise.

L'analyse des gametes se fait au microscope a épifluorescence ou peut se faire avec un
cytomeétre de flux (premier appareil développé par Gohde, 1968). L'analyse se fait selon

un mode binaire, la chromatine des gametes est altérée ou intacte.

2.1-Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

Le test de sperm chromatin structure assay (SCSA) est basé sur le fait que la
chromatine spermatique anormale est plus susceptible de se dénaturer aprés un
traitement /n situ par une solution acide et/ou par la chaleur, qu'une chromatine intacte
(Darzynkiewicz et al, 1975; Evenson et al., 1980; Evenson et al, 1985). La technique
SCSA utilise les propriétés métachromatiques de l'acridine orange. L'analyse se fait
grdce a un cytométre de flux qui mesure le ratio entre la fluorescence rouge (simple
brin d'ADN dénaturé) et la fluorescence verte (ADN double brin). Un coefficient appelé
DFT (DNA fragmentation index) est calculé par la relation suivante : Fluorescence
rouge / (Fluorescence rouge + verte) (Roux et a/, 2004). Un DFI de 0,1 ou de 0,9 signe,
respectivement, un ADN non dénaturé ou tres dénaturé. La cytométrie de flux permet
d'étudier rapidement un grand nombre de spermatozoides, cependant, les prélevements

spermatiques avec une faible numération ne peuvent pas tre analysés.

Les résultats obtenus a l'aide de la technique SCSA ne sont que faiblement corrélés aux

parameétres de 'OMS a savoir la concentration, la mobilité et la morphologie (Evenson et
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al, 1991). Ce test pardit donc &étre un outil diagnostique supplémentaire dans

I'exploration de l'infertilité masculine (Larson et a/., 2000).

Il a été proposé un seuil de DFI aux environs de 30% a partir duquel le taux de

fécondité serait diminué (Evenson et al., 1999; Boe-Hansen et al,, 2006).

2.2- Test a l'acridine orange (AQ)

L'acridine orange s'intercale dans I'ADN natif (double brin) et émet une fluorescence
verte (515-530 nm). Il peut également se fixer sur I'ADN simple brin ou dénaturé. Dans
ce cas, l'acridine orange émet une fluorescence rouge-orangé (>630nm). La coloration a
I'acridine orange a été appliquée aux frottis de sperme en 1984 (Tejada et a/,, 1984). Le
principe est donc tout a fait identique a la technique SCSA en dehors du fait que le test
a l'acridine orange ne requiert pas un cytomeétre de flux, I'analyse se fait a l'aide d'un
microscope a épifluorescence. Plus la chromatine est condensée, plus lintensité
fluorescente diminue, c'est pourquoi un spermatozoide émet une fluorescence moins
forte (5 fois moins) qu'une cellule diploide ou que des spermatides rondes (Roux et al.,
2004). Cette méthode est peu utilisée car elle est moins sensible que la technique SCSA
ou TUNEL dans I'évaluation de la fragmentation de I'ADN (Chohan et a/., 2006; Martins
et al., 2007).

2.3- Technique Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) dite
COMET

La technique SCGE a été décrite la premiére fois en 1988 pour évaluer les dommages de
I'ADN des cellules dus & divers facteurs comme les radiations par ultraviolets, la
radiothérapie (Singh et al., 1988). Cette méthode consiste a détecter des cassures dans
les brins d'ADN des cellules a étudier. Adaptée a I'analyse des spermatozoides (Singh et
al., 1989), cette technique consiste & mélanger le sperme avec de l'agarose légerement
chauffé. Le tout est déposé sur une lame. Les cellules sont ensuite lysées. La lyse peut
etre alcaline (pH>10), elle dénature alors 'ADN spermatique. Des cassures simple et
double brin sont décelées (Collins, 2004; Speit et al, 2009). Quelques modifications de
la technique faites en 1991 ont permis d'obtenir une détection des cassures double brin

uniquement (Olive et al., 1991). La technique COMET, a pH 7, est plus adaptée a la mise
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en évidence de dommages de I'ADN liés a une infertilité puisque ces conditions neutres

ne dénaturent pas 'ADN contrairement au pH alcalin (Andrabi, 2007).

Aprés |'étape de lyse, les gamétes sont soumis a une électrophorése. Si un
spermatozoide est soumis a un champ électrique, 'ADN sans cassure reste dans les
tétes spermatiques de par son haut poids moléculaire. Au contraire, si 'ADN a des
cassures, il migre et sort petit d petit de la téte spermatique et donne ainsi I'aspect
d'une comete (d'ou le nom de la technique). Aprés marquage des spermatozoides par un
colorant fluorescent, l'intensité de la fluorescence et la longueur de la queue de la
comete, proportionnelles aux cassures des brins de 'ADN des gamétes, sont analysées.
Si la lyse est alcaline, 'augmentation de la longueur de la queue de la comete ne résulte
pas seulement des cassures préexistantes dans 'ADN mais elle est également due a la

présence de sites sensibles aux attaques alcalines.

Les résultats obtenus par la technique COMET ont été utilisés comme facteur prédictif
de la qualité des embryons (Tomsu et a/, 2002). Un taux élevé de cassures de I'ADN a
été corrélé a la faible capacité d'atteindre le stade blastocyste (Nasr-Esfahani et al.,
2005), a la diminution des divisions embryonnaires aprés fécondation (Morris et al.,
2002) et a de faibles taux de grossesse (Lewis et al, 2004). En revanche, aucune
corrélation n'a été mise en avant entre les résultats obtenus par COMET et les taux de

fécondation (Lewis et al, 2004; Nasr-Esfahani et a/, 2005).

Enfin, méme si cette technique détecte les cassures de I'ADN spermatique, il n'y a pas
de standardisation de la méthodologie nécessaire a une application en routine. De fait, il

n'a pas été établi de seuil a partir duquel un impact clinique existe.

2.4- Sperm Chromatin Dispersion test (SCD)

En 2003, une équipe a présenté (Fernandez et a/, 2003) le test SCD comme une
méthode simple et peu coliteuse. Le principe de cette méthode consiste a traiter des
spermatozoides par une solution acide puis par un tfampon de lyse. L'ADN est ensuite
contre-coloré au DAPI (4'-6-diamidino-2-phenylindol). Aprés ces traitements, les

gametes sans ADN fragmenté relachent des boucles d'ADN qui forment de grands halos.
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Au contraire, les gameétes avec un ADN fragmenté ne produisent pas ou peu de halos de
dispersion (Fernandez et a/, 2003). De plus, les hommes fertiles ont significativement
plus de gamétes avec de grands halos que les hommes infertiles (Chohan et a/,, 2006). En
2008, une équipe (Meseguer et al,, 2008) a montré que le taux de fragmentation estimé

z

par SCD est corré

’

Ié a la qualité embryonnaire aprés injection dans un ovocyte d'un
spermatozoide testiculaire, ainsi qu'a la mobilité et la morphologie des spermatozoides
(Velez de la Calle et al., 2008). En revanche, aucun impact sur le devenir d'une grossesse
cliniqgue n'a été mis en évidence. Cette derniére équipe a trouvé une corrélation entre le
taux de spermatozoides avec un ADN fragmenté, quand il est supérieur a 18%, et le

taux de fécondation.

2.5- in situNick Translation assay (NT)

Le test in situ de cassures dans I'ADN spermatique consiste en la mesure de
I'incorporation du complexe biotine-dUTP (deoxyuridine triphosphate) au niveau des
points de cassure de I'ADN simple brin en utilisant l'activité de l'enzyme ADN
polymerase I. Afin d'amplifier le signal obtenu, il est possible d'ajouter de l'avidine (se
fixe spécifiquement sur la biotine) couplée a un fluorochrome facilement identifiable en
microscopie a fluorescence (Sergerie et al., 2005a). L'utilisation de cette technique a
été assez restreinte notamment par le fait qu'aucun seuil n'a été déterminé comme

étant discriminant entre les hommes infertiles et les hommes fertiles.

2.6- Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-
End Labeling assay (TUNEL)

Le TUNEL a été développé en 1992 pour étudier l'apoptose des cellules somatiques
(Gavrieli et al, 1992). La technique a ensuite été adaptée pour les spermatozoides
(Sailer et al., 1995). Dans les cellules somatiques, il se produit des cassures de 'ADN
par action d'endonucléases lors du processus apoptotique. Les cassures induisent des
libérations d'extrémités 3'-OH (Gorczyca et al, 1993). Cette technique utilise l'activité
exonucléasique de la terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) qui catalyse
I'incorporation de nucléotides triphosphates aux extrémités 3'-OH libres des doubles ou

simples brins. Les nucléotides incorporés forment un oligomére composé de nucléotides
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couplés a la digoxygénine et de nucléotides non marqués. Des anticorps anti-
digoxygénine couplés a un fluorochrome sont ajoutés. Le ratio nucléotides marqués/non
marqués est optimisé afin d'assurer une bonne liaison des anticorps anti-digoxygénine.
L'analyse de la fragmentation de I'ADN peut se faire a l'aide d'un microscope a
épifluorescence ou par cytométrie de flux (si la numération spermatique n'est pas trop

faible).

En 2005, Sergerie et al ont montré que les patients infertiles ont un taux de
fragmentation (mis en évidence par TUNEL) supérieur a celui des hommes fertiles. Il
pardit donc &tre un bon indicateur de la fertilité masculine (Sergerie et al., 2005b). De
plus, Tesarik et al rapporte un taux supérieur de gamétes a 'ADN fragmenté lorsque

les couples ont connu des fausses couches spontanées a répétition (Tesarik et al,, 2004).

D'autre part, il a plusieurs fois été suggéré que la technique TUNEL mettait en évidence
une activité apoptotique. Une équipe (Sakkas et al, 2002) a étudié le taux de gametes
fragmentés par la technique TUNEL ainsi que la présence de marqueurs apoptotiques
tels que Fas, p53 et Bcl-x chez des patients avec des parametres spermatiques normaux
et anormaux. Les auteurs trouvent une proportion de gametes avec un ADN fragmenté
et une expression plus forte de Fas et p53 chez les patients avec une faible numération
spermatique et une tératozoospermie. Cependant, la fragmentation n'est pas toujours
corrélée a l'expression des marqueurs apoptotiques. Les auteurs suggerent la présence
d'au moins deux populations de spermatozoides différentes : une population qui aurait
échappé a la mort cellulaire initiée dans les testicules et une seconde population ayant
eu des perturbations lors du remodelage nucléaire (remplacement des histones par les

protamines) au cours de la spermiogenése.

Mais I'hypothése selon laquelle la technique TUNEL met en évidence une activité
apoptotique reste controversée. Elle permet certainement de détecter des
fragmentations issues d'autres voies telle la voie nécrotique (Muratori et al, 2000;

Aitken et al., 2009).
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V- Exposé des objectifs

Nous avons voulu réaliser une méta-analyse d'études publiées depuis plus d'une trentaine
d'années sur les anomalies chromosomiques constitutionnelles et les microdélétions du

chromosome Y présentes chez des hommes infertiles afin d'en préciser la fréquence.

Les travaux que nous avons menés concernent l'analyse de la ségrégation méiotique,
d'une part, dans les gamétes d'hommes infertiles dont le caryotype est normal et les
parameétres spermatiques anormaux, et d'autre part, chez des porteurs d'anomalies
constitutionnelles de nombre ou de structure (translocations robertsoniennes,
réciproques, réarrangements complexes et inversions péricentriques). Ces analyses sont
effectuées par une technique d'hybridation /n situ fluorescente. Nous voulons aider a la
compréhension de la mécanique méiotique, préciser s'il existe des variations
intraindividuelles des taux de gameétes chromosomiquement déséquilibrés et contribuer
d une évaluation personnalisée des risques encourus par I'éventuelle descendance des

hommes infertiles.

Afin d'avoir la capacité d'analyser tous les patients quels que soient les réarrangements
chromosomiques, nous avons voulu mettre au point une technique de BACs afin de nous
affranchir de la non disponibilité de sondes commerciales adaptées au réarrangement a
étudier. Nous avons étudié la fiabilité de l'utilisation de BACs pour I'étude de la
ségrégation méiotique dans les spermatozoides en comparant ces résultats d ceux

obtenus par I'utilisation de sondes commerciales.

D'autre part, parmi les causes de l'infertilité masculine rapportées, il y a notamment les
microdélétions du chromosome Y. De ce fait, nous avons tenté de mettre au point une
technique de recherche des microdélétions du chromosome Y afin de vérifier la

présence ou non d'une telle anomalie chez des patients infertiles.

De plus, nous avons étudié des prélevements de sang de patients avec des taux trés

importants de tératozoospermie. La littérature rapporte une mutation du géne AURKc
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chez des patients qui présentent une tératozoospermie caractérisée par la présence de
spermatozoides macrocéphales et multiflagellés. Nous avons donc essayé de mettre au
point la recherche de cette mutation au sein du géne AURKc afin de vérifier la séquence

nucléotidique d'intérét des patients ayant ce type de tératozoospermie.

D'un autre cdté, nous nous sommes intéressés a I'étude de l'intégrité de I'ADN des
gametes masculins. Nous avons mis au point, dans le laboratoire, la technique TUNEL.
Par cette technique, nous avons comparé le taux de fragmentation de 'ADN de patients
infertiles a celui d'un groupe témoin (recruté et analysé au laboratoire). En particulier,
nous avons voulu déterminer si le taux de fragmentation est augmenté chez des patients
avec une sévere tératozoospermie. Un autre objectif a été de déterminer si la présence
d'une anomalie de structure a un impact sur le taux de fragmentation de I'ADN
spermatique de ces hommes. De plus, nous avons évalué si les spermatozoides
chromosomiquement déséquilibrés sont plus fragmentés que ceux dont I'équipement

chromosomique est normal ou équilibré.
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Toutes les solutions citées dans ce manuscrit sont détaillées en annexe 2.

I- Spermogramme et spermocytogramme

Les prélevements des patients sont obtenus par masturbation. Une fois le prélévement
récupéré, il est placé a I'étuve a 37°C pour le liquéfier. Le volume de I'éjaculat est
mesuré par la graduation du réceptacle. Le pH est mesuré a l'aide de papier indicateur
de pH. La mobilité est examinée dans I'heure suivant le prélevement puis 4 heures apres.
L'analyse se fait au microscope (objectif x20 ou x40). Deux cents spermatozoides sont
classés selon 3 groupes: progressants, oscillants et immobiles. La numération est
analysée a l'aide d'une cellule de Malassez aprés dilution au 1/10°™ dans du sérum
physiologique et du glutaraldéhyde (VWR, Briare, France) qui immobilise les
spermatozoides. La vitalité de 200 spermatozoides est testée grdce a la méthode de
William. Sur une lame, un volume de sperme est déposé pour un volume d'éosine-nigrosine
(v/v) (Interchim, Montlugon, France). La membrane cellulaire des spermatozoides morts
devient perméable a ce colorant, ils apparaissent donc de couleur rouge. Enfin, la
morphologie de 100 spermatozoides est appréciée (objectif a immersion x100) aprés
coloration d'un frottis par la méthode de May Griinwald-Giemsa (MGG) et d'un autre,
par la coloration de Harris-Schorr (HS) (coloration automatisée a l'aide du Thermo
Scientific Shandon Varistain® 24-4, Thermo Fischer Scientific, Cergy-Pontoise,
France). La technique de coloration au MGG est réalisée en déposant 2 mL de May-
Griinwald sur le frottis de sperme. Apres 4 min, 2 mL deau d'Evian (pH 7,2) sont
ajoutés. Le colorant dilué agit 1 min puis est éliminé. Du Giemsa (dilution au 1/10°™) est
déposé de fagon a recouvrir la lame pendant 5 min. La lame est rincée sous un filet d'eau
courante puis séchée. Le montage est réalisé en déposant 1 goute d'Entellan® (Merck,
Darmstadt, Allemagne) et une lamelle. Les atypies sont détaillées selon la classification
de David (David, 1975). Les deux grandes classes d'anomalies concernent des atypies de

la téte et du flagelle.

En fonction de I'histoire d'infertilité des couples, un caryotype peut €tre réalisé.
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II- Cytogénétique

IT.A- Cytogénétique conventionnelle sur sang

Les cellules sanguines sont mises en culture dans un milieu nutritif en présence de
phytohémagglutinine (substance mitogéne) qui stimule spécifiquement les lymphocytes T.
Vingt-quatre heures avant la fin de la culture, du FUdR (5-fluoro-2'-deoxyuridine) est
ajouté au milieu. Celui-ci est un inhibiteur enzymatique de la thymidylate synthétase.
L'inhibition de la synthese endogéne de thymidine entrdine une inhibition de la synthése
de I'ADN, responsable du blocage des cellules en phase S. Cela correspond a I'étape de
synchronisation. Ce blocage est levé par ajout de thymidine. Les cellules sont ensuite
bloquées en métaphase par de la colchicine qui est un poison du fuseau mitotique. Un
choc hypotonique est ensuite réalisé qui, en gonflant les cellules, permet une bonne
dispersion des chromosomes. Les cellules sont enfin préfixées et fixées afin de

maintenir les structures dans un état le plus proche possible de I'état vivant.

Une fois les préparations chromosomiques obtenues, la technique des bandes RHG
(reverse bands by heating using giemsa) est réalisée permettant de visualiser environ
400 a 550 bandes par lot haploide de chromosomes. Les bandes colorées sont les bandes

R, elles sont riches en 6C (guanine et cytosine) et donc en genes.

1-  Mise en culture et synchronisation

Pour chaque patient, les cultures sont réalisées en flasques en ajoutant 0,5 mL de sang
dans 10 mL de milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute) supplémenté en sérum de
veau feetal décomplémenté, en L-glutamine, en pénicilline et en streptomycine et 80 plL
de phytohémagglutinine. Les flasques sont placées a I'étuve a 37°C avec 5% de CO,,
pendant environ 48h. Ensuite, 400 pL d'uridine 10* M et 100 4L de FudR & 10° M sont
ajoutés dans chaque flasque, les cultures sont replacées a I'étuve a 37°C avec 5% de CO,
pendant 17h. Il est ensuite ajouté 100 pL de thymidine 10 M par flasque. Une remise a

I'¢tuve est effectuée pendant 5h.
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2- Blocage en métaphase

Un quart d'heure avant la fin de la culture, 120 (L de colchicine a 8 mg/L sont ajoutés.

3- Choc hypotonique

Le contenu de chaque flasque est transvasé dans des tubes afin de réaliser une
centrifugation de 8 min a 500 g. Apres élimination du surnageant, les cellules sont
remises en suspension dans 12 mL d'une solution de choc hypotonique. Les tubes sont

placés a 37°C pendant 20 min.

4- Préfixation

Du fixateur (Carnoy) est ajouté dans chaque tube avant une centrifugation identique da la

précédente et I'élimination du surnageant.

5- Fixation

La fixation se fait en remettant le culot cellulaire en suspension dans 12 mL de fixateur,
suit un temps variable de repos d 4°C et une centrifugation de 8 min a 500 g. Cette
étape est réitérée trois fois. Seuls les temps de repos changent (25 min, 20 min et 12h).
Enfin, une 4°™ étape de fixation est pratiquée mais sans temps de repos, puis le culot

est remis en suspension dans un faible volume de fixateur.

6- Etalements

Afin d'obtenir un bon étalement, le culot est remis en suspension dans du fixateur
jusqu'a obtenir une concentration cellulaire adéquate estimée par la turbidité. Quatre
étalements sont réalisés par patient en déposant une goutte de la suspension cellulaire

sur une lame dégraissée.

7- Marquage chromatidien

Aprés séchage, les lames sont placées dans une solution saline (solution de Earle diluée)
a 87°C pendant des temps différents (75 min, 80 min, 85 min et 90 min). La

dénaturation est bloquée par des passages rapides sous I'eau froide. Les préparations
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chromosomiques sont ensuite colorées dans une solution de Giemsa a 2% pendant 7 min

puis rincées a l'eau.

8- Analyse des métaphases

La lecture des lames se fait a l'aide du microscope optique Zeiss-Axiophot® (Zeiss,
Le Pecq, France) qui est couplé a une caméra et un logiciel de classement des
chromosomes (Ikaros, MetaSystems, Altlussheim, Allemagne). Seize & vingt-cing

métaphases sont analysées pour chaque prélévement.

Le caryotype est établi en suivant les recommandations de la nomenclature

internationale (ISCN, 2005).
L'analyse en cytogénétique conventionnelle peut ensuite Etre réalisée.

IT.B- Cytogénétique moléculaire sur sang et sur spermatozoides

Le principe de la FISH repose sur les propriétés d'hybridation de I'ADN selon la
complémentarité entre les bases nucléotidiques. Une fois le matériel chromosomique
étalé sur lames, il est dénaturé avec les sondes avant de procéder a I'étape
d'hybridation. Aprés lavages et contre-coloration de 'ADN du patient, les lames sont

observées au microscope a fluorescence (Figure 25).
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Figure 25 : Principe de la FISH sur sang.

1- Types de sondes d'ADN utilisées

Les sondes nucléiques utilisées pour les investigations en FISH sont des fragments
d'ADN complémentaire de 'ADN chromosomique. Les sondes employées dans nos travaux
sont soit des sondes commercialisées soit des BACs.

1.1- Sondes commercialisées

Les sondes commercialisées sont “prétes a |'emploi”. Elles sont marquées directement

par un fluorochrome. Les fluorochromes utilisés sont la fluorescéine (fluorescence
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verte), la rhodamine (fluorescence rouge) et la coumarine (fluorescence bleue). Seule

une dilution est nécessaire.

Il existe des sondes CEP, spécifiques des régions a-satellites (séquences répétées) d'un
chromosome donné, des sondes LSI, spécifiques d'une région chromosomique de quelques
kilobases et des sondes subtélomériques, spécifiques de I'extrémité du bras court ou du

bras long d'un chromosome donné.

En fonction des anomalies chromosomiques des patients a étudier, l'analyse de la
ségrégation méiotique dans les spermatozoides a nécessité la fabrication de sondes
BACs complémentaires des régions d'intérét, ceci lorsqu'il n'existe pas de sondes

commercialisées adaptées a nos besoins.

1.2-Sondes BACs

Les sondes nucléiques utilisées sont des fragments d'ADN spécifiques d'un segment
d'ADN chromosomique humain, clonés le plus souvent dans des vecteurs plasmidiques.
Ceux-ci permettent d'insérer des ADN de taille variant en moyenne de 100 a 300Kb.
Ainsi la "sonde" est le vecteur recombinant (vecteur et insert). Les sondes que nous
utilisons sont insérées dans des bactéries hdtes Escherichia Coli. Les BACs avec lesquels
nous travaillons contiennent soit le vecteur pBACe3.6, soit pBeloBac. Dans les deux cas,

I'antibiotique de résistance est le chloramphénicol.

Les BACs sont fabriqués en Californie et nous les commandons directement par
internet®. Le choix des différents clones est réalisé d'aprés les points de cassure
impliqués dans le remaniement identifié par cytogénétique conventionnelle. Nous devons
€tre en mesure de distinguer les chromosomes normaux de leurs dérivés. Si le patient
n'a pas d'anomalie chromosomique constitutionnelle, il se fait selon les chromosomes que
nous voulons étudier. Ce choix est déterminant pour analyser la ségrégation méiotique. Il

se fait aprés consultation de divers sites internet®®”’,

4 http://www.chori.org/bacpac, °: http://ensembl.org, ¢: http://sanger.ac.uk,

i http://genome.ucsc.edu/
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2- Préparation des sondes
2.1- Sondes commercialisées

Ces sondes sont a diluer, dans 6 (L final, avec de I'eau distillée et le tampon adapté du

fournisseur (Abbott, Rungis, France).

2.2- Sondes BACs

L'hybridation sur spermatozoides d'un seul BAC spécifique d'un locus, comme cela se fait
sur métaphases ou lymphocytes en interphase, n'est pas satisfaisante. Les
spermatozoides sont des cellules beaucoup plus petites (5x3 pm) que les lymphocytes (7
a 12 ym) et I'ADN est bien plus compacté. L'hybridation d'un seul BAC ne permet pas
d'obtenir un spot fluorescent ni suffisamment intense ni suffisamment grand pour une
analyse aisée et des résultats fiables. Il a donc été nécessaire de mettre au point

l'utilisation de pools de BACs contigus.

+ Pools de BACs

Afin de mettre au point des pools de BACs et de vérifier combien de BACs contigus
peuvent €tre associés pour avoir des signaux suffisants sans pour autant étre diffus,
nous avons testé 8 pools, sur métaphases et spermatozoides, composés de 1, 2, 3, 4, 5,

6,7 et 8 BACs du chromosome 17 (Tableau 2).

Chacun d'entre eux a été validé d'abord sur métaphases. Ensuite, les mises au point ont

été faites en paralléle sur métaphases et sur spermatozoides.

Les tests ont été effectués avec trois marquages différents (spectrum green, red et

aqua).
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BACs utilisés Localisation des sondes (locus / début - fin en pb) Taille des
sondes (pb)
(1) RP11-118F13 17q24.3 / 65653752-65814013 160 261
(2) RP11-467K17 17q24.3 / 65852468-66031934 179 467
(3) RP11-1058623 17q24.3 / 66082371-66272804 190 433
(4) RP11-238F2 17q24.3 / 66270805-66332110 61305
(5) RP11-1003J3 17q24.3 / 66328112-66530874 202 762
(6) RP11-42005 17q24.3 / 66528875-66592885 64 010
(7) RP11-879D6 17q924.3 / 66590893-66773165 182 272
(8) RP11-261A13 17q24.3 / 66711133-66856750 145 617
Tableau 2 : BACs du chromosome 17, localisation et taille des sondes.
Les associations de BACs testées sont celles indiquées dans le tableau 3.
, Taille de la région hybridée Taille de la zone
BACs poolés (Kg) ! couverte (Kb)
1 160 160
1/2 340 378
1/2/3 530 619
1/2/3/4 598 678
1/2/3/4/5 797 877
1/2/3/4/5/6 859 939
1/2/3/4/5/6/7 1039 1119
1/2/3/4/5/6/7/8 1123 1203

Tableau 3 : BACs du chromosome 17 poolés, taille de la région hybridée et étendue de la zone

couverte.

Les pools de BACs s'hybrident sur une région de 160 Kb a 1123 Kb. Les BACs choisis
sont proches mais pas toujours contigus et |'espace entre deux BACs peut €tre plus ou
moins important. Cela explique que la taille de la zone couverte par un pool de BACs
puisse différer quelque peu de la taille de la zone hybridée. Avec les 8 pools différents

testés, la taille de la zone couverte va de 160 Kb a 1203 Kb (Tableau 3).

+ Mise en culture

Chaque clone est mis en pré-culture dans 2 mL de milieu Luria Bertani (milieu LB), en
présence de l'antibiotique de sélection (20 mg/mL de chloramphénicol), a 37°C pendant
une nuit. Le lendemain, 30 L de la suspension bactérienne (diluée au 100%™) sont étalés
sur milieu solide LB-Agar/chloramphénicol. Aprés une nuit a 37°C, une colonie

individualisée est prélevée et sert d'inoculum pour une culture dans du milieu liquide
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LB/chloramphénicol. Aprés une nuit & 37°C sous agitation, nous réalisons une extraction

au phénol-chloroforme.

+ Extraction de I'ADN

L'extraction de la sonde se fait par lyse bactérienne en utilisant une solution a base de
NaOH concentré. Les culots bactériens sont mis en suspension dans 0,8 mL de GTE 1X
lysozyme (glucose tris EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid), mélangés par vortex et
incubés 15 minutes dans la glace. Le glucose permet de maintenir une bonne osmolarité,
'EDTA chélate les ions divalents, le Tris stabilise le pH a 8,0 et le lysosyme dégrade les
constituants de la paroi bactérienne. Puis 1,6 mL de SDS 1% (sodium dodecylsulfate) /
NaOH 0,2 N sont ajoutés aux suspensions bactériennes. Le SDS dénature les protéines
en créant des bréches dans le systeme membranaire des bactéries et le NaOH dénature
les acides nucléiques. Aprés avoir laissé 5 minutes dans la glace, 1,2 mL d'acétate de
potassium 3 M sont ajoutés. Il participe a la lyse cellulaire. Le potassium précipite le
SDS ainsi que les protéines et les lipides tandis que 'ADN et I'ARN restent en solution
aqueuse. Apres 15 minutes dans la glace, la suspension est centrifugée 25 minutes a 4°C
et a 2800g. Le filtrat est récupéré et 1,8 mL d'isopropanol (précipite les acides
nucléiques) sont ajoutés. Aprés 20 minutes dans la glace, une centrifugation de 15

minutes a 4°C, a 2 800 g est réalisée.

Le culot est remis en suspension avec 0,5 mL de TE 1X (Tris HCl + EDTA). LEDTA est un
détergent qui détruit les cellules. Il permet la dissociation des membranes et chélate
les ions divalents nécessaires au fonctionnement des nucléases. Le tris HCl permet

d'avoir un pH basique (% 8).

Les ARN sont précipités avec 0,5 mL de LiCl 5M (chlorure de lithium). Apres agitation
par vortex, les tubes Falcon® sont déposés 15 minutes dans la glace puis centrifugés 15

minutes a 4°C, a 2 800 g.
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Le surnageant est récupéré, 3 mL d'éthanol absolu sont ajoutés dans le but de précipiter
I'ADN. Apres 35 minutes a -80°C et une centrifugation de 25 minutes a 4°C, a 2 800 g,

le surnageant est éliminé.

Le culot est repris dans 300 (L de TE 1X et 7 L de RNases a 10 mg/mL sont ajoutés
pour éliminer les ARN ayant subsisté jusque la. Aprés incubation d'une heure a 37°C,
10 mL de protéinase K a 10 mg/mL sont ajoutés pour digérer les protéines. Puis, les

tubes sont incubés une nuit a 37°C.

Afin de purifier I'ADN extrait, 400 (L de phénol/chloroforme sont ajoutés. Le phénol
est un déprotéinisant puissant et le chloroforme permet dextraire le phénol.
L'extraction se poursuit par une centrifugation de 10 minutes a température ambiante a
13 000 g. Une phase supérieure aqueuse contenant I'ADN et une phase inférieure (phase
chloroformique) sont obtenues. Aprés avoir récupéré la phase supérieure, 100 pL
d'acétate d'ammonium a 7,5 M sont ajoutés puis 600 L d'éthanol absolu pour précipiter

I'ADN.

Une phase de repos de 30 minutes a -80°C ainsi qu'une centrifugation de 15 minutes a
13000 g a température ambiante sont ensuite nécessaires. Une fois le surnageant
¢liminé, 500 pL d'éthanol & 70° sont déposés sans remise en suspension du culot. Le
lavage se poursuit par une centrifugation de 10 minutes a 13000 g d température

ambiante suivie de I'élimination du surnageant.

Le culot sec est repris par 50 a 100 4L de TE 1X selon la taille puis remis en suspension.

Le TE 1X contient de 'EDTA pour inactiver les DNases Mg-dépendantes.

L'évaluation de la concentration en ADN extrait et le degré de pureté sont établis par
mesure de la densité optique (DO) par spectrométrie UV a 260 nm (absorption des
acides nucléiques) et a 280 nm (absorption des protéines). Le rapport DO260/D0O280
permet d'estimer le degré de contamination protéique, sa valeur doit €tre comprise

entre 1,8 et 2 pour une préparation de pureté satisfaisante.

Une fois I'ADN récupéré, il doit €tre marqué par des fluorochromes. Le marquage se fait

par nick-translation.
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+ Marquage par Nick-Translation

Ce marquage s'effectue sur le vecteur plasmidique contenant |'insert, par cassures
aléatoires simple brin de I'ADN par la DNAse I, dégradation au niveau de ces cassures
(activité exonucléase 5'-3") et repolymérisation (activité polymérase 5'-3') de fragments
d'ADN par la DNA polymérase I, au niveau de ces cassures avec incorporation de bases
nucléotidiques dont I'une couplée a un fluorochrome. Les sondes sont ainsi marquées
directement par un fluorochrome (spectrum green ou spectrum orange ou spectrum
aqua). Les marquages dont la fluorescence émet dans le vert et le rouge sont réalisés a
I'aide d'un Kit Abbott et le marquage dont la fluorescence émet dans le bleu s'est faite
a l'aide du kit Atto425 Nick Translation (Jena Bioscience commercialisé par Euromedex,
Mundolsheim, France). Un mélange de 1,25 yg d'ADN, 1,3 uL de dUTP (nucléotides
couplés a un fluorochrome) a 0,2 mmol, 2,5 L de dTTP a 0,1 mmol, 5 pL de dNTP a
0,1 mmol, 2,5 pL de tampon 10X, 5 (L d'enzymes et le volume d'eau distillée nécessaire
pour un volume final de 25 pL est laissé une nuit a 15°C. La réaction est bloquée le
lendemain par un bain a 70°C pendant 10 minutes suivi d'une étape de 10 minutes dans la

glace.

Avant de pouvoir hybrider les sondes sur I'ADN contenu dans les spermatozoides, une

étape de précipitation est nécessaire afin de concentrer les sondes a utiliser.

+ Précipitation des sondes

Les étapes de précipitation étaient toujours réalisées BAC par BAC. Mais comme il est
nécessaire d'associer plusieurs BACs contigus pour une hybridation sur spermatozoides,
I'étape de précipitation a été adaptée afin de précipiter plusieurs BACs en une seule

réaction.

Cing microlitres de chaque BAC préalablement marqué sont mis dans un tube avec 1 L
d'ADN cot 1 (1 mg/mL) (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) (sature les séquences
répétées de I'ADN afin de limiter les hybridations non spécifiques), 4 (L d'eau distillée,

15 1L d'acétate de sodium 3M (agent aidant a la précipitation) et 35 pL d'éthanol a 100°.
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L'ensemble est mélangé par léger vortex avant d'étre laissé 20 minutes dans la glace.
Apres centrifugation de 40 minutes a 16 000 g, a 4°C et élimination du surnageant, le
culot est repris par 1 L d'eau distillée et 4 L de tampon LSI (Abbott). Il contient la

sonde, constituée du pool de BACs, préte a I'emploi.

3- Hybridation /n situ fluorescente (FISH)
3.1-Sur sang
+ Pré-traitement des cellules des patients et hybridation

Le matériel biologique subit une étape de pré-traitement afin de perméabiliser les
membranes cellulaires pour faciliter I'entrée des sondes nucléiques et d'éliminer les
débris pouvant créer un bruit de fond en fixant de maniére aspécifique les sondes

fluorescentes.

Ainsi, les étalements sont plongés dans une solution de SSC (sodium saline
citrate) 2X/0,4%NP40 pendant 30 minutes & 37°C. Les échantillons sont de nouveau
déshydratés dans des bains d'éthanol de titre croissant (70°, 90°, 100°) puis séchés a

I'air libre.

Pour chacun des échantillons, nous réalisons une dénaturation simultanée de |I'ADN cible
et des sondes nucléiques. Cette co-dénaturation s'effectue dans un appareil automatique

d'hybridation, 'HYBrite® (Abbott).

Pour chaque étalement, les lames sont placées sur 'HYBrite®. Les sondes sont déposées,
a 45°C, sur la préparation avant d'étre recouvertes d'une lamelle de 22x22 mm (Menzel-
Gldser, Braunschweig, Allemagne). Celle-ci est scellée avec du rubber cement® (Starkey
Chemiccal Process, Lagrange, IL). La co-dénaturation s'effectue a une température de
70°C pendant 1 minute puis I'hybridation se fait pendant 1 nuit @ 37°C dans une chambre

humide.
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+ Lavages post-hybridation

Apres I'étape d'hybridation proprement dite, les prélevements sont plongés dans une
solution de SSC 0,4X/0,37%NP40 pendant 40 secondes a 72°C puis dans une solution de
SSC 2X/0,1%NP40 a température ambiante pendant 15 secondes. Les lames sont ensuite

séchées a l'air libre.

Toutes ces étapes sont réalisées a I'abri de la lumiére.

4+ Contre-coloration de 'ADN

Les lames sont ensuite montées avec un intercalant de I'ADN, le DAPI (1,5 pg/mL)
(Vectashield® Mountig Medium for fluorescence with DAPI, Vector Laboratories,

Burlingame, CA). Excitable dans les UV, il émet dans le bleu.

+ Analyse au microscope a fluorescence et interprétation

L'analyse des signaux fluorescents s'effectue au microscope Zeiss-axioplan (Zeiss).
Différents filtres sont nécessaires pour la lecture des lames. Le microscope est relié a
une caméra de haute sensibilité. Les images sont capturées a l'aide d'un logiciel
informatique (ISIS : In Situ Imaging System de MetaSystems, Altlussheim, Allemagne)

permettant l'analyse des signaux.

Pour chaque lame hybridée, environ 10 métaphases sont analysées afin de vérifier la
bonne localisation des sondes, leur spécificité (absence de cross-hybridation) et de

déceler un éventuel polymorphisme.

3.2-Sur sperme

Le sperme est lavé deux fois par ajout de PBS (phosphate buffered saline) 1X suivi
d'une centrifugation a 600 g pendant 5 minutes. Apres élimination du surnageant, les
cellules sont remises en suspension, puis étalées sur des lames séches et dégraissées.

Aprés séchage a l'air libre, les lames sont plongées dans une solution de Carnoy
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(méthanol : acide acétique 3 vol : 1 vol) pendant une nuit pour permettre la fixation des

cellules.

+ Etape de décondensation

Les noyaux des spermatozoides, caractérisés par une condensation importante du
matériel nucléaire, subissent une premiere étape de décondensation de la chromatine.
Les lames sont plongées dans une solution de NaOH IN, a température ambiante,
pendant une durée de 3 minutes environ. Les lames sont ensuite mises dans une solution
de SSC 2X, a température ambiante, pendant 10 minutes avant d'étre déshydratées
dans des solutions de titre croissant d'éthanol (70°, 90°, 100°). Enfin, elles sont séchées
d l'air libre. Les lames sont alors observées au microscope en contraste de phase. Une
décondensation convenable, pour permettre une hybridation /n situ, est évaluée par la
taille des tétes de spermatozoides : celle-ci doit &tre égale a environ 2 fois la taille

initiale.

Ensuite le matériel spermatique subit les mémes étapes que celles indiquées en

cytogénétique moléculaire sur sang.

+ Analyse au microscopique a fluorescence et interprétation

L'analyse des signaux fluorescents s'effectue au microscope Zeiss-axioplan (Zeiss) avec

les filtres adéquats.

Pour toutes les études, plus de 1000 spermatozoides, si possible, sont analysés en
utilisant des critéres stricts de sélection. Le spermatozoide doit tre une cellule isolée
avec un contour bien défini et présenter un flagelle. Les signaux seront comptabilisés
s'ils sont de méme intensité et s'il existe un espace correspondant au diamétre d'un

signal entre deux signaux.
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IT.C- Validations des BACs

1-  Pools de BACs sur spermatozoides

L'analyse au microscope a fluorescence des lames de spermatozoides a montré que les
hybridations des pools 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 8 marqués par des fluorochromes vert, rouge
et bleu ont toutes fonctionné. L'analyse des pools de BACs, marqués en vert et en rouge,
a montré qu'une taille de 340 Kb, est nécessaire et suffisante pour une analyse correcte
des noyaux. Il n'y a pas de bruit de fond et les signaux ne sont pas diffus méme avec le
pool de 8 BACs. Quant a la taille du pool de BACs contigus, marqués en bleu, nécessaire
et suffisante pour que le signal soit visible au microscope, elle est de 530 Kb. En dega,

I'intensité et la taille des spots sont insuffisantes pour une analyse confortable.

En revanche, la taille des signaux n'est pas fondamentalement différente selon les pools
quelque soit le fluorochrome utilisé, c'est surtout lintensité des signaux qui est

améliorée. Le taux moyen d'hybridation est de 97,7% en vert, rouge et bleu.

Enfin, nous avons hybridé 3 pools de BACs marqués par 3 fluorochromes différents afin
de vérifier qu'il est tout a fait possible d’hybrider les spermatozoides a la fois par des

BACs marqués en vert, en rouge et en bleu.

2- Pools de BACs versus sondes commerciales

Afin de valider I'utilisation de nos pools de BACs, nous avons analysé les ségrégations
méiotiques de 6 patients porteurs d'anomalies chromosomiques de structure avec des
sondes commerciales puis avec des pools de BACs. La FISH est réalisée sur le méme
¢jaculat pour chaque patient. Les patients étudiés et les pools de BACs utilisés sont
indiqués dans le tableau 4. La comparaison des profils de ségrégation méiotique obtenus
par les sondes commerciales a ceux obtenus par les sondes BACs a été effectuée grace

au test statistique Chi’ & l'aide du logiciel SPSS 15.0 (SPSS Inc., Paris, France).
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Formule caryotypique

Pools de BACs

5p15.2 (Vert)

5q31.2 (Rouge)

9q12 (Aqua)

P1: 46 XY,inv(5)(p12q12)

RP11-598A20
RP11-242C17
RP11-412H2
RP11-639D9

RP11-264B21
RP11-1149H12
RP11-461014
RP11-696D22
RP11-649P24

RP11-1127T17
RP11-759E5
RP11-59T10
RP11-120E5

8p23.3 (Vert)

8q24.3 (Rouge)

9q12 (Aqua)

P2 : 46 XY,inv(8)(p12921)

P3:46,XY.,inv(8)(p23q24)

RP11-43A14
RP11-105F11
RP11-52B23
RP11-115H22

RP11-890K16
RP11-265N12
RP11-435A16
RP11-9108B18

RP11-1127117
RP11-759E5
RP11-59T10
RP11-120E5

14q32.2 (Vert)

18q11.1 (Aqua)

18q21.2 (Rouge)

P4 :

45 XY -14 der(18)t(14;18)(q11;p11.3)

RP11-915D17
RP11-1140P17
RP11-242A7
RP11-57E12
RP11-464J3

RP11-96C18
RP11-103502
RP11-746M23
RP11-311F3

RP11-1072K4
RP11-111P8
RP11-1073H21
RP11-241J19

13q14.12 (Vert)

14932.2 (Rouge)

P5 : 45 XY rob(13;14)(q10;q10)

P6 : 45 XY ,rob(13;14)(q10:q10)

RP11-789H24
RP11-30F20
RP11-62409
RP11-61H13

RP11-915D17
RP11-1140P17
RP11-242A7
RP11-57E12
RP11-464J3

Tableau 4:

Pools de BACs utilisés afin d'étudier

la ségrégation méiotique dans les

spermatozoides de 6 patients porteurs d'anomalies chromosomiques de structure.

Les résultats de l'analyse de la ségrégation méiotique par des sondes commerciales et
par des sondes BACs sont indiqués ci-dessous (Tableaux 5 et 6). Les profils de

ségrégation méiotique apparaissent identiques, le ratio de spermatozoides normaux par

rapport aux anormaux ne différe pas (p>0,05).
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P1
46 XY ,inv(5)(p12q12)

Sondes
commerciales

Sondes BACs

Combinaisons

P Nombre de Nombre de
fluorescentes (équipement . o . °
. spermatozoides (%) | spermatozoides (%)
chromosomique)
VRA (haploide) 2594 (97 A1) 2035 (98,21)
VWA (dup(p)/del(q)) 0(0) 0(0)
RRA__ (dup(q)/del(p)) 0(0) 0(0)
VVRRAA (diploide) 33 (1,24) 15 (0,72)
VVRRA  (disomie 5) 24 (0,90) 5 (0,24)
VRAA (disomie 9) 0 (0) 0 (0)
Autres 12 (0,45) 17 (0,83)
Total 2663 (100) 2072 (100)
P2 Sondes

46 ,XY.,inv(8)(p12¢21)

commerciales

Sondes BACs

Combinaisons
fluorescentes (équipement
chromosomique)

Nombre de
spermatozoides (%)

Nombre de
spermatozoides (%)

VRA (haploide) 3300 (97,00) 2469 (97 13)
VVA (dup(p)/del(q)) 34 (1,00) 17 (0,67)
RRA (dup(q)/del(p)) 15 (0,44) 19 (0,75)
RRVVAA (diploide) 11 (0,32) 9 (0,35)
VVRRA  (disomie 8) 5(0,15) 0 (0)
VRAA (disomie 9) 4(0,12) 7 (0,27)
Autres 33 (0,97) 21(0,83)
Total 3402 (100) 2542 (100)
P3 Sondes
46 XY.,inv(8)(p23q24) commerciales Sondes BACs
Combmau.j:on.s Nombre de Nombre de
fluorescentes (équipement . o . o
) spermatozoides (%) | spermatozoides (%)
chromosomique)

VRA (haploide) 1248 (61,03) 907 (60,43)
VVA (dup(p)/del(q)) 409 (20,00) 289 (19,25)
RRA (dup(q)/del(p)) 362 (17,70) 287 (19,12)
RRVVAA (diploide) 14 (0,68) 11 (0,73)
VVRRA  (disomie 8) 0 (0) 0 (0)
VRAA (disomie 9) 2 (0,10) 0 (0)
Autres 10 (0,49) 7 (0,47)
Total 2045 (100) 1501 (100)

Tableau 5 : Résultats de I'analyse de la ségrégation méiotique dans les gamétes des patients P1
a P3 porteurs d'une inversion péricentrique, a l'aide de sondes commerciales et de sondes

BACs.
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P4

45 XY 14 der(18)t(14:18)(q11:p11.3)

Sondes
commerciales

Sondes BACs

Combinaisons

. Nombre de Nombre de
fluorescentes (équipement . ° y °
) spermatozoides (%) | spermatozoides (%)
chromosomique)
VRA (Alterne) 131 (90,97) 55 (87,30)
VRRAA  (Adjacent) 1(0,70) 0 (0)
v (Adjacent) 4 (2,78) 1(1,60)
VVRA (Adjacent) 3(2,08) 2 (3,17)
RA (Adjacent) 2 (1,39) 3(4,76)
VVRRAA (3:0 ou diploide) 0 (0) 0 (0)
Autres 3(2,08) 2 (3.17)
Total 144 (100) 63 (100)
P5 Sondes

45 XY rob(13;14)(q10:q10)

commerciales

Sondes BACs

Combinaisons

L Nombre de Nombre de
fluorescentes (équipement . 0 .. 0
) spermatozoides (%) | spermatozoides (%)
chromosomique)
VR (Alterne) 1600 (91,22) 482 (92,16)
VRR (Adjacent) 32 (1,82) 9(1,72)
VVR (Adjacent) 25 (1,43) 10 (1,91)
R (Adjacent) 49 (2,79) 8 (1,53)
v (Adjacent) 29 (1,65) 12 (2,30)
VVRR (3:0 ou diploide) 14 (0,80) 2 (0,38)
Autres 5(0,29) 0 (0)
Total 1754 (100) 523 (100)
P6 Sondes

45 XY rob(13;14)(q10:q10)

commerciales

Sondes BACs

Combinaisons

, Nombre de Nombre de
fluorescentes (équipement . ° . °
) spermatozoides (%) | spermatozoides (%)
chromosomique)
VR (Alterne) 1600 (86,67) 892 (88,76)
VRR (Adjacent) 52 (2,82) 36 (3,58)
VVR (Adjacent) 60 (3,25) 29 (2,88)
R (Adjacent) 66 (3,57) 21(2,09)
v (Adjacent) 57 (3,09) 26 (2,59)
VVRR (3:0 ou diploide) 7 (0,38) 1(0,10)
Total 1846 (100) 1005 (100)

Tableau 6 : Résultats de l'analyse de la ségrégation méiotique dans les gamétes d'un patient
45,XY ,-14,der(18)t(14:18)(q11;p11.3) et de deux patients P5 et P6 porteurs d'une translocation

robertsonienne, a l'aide de sondes commerciales et de sondes BACs.
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III- Géneétique

ITI.A- Microdélétions du chromosome Y

Nous avons mis au point une technique de recherche des microdélétions du chromosome
Y afin de lutiliser chez des patients infertiles ayant de trés faibles numérations
spermatiques. L'ADN des patients est extrait a partir de sang ou a partir de cellules

buccales. La recherche de microdélétions se fait ensuite grdace a des PCR multiplex.

1- Extraction de 'ADN a partir de sang et de cellules buccales
1.1- Sang

La mise au point de la recherche de microdélétions du chromosome Y a d'abord été
effectué sur de I'ADN extrait a partir de prélevements sanguins. Nous avons extrait
I'ADN a partir de 3 femmes (T1, T4, T5) et de 2 hommes (T2, T3). Pour tous ces
témoins, le sang a été prélevé sur héparine-lithium. En revanche, pour T3, nous avons pu
obtenir également un prélevement sanguin sur EDTA. Les couples d"amorces ont été
testées sur les deux prélevements de T3 afin de s'assurer que I'anticoagulant n‘avait pas

d'impact négatif sur le déroulement des PCR multiplex.

L'extraction d'ADN a partir de sang a été réalisée selon les recommandations données
avec le kit QTAamp® DNA Mini Kit (QTAGEN, Courtaboeuf, France). Pour récupérer la
fraction leucocytaire (ou " buffy coat "), les tubes de sang sont centrifugés pendant 10
minutes @ 2500 g a température ambiante. Les leucocytes sont placés dans un tube
Eppendorf® dans lequel sont ajoutés 30 1L de protéinase K, 200 (L de buffy coat ainsi
que 180 pL de tampon AL. Le tout est homogénéisé puis incubé a 56°C pendant 30
minutes. Apres ajout de 200 pL d'éthanol absolu, le mélange est transféré dans une
colonne puis centrifugé 1 minute a vitesse maximum. Le filtrat est éliminé, 500 (L de
tampon Awl sont ajoutés puis une nhouvelle centrifugation de 1minute a vitesse
maximum est réalisée. Le filtrat est a nouveau éliminé, apres addition de 500 pL de
tampon Aw2, une centrifugation est effectuée a vitesse maximum pendant 3 minutes. Le
filtrat est & nouveau éliminé et la méme centrifugation de 3 minutes est renouvelée,

suivie de ['‘élimination du filtrat. Dans chaque colonne, 200 pL de tampon d'élution AE
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sont alors déposés. Apres incubation a température ambiante pendant 5 minutes, les
colonnes sont centrifugées a 6 000 g pendant 1 minute. L'éluant contenant I'ADN est

conservé et quantifié.

Les quantifications d'ADN sont réalisées sur un Nanophotométre (Eurolabo, Paris,

France).

Parmi tous les témoins testés, la concentration d'ADN récupéré était comprise entre 11
et 171 ng/pL par volume final de 200 (L. La quantité d'ADN récupéré a partir d'un tube
de sang est comprise entre 9,23 yg et 41,68 ug.

1.2- Cellules buccales

Nous avons également mis au point une extraction dADN a partir de cytobrosses. En
effet, ce mode de préléevement (récupération de cellules buccales) est rapide, non
invasif et donc bien accepté par la plupart des patients. Pour chaque patient, les
prélevements sont réalisés sur deux cytobrosses. L'ADN est extrait a partir de
cytobrosses du témoin T2 et de 4 patients (P5, P6, P7 et P8). Plusieurs techniques ont

été testées afin d'obtenir un maximum d'ADN de bonne qualité.

Aprés avoir testé plusieurs techniques, nous avons choisi d'extraire 'ADN a l'aide du kit
NucleoSpin® de Macherey-Nagel® (Hoerdt, France). Chaque cytobrosse est déposée
dans un cryotube de 2 mL ol sont ajoutés 600 pL de tampon de lyse T1, 25 L de
protéinase K a environ 22 mg/mL et 600 pL de tampon de lyse B3. Aprés mélange, le
tout est incubé a 70°C pendant 10 minutes puis centrifugé 5 minutes a 14 000 g.
L'écouvillon est alors retiré et 600 pL d'éthanol absolu sont ajoutés. Aprés mélange,
600 L de la solution sont déposés dans une colonne, le tout est centrifugé 1 minute a
11000 g et le filtrat est éliminé. Ceci est répété autant de fois que nécessaire jusqu'a
épuisement de la solution. Dans chaque colonne sont ajoutés 500 (L de tampon de lavage
BW avant une centrifugation de 1 minute a 11 000 g. Le filtrat est jeté, une nouvelle
centrifugation est faite et 600 pL d'un second tampon de lavage B5 sont ajoutés sur
chaque colonne. Aprés une centrifugation de 1 minute a 11 000 g et rejet du filtrat, une

nouvelle centrifugation est réalisée pour éliminer les résidus d'éthanol. Chaque colonne
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est déposée dans un tube Eppendorf® et 50 pL de tampon BE préalablement chauffé a
70°C sont élués par une centrifugation de 1 minute a 11 000 g, aprés une incubation de
5 minutes a température ambiante. Cette opération est renouvelée afin d'obtenir un

volume final de 100 L.

La concentration d'ADN extrait est comprise entre 15 ng/uL et 65 ng/uL dans un
volume final de 100 yl soit une quantité d'ADN comprise entre 1,5 ug et 6,5 ug par

cytobrosse.

2- Polymerase Chain Reaction (PCR) multiplex
1.1- Sur témoins

Le principe de la PCR, mise en place par Mullis (Mullis et al,, 1986), consiste a multiplier
le nombre de copies d'une (PCR simple) ou plusieurs (PCR multiplex) séquence(s) cible(s)
d'ADN a I'aide d'amorces oligonucléotidiques et d'une ADN polymerase. Chaque cycle de
PCR est constitué d'une étape de dénaturation, d'hybridation des amorces et d'une
étape de polymérisation. A chaque cycle de PCR, le nombre de séquence(s) cible(s) est
doublé, ainsi, en théorie, a partir d'un nombre de cycles de PCR n, le hombre de copies

obtenues est de 2".
Tous les mélanges ont été mis au point sur témoins (hommes et femmes).

1.2- Sur patients

Une recherche de microdélétions en aveugle a été faite ensuite sur I'ADN
préalablement extrait de 4 patients (P1, P2, P3 et P4), fourni par Le Dr Aknin (Service
de Biologie de la Reproduction, St-Etienne, France) afin de valider la technique. Chacun
de ces patients avait une microdélétion connue, préalablement identifiée par le Dr

Aknin.

De plus, une recherche de microdélétions a été par la suite réalisée chez 4 autres
patients (P5, P6, P7 et P8) a partir de cellules buccales prélevées par le Dr Amice
(Service de Biologie de la Reproduction, Brest, France). Pour ceux-ci, la présence ou hon

d'une microdélétion nous était inconnue.
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1.3- Mises au point

Afin de mettre en évidence des microdélétions du chromosome Y, nous utilisons des
marqueurs, des STS, qui sont des séquences spécifiques situées le long du chromosome
Y. Celles-ci sont amplifiées par une réaction de polymérisation en chdine en utilisant des
amorces spécifiques des régions a étudier. Une fois l'amplification effectuée, les
produits de PCR migrent, par électrophorese, sur gel d'agarose. En cas de microdélétion,
le produit d'amplification correspondant a la région microdélétée sera absent du gel de
migration. Pour valider cette technique, il est nécessaire d'utiliser un contréle interne
comme SRY (Ypl11.3), généralement présent chez un homme de morphotype masculin. Le
choix des STS se fait principalement en fonction des recommandations de |'European
Academy of Andrology (EAA) (Simoni et al, 2004). Celles-ci indiquent qu'un minimum de
6 STS doivent étre analysés pour permettre le diagnostic de plus de 90% des
microdélétions des régions AZFa, b et c. Toutes les séquences des amorces utilisées

sont indiquées dans le tableau 7 (Eurogentec®, Angers, France).
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STS Séquences d'amorces sens Séquences d'amorces antisens
SRY GAATATTCCCGCTCTCCGGA GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
ZFY ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT
sY82 ATCCTGCCCTTCTGAATCTC CAGTGTCCACTGATGGATGA
sY83 CTTGAATCAAAGAAGGCCCT CAATTTGGTTTGGCTGACAT
sY84 AGA AGGGTCTGAAAGCAGGT GCCTACTACCTGGAGGCTTC
sY86 GTGACACACAGACTATGCTTC ACACACAGAGGGACAACCCT
sY87 TCTGTTGCTTGAAAAGAGGG ACTGCAGGAAGAATCAGCTG
sY88 TTGTAATCCAAATACATGGGC CACCCAGCCATTTGTTTTAC
sY95 TCCTACAGATGTCCAAAGTGC GATGAGTGACCCCAGAATTG
sY117 GTTGGTTCCATGCTCCATAC CAGGGAGAGAGCCTTTTACC
sY127 GGCTCACAAACGAAAAGAAA CTGCAGGCAGTAATAAGGGA
sY134 GTCTGCCTCACCATAAAACG ACCACTGCCAAAACTTTCAA
sY135 CATTTCCACATTATGATAATTATGC ACCCAGAGAGTAGAAACAGTGC
sY142 AGCTTCTATTCGAGGGCTTC CTCTCTGCAATCCCTGACAT
sY143 GCAGGATGAGAAGCAGGTAG CCGTGTGCTGGAGACTAATC
sY152 AAGACAGTCTGCCATGTTTCA ACAGGAGGGTACTTAGCAGT
sY157 CTTAGGAAAAAGTGAAGCCG CCTGCTGTCAGCAAGATACA
sY158 CTCAGAAGTCCTCCTAATAGTTCC ACAGTGGTTTGTAGCGGGTA
sY254 GGGTGTTACCAGAAGGCAAA GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
sY255 GTTACAGGATTCGGCGTGAT CTCGTCATGTGCAGCCAC
sY1015 ACGGTCACTATGCAAGGAAA GCTTGACCATACCGTTGAGG
sY1125 GTGGGGGTTTCACATTATGG GGTCACAGACTCACATTTAAGCA
sY1192 ACTACCATTTCTGGAAGCCG CTCCCTTGGTTCATGCCATT
sY1197 TCATTTGTGTCCTTCTCTTGGA CTAAGCCAGGAACTTGCCAC

Tableau 7 : Séquences des amorces utilisées pour la recherche de microdélétions du chromosome

Y.

Afin de limiter le nombre de réactions de PCR, nous avons réalisé des PCR multiplex (a 2

ou 4 couples d'amorces) (Tableau 8).

Mélange | Mélange | Mélange | Mélange | Mélange | Mélange | Mélange | Mélange | Mélange | Mélange
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SRY ZEy sY135 sY82 sY83 sY95 sY157 sY143 sY1015 sY1197
AZFb AZFa AZFa AZFa AZFc AZFb AZFb AZFb
sY84 sY254 sY88 sY152 sY142 sY1192 sY158 sY117 sY87 sY1125
AZFa AZFc AZFa AZFc AZFb AZFc AZFc AZFb AZFa AZFc
sY134 sY86
AZFb AZFa
sY255 sY127
AZFc AZFb

Tableau 8 : Association des STS utilisés et loci

du chromosome Y.

concernés pour la recherche de microdélétions
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Pour tous les patients, les mélanges 1 et 2 sont tout d'abord utilisés. S'il manque les
bandes correspondant a AZFa, alors les mélanges 3, 4, 5, 6 et 9 sont effectués en plus.
S'il manque les bandes correspondant a AZFb, alors les mélanges 3, 5, 8, 9 et 10 sont
également effectués. S'il manque les bandes correspondant a AZFc, alors les mélanges

4, 6,7 et 10 sont aussi réalisés.

Les conditions retenues pour préparer les mélanges de PCR sont décrites dans le

tableau 9.

Conditions pour les
mélanges 1 et 2

Conditions pour les
mélanges 3 a 10

Volume/tube 25 1L

Volume/tube 25 (L

Eau distillée (uL)

25-(13,38 + vol ADN)

25-(8,13 + vol ADN)

Tampon 10X (QIAGEN) (L) 25 25
dNTP (10 mM) (pL) 05 05
(Invitrogen)

Mg® 25 mM (L) (QTAGEN) 0,25 0
Amorce sens 10 yM (L) 1,25 x 4 125 x 2
Amorce antisens 10 uM (ulL) 125 x4 1,25 x 2
Hotstart 5u/pl (L)

(QTAGEN) 0,13 0,13
ADN (pL) Volume pour 62,5 ng | Volume pour 62,5 ng

Tableau 9 : Conditions de PCR pour I'amplification de STS du chromosome Y.

Parmi les 10 mélanges, 6 sont incubés a 58°C lors de I'étape d'hybridation et 4 a 56°C.
Les conditions retenues pour les cycles de PCR (T3000 Thermocycler, Biometra,

Goettingen, Allemagne) sont indiquées dans le tableau 10.

Température (°C) Etape Durée Nombre de cycles
95 Activation Taq 15 min
94 Dénaturation 30 sec
56 pour les mélanges 3 a 6 I
58 pourples mélanges ? 2et7al0 Hybridation 45 sec 35
72 Elongation 1 min 30
72 Extension finale 5 min

Tableau 10 : Programmes de PCR utilisés pour 'amplification de STS du chromosome Y.
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La migration des produits de PCR se fait sur des gels d'agarose (Eurobio, Les Ulis,
France) a 2% avec 0,005% de bromure d'éthidium (bet) (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France). Dans chaque puits, 2 pL de tampon de charge 6X (0,25% de bromophénol blue,
0,25% de xylene cyanol, 15% de Ficoll, H,0 distillée) sont déposés avec 9 L de produit
de PCR. Un marqueur de taille (SmartLadder®, Eurogentec) est utilisé a raison de 5 pL
par puits. Les produits de PCR migrent environ 40 minutes a 150 V. La présence des
bandes est ensuite vérifiée a l'aide d'un systeme d'imagerie d trés haute résolution
Infinity® (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France). Ce systéme comprend une
chambre noire, une table a UV et une caméra ultra haute sensibilité, reliée a un
ordinateur et le logiciel dacquisition Infinity-Capt v12.9 (Vilbert-Lourmat, Torcy,

France).

3- Validation de la technique sur témoins

L'analyse des bandes apres migration des produits de PCR pour les mélanges 1 et 2
montre les 8 bandes attendues pour les témoins masculins (Photo 1). Aucune différence
n'est visible pour T3 que le prélévement sanguin soit sur héparine-lithium (T3H) ou sur

EDTA (T3EDTA).

T3H T3EDTA sans T3H T3EDTA sans

ADN P 7 g 3 ADN

\
B

Mélange 1 Mélange 2

Photo 1: Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 1 et 2
chez des témoins, aprés extraction de I'ADN a partir de sang, lors de la recherche de

microdélétions dans AZF.

Pour le mélange 1, le témoin T1 féminin ne montre aucune bande comme attendu. Pour le

mélange 2, la premiere bande est ZFY (Zinc Finger Y-linked gene) (492 pb). Elle est

133



visible chez tous les témoins, car ce couple d'amorces amplifie une région en Yp22.3 et

en Xq34. Il s'agit d'un témoin positif.
Les 8 couples utilisés pour les mélanges 1 et 2 sont fonctionnels.

Concernant le mélange 3 (Photo 2), aucune bande n'est visible pour T1, témoin féminin.
Pour les 2 témoins masculins, la premiére bande est sY135 (253 pb), la troisieme bande
est sY88 (123 pb). La deuxieme bande est inattendue mais elle est systématiquement
retrouvée, a la méme taille, quelque soit le témoin utilisé. Il s'agit d'une amplification non

spécifique qui ne nuit pas a une interprétation correcte.

Le mélange 4 (Photo 2) montre les 2 bandes attendues chez un homme n'ayant pas de

microdélétion pour les STS sY82 (264 pb) et sY152 (125 pb).

Le mélange 5 (Photo 2) indique les 2 bandes attendues chez les 2 témoins masculins
(sY83 - 277 pb et sY142 - 196 pb). En revanche, nous voyons également une bande

correspondant a sY83 pour le témoin féminin.

Le mélange 6 montre les bandes attendues (sY95 - 303 pb et sY1192 - 255 pb). La
multitude de bandes présentes pour le témoin féminin n'est pas observé chez les
témoins masculins et ne géne donc pas I'interprétation.

T3H sans Tl T2 T3H sans TI1 T2 T3H sans Tl T2 T3H sans
4 ADN ¢ 3 34 ADN @ 3 34 ADN @ 3 4  ADN

— ——
— ——

pb Smartladder Mélange 3 Mélange 4 Mélange 5 Mélange 6

Photo 2 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 3 a 6
chez des témoins, aprés extraction de I'ADN a partir de sang, lors de la recherche de

microdélétions dans AZF.

Afin de contrdler le couple d'amorces spécifiques du STS sY83 chez les femmes, nous

avons amplifié 'ADN de deux autres femmes (46 XX) (T4 et T5) avec ce méme couple
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d'amorces et d nouveau I'ADN de la femme T1. Nous obtenons exactement le méme profil

de bandes pour toutes les femmes (Photo 3).

e Smartladder Mélange 5

Photo 3 : Profils de migration électrophorétique des STS sY83 et sY142 amplifiés chez trois
femmes (T1, T4 et T5) et un homme (T2) apres extraction de 'ADN a partir de sang.

Afin de comprendre cette amplification inattendue de sY83 chez les femmes, nous
avons effectué une recherche d'homologie de séquences sur ncbi®. Il s'avére que le
couple d'amorces utilisé pour I'amplification de sY83 est capable d'amplifier également
des régions sur les chromosomes 3, 7, 12, 19 et X en raison d'une homologie de
séquences comprise entre 65 et 99% (Figure 26). Ce couple d'amorces peut donc servir

uniquement de contréle positif.

8. http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi
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LiEEE=ear =T ‘ s'::'::‘e ‘ _:.—EDI::IE cu%l::r?;e '—vaIIEue ‘ itl'::t ‘
Homo sapiens chremosome Y genomic contig, alternate assembly 2 875 100% 7e-143 100%
Homo sapiens chremosome Y genomic contig, reference assembly 1770 100% 7e-143 100%

1 Home sapiens chromosome Y genomic contig, alternate assembly 372 97% 1e-100 91%
Homo sapiens chremosome 3 genomic contig, alternate assembly 335 99% 2e-89 88%
Homo sapiens chremosome 3 genomic contig, reference assembly 335 99% 2e-89 88%
Homo sapiens chremosome 7 genomic contig, reference assembly 324 97% Je-86 88%
Homo sapiens chremosome X genomic contia, alternate assembly 318 98% 2e-84 87%
Homo sapiens chremosome 7 genomic contig, alternate assembly 318 97% 2e-84 87%
Homo sapiens chremosome X genomic contig, reference assembly 637 98% 2e-84 87%
Homo sapiens chremosome 12 genemic contig, alternate assembly 265 97% 2e-68 84%
Homo sapiens chremosome 12 genemic contig, reference assembly 265 97% 2e-68 84%

2 Homoe sapiens chromosome Y genomic contig, alternate assembly 261 86% Je-67 86%

1 | Home sapiens chremosome X genomic contia, alternate assembly 246 67% 8e-63 90%
Homo sapiens chremosome X genomic contig, reference assembly 246 67% 8e-63 90%

1 | Home sapiens chremosome 19 genomic contig, alternate assembly 224 65% 4e-56 89%
Homo sapiens chremosome 19 genemic contig, reference assembly 224 65% 4e-56 89%

Figure 26 : Résultat du blast de la séquence nucléotidique amplifiée par les amorces choisies pour

sY83.

Le mélange 7 (Photo 4) permet de mettre en évidence les 2 bandes attendues chez les
hommes témoins et I'absence de bandes chez une femme (sY157 - 286 pb - sY158 -

231 pb).

— —
— em—

Mélange 8 Mélange 9 Mélange 10 Smartladder

Photo 4 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 7 a 10
chez des témoins, aprés extraction de I'ADN a partir de sang, lors de la recherche de

microdélétions dans AZF.

De méme, nous observons chez les hommes, avec le mélange 8, les 2 bandes attendues
correspondant aux sY143 (311 pb) et sY117 (262 pb). Le mélange 9 nous permet de
valider également les couples d'amorces utilisés pour amplifier les STS sY1015 (304 pb)
et sY87 (252 pb).
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Enfin, le mélange 10 est également opérationnel, nous visualisons sans difficulté sY1197
(453 pb) et sY1125 (283 pb) chez le témoin masculin et aucune bande n'est présente

chez le témoin féminin.

D'autre part, chez le témoin T2, nous avons réalisé une amplification, a l'aide des
mélanges 1 et 2, de 'ADN extrait a partir de cellules buccales et a partir de sang. Les
profils de migration électrophorétique sont identiques quelque soit l'origine des cellules

utilisées (Photo ).

e &

1000 Cellules Cellules
. Sang buccales Sang buccales

-—
100 Mélange 1 Mélange 2
pb Smartladder .

Photo 5 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 1 et 2
chez un témoin, apres extraction de I'ADN a partir de sang et de cellules buccales, lors de la

recherche de microdélétions dans AZF.

4-  Validation de la technique sur patients

La technique a été validée en aveugle sur I'ADN de 4 patients porteurs de
microdélétion(s) du chromosome Y (P1, P2, P3 et P4). La photo 6 montre les résultats
pour les mélanges 1 et 2 des 4 patients. Les bandes correspondant aux STS sY255 et
sY254 sont absentes pour le patient P1 porteur d'une microdélétion de AZFc. Pour le
patient P2, sY134 et sY127 sont absents. Ce patient a une microdélélétion de la région
AZFb. Le patient P3 n'a pas les bandes correspondant aux sY134, sY255, sY254 et
sY127, il a une microdélétion de AZFb et AZFc. Enfin le patient P4 a une microdélétion
de AZFa (absence de sY84 et sY86).
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Photo 6 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 1 et 2
chez des patients et des témoins lors de la recherche de microdélétions dans AZF
( : bande manquante).

Etant donné les résultats obtenus pour ces 4 patients, nous avons réalisé une deuxieme
PCR avec d'autres couples d'amorces afin de confirmer les microdélétions décelées par

les mélanges 1 et 2 et de préciser si elles sont completes ou partielles.

Comme P1 a une microdélétion de AZFc a I'issue des mélanges 1 et 2, nous avons testé en

plus les mélanges 4, 6, 7 et 10 (Photo 7).

-> 5

Mélange Mélange Mélange Mélange
4 6 7 10

Photo 7 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 4, 6, 7
et 10 chez un patient lors de la recherche de microdélétions dans AZF : bande manquante).
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Nous voyons qu'il manque les bandes correspondant aux STS sY152, sY1992, sY157 et
sY158. Cela confirme la microdélétion du locus AZFc. C'est également le résultat donné

par le Dr Aknin.

Le patient P2 a une microdélétion de AZFb a l'issue des mélanges 1 et 2, nous avons donc

testé en plus les mélanges 3, 5, 8, 9 et 10 (Photo 8).

&
&

-

Ve
&

Mélange Mélange Mélange Mélange Mélange
3 5 8 9 10

Photo 8 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 3, 5 et

8 a 10 chez un patient lors de la recherche de microdélétions dans AZF (: bande manquante).

Nous voyons qu'il manque les bandes correspondant aux STS sY135, sY142, sY143,
sY117, sY1015 et sY1197. Cela confirme la microdélétion du locus AZFb. Nos résultats

concordent avec ceux donnés par le Dr Aknin.

Le patient P3 a une microdélétion de AZFb et AZFc a l'issue des mélanges 1 et 2, nous

avons donc testé en plus les mélanges 3, 4,5, 6,7, 8,9 et 10 (Photo 9).
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Photo 9 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 3 a 10

chez un patient lors de la recherche de microdélétions dans AZF (: bande manquante).

Les bandes correspondant aux STS sY135, sY152, sY142, sY95, sY1192, sY157, sY158,
sY143, sY117, sY1015, sY1197 et sY1125 sont manquantes. Cela confirme les
microdélétions des loci AZFb et AZFc, anomalies également mises en évidence par le Dr

Aknin.

Le patient P4 a une microdélétion de AZFa a l'issue des mélanges 1 et 2, nous avons donc

testé en plus les mélanges 3, 4, 5, 6 et 9 (Photo 10).

-——
- - - -

- -
Mélange Mélange Mélange Mélange
3 4 5 6

Photo 10 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 3 a 6

et 9 chez un patient lors de la recherche de microdélétions dans AZF (: bande manquante).

Il manque la bande correspondant au STS sY87. Cela confirme la microdélétion du locus

AZFa comme observé par le Dr Aknin.
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Apres avoir validé la technique de recherche de microdélétions du chromosome Y chez
des patients pour lesquels une microdélétion avait été préalablement identifiée, nous
avons fait cette recherche sur 4 patients (P5, P6, P7 et P8) présentant des troubles de
la fertilité et une faible numération spermatique. La humération a toujours été évaluée a
partir de deux éjaculats ayant au moins 3 mois d'écart. Pour les deux éjaculats, les
patients P5 et P6 avaient une azoospermie, P7 avait une concentration en

spermatozoides de 1,02 et 6,3 millions/mL et P8 de 2,6 et 3 millions/mL.

Les résultats de la migration électrophorétique du patient P5 (Photo 11), du patient P6
(Photo 12) et du patient P7 (Photo 13) permettent dassurer qu'il n'y a aucune

microdélétion aprés I'utilisation des mélanges 1 et 2, dans les limites de la technique.

- -

- —

s} Smartladder Mélange 1 Mélange 2

Photo 11 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 1 et 2
chez un patient et un témoin, apres extraction de I'ADN a partir cellules buccales (P5) ou de sang

(T2), lors de la recherche de microdélétions dans AZF.
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Sffartladder * Mélange 1 > g Mélange 2
Photo 12 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 1 et 2
chez un patient et deux témoins, apres extraction de I'ADN a partir cellules buccales (P6) ou de

sang (T1 et T2), lors de la recherche de microdélétions dans AZF.

Photo 13 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 1 et 2
chez un patient et deux témoins, apres extraction de 'ADN a partir cellules buccales (P7) ou de

sang (T1 et T2), lors de la recherche de microdélétions dans AZF.

Les résultats de la migration électrophorétique du patient P8 (Photo 14) mettent en
évidence l'absence des STS sY254 et sY255 a I'issue de I'utilisation des mélanges 1 et 2.

Ces STS étant localisés au niveau de AZFc, nous avons alors utilisé des amorces
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supplémentaires spécifiques de ce locus a savoir les mélanges 4, 6 (Photo 15) et 7 et 10

(Photo 16).

s} Smartladder Mélange 1 ; Mélange 2

Photo 14 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 1 et 2
chez un patient et deux témoins, aprés extraction de I'ADN a partir cellules buccales (P8) ou de

sang (T1 et T2), lors de la recherche de microdélétions dans AZF : bande manquante).

Mélange 4 Mélange 6 Smartladderf

Photo 15 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 4 et 6
chez un patient et deux témoins, apres extraction de I'ADN a partir cellules buccales (P8) ou de

sang (T1 et T2), lors de la recherche de microdélétions dans AZF ( : bande manquante).
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48 Smartladder Mélange 7 Mé.lange 10

Photo 16 : Profils de migration électrophorétique des amplicons obtenus avec les mélanges 7 et
10 chez un patient et deux témoins, aprés extraction de I'ADN a partir cellules buccales (P8) ou

de sang (T1 et T2), lors de la recherche de microdélétions dans AZF : bande manquante).

Pour le patient 8, il manque en plus les STS sY152, sY1192, sY157, sY158. Ce patient a

donc une microdélétion du locus AZFc.

III.B- Mutation du chromosome 19

Travaillant en collaboration avec le laboratoire Labomac de Casablanca, nous avons recu
des lames de spermatozoides fixés par du Carnoy de patients ayant une sévére
tératozoospermie. Nous avons également regu du sang sur héparine-lithium pour deux de
ces patients (P9 et P10). La réception de ces envois se fait 2 a 3 semaines apres le
prélevement, temps pendant lequel les échantillons restent a température ambiante.
Ainsi, nous avons voulu mettre au point une technique de recherche de mutations du
géne AURKc et savoir si les échantillons de sang qui nous sont envoyés dans ces
conditions sont exploitables.

La mise au point a été effectuée chez une femme témoin (T1) dont le sang vient d'étre

prélevé et chez les deux patients P9 et P10.

1-  Extraction de 'ADN a partir de sang

L'extraction a été réalisée comme indiqué dans la partie précédente sur les
microdélétions du chromosome Y, selon les recommandations données avec le kit

QIAamp® DNA Mini Kit (QTAGEN).
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La concentration en ADN obtenu aprés I'extraction était au mieux de 171 ng/pL (volume
final de 200 pL) pour T1, 17,5 ng/uL (volume final de 200 L) pour P9 et 70 ng/uL
(volume final de 200 L) pour P10. Au total, pour T1, la quantité récupérée a été de
41,68 ug, pour P9 de 13,5 ug et enfin pour P10 de 36,1 pg.

2- PCR

Le géne AURKc étant constitué de 7 exons, nous avons pris 7 couples d'amorces

(Eurogentec®) (Dieterich et al., 2007) (Tableau 11).

Exons Séquences d'amorces sens Séquences d'amorces antisens
1 GTCCTTTCTATTGGGCGCACTTC GTGTCTTCTGTGCACCCGACC
2 CCCTCACCTCTCGCTCCCTATT CCCAGCCCTATCAGTAGTTCTCGTT
3 GACTTTCCCTCCGCCTACCCTAC GCTGGGCTCAGACGTCAAAGA
4 GGCCTCAGGGAGAAATCTGAC CCCACCAGCCCACAGTAAACT
5 AAATTGTGGCAGGCTTCACT GGGTCATTCCTAACTGGTACTCAG
6 TCATCCTGGGCCTCTGCTTAGT TGAATGCCCAAAGGTGACTGTC
7 TTCTTCTTTCCTGGCCTCATC CCCACAAGAAATAAAGATTCTACCC

Tableau 11 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier les 7 exons du géne AURKc.

Les conditions retenues pour préparer les mélanges de PCR sont décrites dans le

tableau ci-dessous (Tableau 12).

Conditions pour chaque | Conditions pour le

couple d'amorces en couple d'amorces de

dehors de l'exon 4 I'exon 4

Volume/tube 25 (L Volume/tube 25 (L
Eau distillée (L) 25-(5,63 + vol ADN) 25-(6,13 + vol ADN)
Tampon 10X (QIAGEN) (pL) 25 25
Mg 25 mM (uL) (QTAGEN) 0 05
Amorce sens 10 uM (1) 1,25 1,25
Amorce antisens 10 yM (L) 1,25 1,25
:—gg\fg&?u/ AL () 013 0,13
ADN (pL) Volume pour 62,5 ng Volume pour 62,5 ng

Tableau 12 : Conditions de PCR pour I'amplification des exons du géne AURKc.
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Les conditions retenues pour les cycles de PCR (T3000 Thermocycler, Biometra) sont

indiquées dans le tableau 13.

Tempoer'a’rur'e Etape Durée Nombre de
(°0) cycles
95 Activation Taq 10 min
94 Dénaturation 30 sec
60 Hybridation 1 min 45
72 Elongation 1 min
72 Extension finale 10 min

Tableau 13 : Programmes des cycles de PCR utilisés pour I'amplification des exons du gene

AURKc.

La migration des produits de PCR s'est faite comme indiquée précédemment pour les
études des microdélétions du chromosome VY.
Apreés avoir contrdlé la présence des bandes attendues pour chaque exon, un séquengage

a été réalisé sur les reliquats des produits de PCR.

3- Séquengage

Le principe de cette technique consiste a déterminer |'ordre des nucléotides constituant
I'ADN afin de détecter la présence éventuelle de mutations. Le séquengage selon la
méthode de Sanger (Sanger et al, 1977) consiste d initier la polymérisation de 'ADN a
I'aide d'une amorce (oligonucléotides) complémentaire de la région d'ADN d'intérét.
L'élongation de l'amorce est réalisée a laide dune ADN polymerase. Les 4
désoxyribonucléotides triphosphate (ANTP: dATP, dCTP, dGTP et dTTP) sont ajoutés
ainsi que des didésoxynucléotides triphosphate (ddNTP: ddATP, ddCTP, ddGTP et
ddTTP) (dans une moindre proportion) couplés a 4 fluorochromes différents. L'ADN
polymerase a la capacité d'ajouter des désoxyribonucléotides (sens 5'-3") les uns a la
suite des autres par le groupement OH libre en position 3' dont est porteur chaque
dNTP. Les ddNTP, quant a eux, n‘'ont pas de groupement OH en position 3' (seulement un

H). Ainsi, lorsque de fagon aléatoire un ddNTP est incorporé par I'ADN polymerase, il
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n'est alors plus possible d'ajouter le moindre nucléotide : la synthese du brin d'ADN
s'arréte. Les ddNTP sont des terminateurs de chdine. A la fin de la réaction, un

ensemble de brins d'ADN de tailles variées est obtenu (Figure 27).
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Figure. 27 : Principe du séquengage selon la méthode de Sanger’.

L'analyseur de séquence permet ensuite de différencier les fluorochromes et d'associer

les bases correspondantes.
Le séquengage est réalisé a l'aide du kit ABI Prism® BigDye® Terminator v1.1 Cycle

Sequencing (Applied Biosystems, Foster city, CA). Pour chaque amorce, les réactions de

séquengage s'opérent comme indiqué dans le tableau 14.

Réactifs (concentration) Volume (1)
Ready reaction premix (2,5X)
BigDye sequencing buffer (5X)
Amorces (10 uM)

Eau distillée
Produits de PCR

N[N

Tableau 14 : Réactions de séquengage des 7 exons du gene AURKc

% http://www.sesep.uvsq.fr/formation/methodes.html
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Le "Ready reaction premix” contient I'enzyme, les dNTP et les ddNTP.

Le programme utilisé pour la réaction de séquengage est indiqué dans le tableau 15.

Température (°C) Etape burée | 'Nombre de
cycles

95 Activation Taq 2 min

95 Dénaturation 10 sec

50 Hybridation 5s 25

60 Elongation 4 min

Tableau 15 : Programme utilisé pour la réaction de séquengage des exons du gene AURKc.

Les produits de séquengage ainsi obtenus sont purifiés avant d'étre séquencés. La
purification est réalisée sur des colonnes de Sephadex a l'aide du kit illustra AutoSeq
6-50 Dye Terminator Removal (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Allemagne).

Les billes de Séphadex présentes dans chaque colonne sont remises en suspension par
vortex. Apres une centrifugation de 5 minutes a 2 000 g, I'eau est éliminée et la colonne
de Sephadex est préte a I'emploi. Cette colonne agit comme une chromatographie a
exclusion en éliminant les dNTP et les ddNTP en excés. La totalité du produit de
séquengage (10 pL) est déposée sur la colonne puis la centrifugation est réalisée. L'éluat

récupéré peut ensuite étre étudié par l'analyseur de séquences.

L'analyseur de séquences 3130.x/ Genetic Analyzer (Applied Biosystems) et le logiciel de
pilotage 3130x/ Genetic Analyzer Data Collection Software 3.0 sont utilisés pour
analyser le gene AURKc du témoin et des deux patients. Les électrophorégrammes sont
visualisés grdce au logiciel Sequencing Analysis Software 5.2 (Applied Biosystems) et

interprétés a l'aide de Mutation Surveyor v.2.61 (Softgenetics, LLC, State college, PA).

4- Validation de la technique sur un témoin

L'analyse, aprés migration électrophorétique des produits de PCR, révele toutes les

bandes et aux tailles attendues (Photo 17 et Tableau 16).
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Smartladder i3

Photo 17 : Profils de migration électrophorétique des amplicons des exons 1 a 7 du géene AURKc

chez le témoin T1.

Exons Taille des bandes
attendues (pb)
E1l 433
E2 277
E3 301
E4 237
E5 252
E6 251
E7 383

Tableau 16 : Taille des bandes attendues aprés amplification des exons 1 a7 du géne AURKc.

Nous voyons cependant que l'intensité de la bande correspondant a I'amplification de

I'exon 4 (E4) est plus faible. Nous avons donc ajouté du Mg® dans le mélange pour

amplifier I'exon 4, aprés avoir réalisé un gradient de magnésium (photo 18).

149



E4 E4
avec avec 1000

05/ 075 800
de Mg>* de Mg 600

Smartladder pb

Photo 18 : Résultats de la migration électrophorétique de I'amplicon de I'exon 4 avec ajout de

magnésium chez T1.

La concentration retenue est 0,5 pL de Mg® pour I'amplification de l'exon 4 du géne

AURKc.

La figure 28 montre un électrophorégramme obtenu pour I'exon 3 du gene AURKc de T1.
C'est dans cet exon, en position 144, que la perte d'une cytosine a été mise en évidence
chez des patients avec des gametes macrocéphales et multiflagellés.

Le séquengage effectué sur T1 ne révéle aucune mutation dans le gene AURKc: la

cytosine en position 144 est bien présente.

AURKc_R_Synthesis_1644, scf<-- Quality(0-100):93

24 T 245 | 20 T 255 1 0 285 1 O 275 ] 0 ;
5mn..c. F - -y A T A A A
5000 i ; i } ; ? i
3000; - 4
2000

1000 4- 40 8- 1ok

40 2420 2440 2450 2480 2500 2520 2540 2560 2550 2600 2620 2640 2660 2680 2700 2720 2740 2760 2780 2800 2820 284

AURKC_AP_JR.ab1 <-- Quality(0-100):8

100 705 | 110 T 18 ; 120 125 1 [T 135 ; 140 1

10000 -c- |- T 6 GG C A-A G G G G A B T T T G G G A A TG TG Tdi TG G TG G T
. . e . T ' f " onw ) . " . . . -

&00| i i i 3

: : v E

Figure 28 : Electrophorégrammes d'une partie de I'exon 3 du géne AURKc chez T1 (en haut) et de

la séquence de référence (en bas). Le rectangle rouge cible la cytosine en position 144.
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5- Validation de la technique sur deux patients

L'analyse des bandes aprés migration électrophorétique des produits de PCR indique que

toutes celles attendues sont présentes chez les deux patients P9 et P10 (Photo 19).

Smartladder ¥&

Photo 19 : Profils de migration électrophorétique des amplicons des exons 1 a 7 du gene AURKc

chez les patients P9 et P10.

Cependant, 'amplification correspondant a I'exon 1 était faible pour le patient P10, celle
correspondant a l'exon 7 était faible pour le patient P9 et trés faible pour le patient

P10, elles ont donc été renouvelées (photo 20) afin de réaliser un meilleur séquengage.

100

martladder§H Smartladderfiy

Photo 20 : Profils de migration électrophorétique des amplicons de I'exon 1 de P10 et de I'exon 7

de P9 et P10 du gene AURKc.

Les figures 29 et 30 montrent une partie de I'électrophorégramme obtenu pour I'exon 3

du géne AURKc de P9 et P10. Le séquengage effectué sur P9 et P10 ne met pas en
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évidence de mutation dans le géne AURKc. La cytosine attendue en position 144 est
présente chez les deux patients. Les patients P9 et P10 ont respectivement 92% et

100% de formes anormales mais ils n'ont pas de gameétes macrocéphales et

multiflagellés.
S<-  AURKc_K_3R.abl<— Quality(0-100):48
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Figure 29 : Electrophorégrammes d'une partie de I'exon 3 du gene AURKc de P9 (en haut) et de la
séquence de référence (en bas). Le rectangle rouge cible la cytosine en position 144.
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Figure 30 : Electrophorégrammes d'une partie de I'exon 3 du gene AURKc de P10 (en haut) et de
la séquence de référence (en bas). Le rectangle rouge cible la cytosine en position 144.

Au travers de ces analyses, nous avons, de plus, constaté qu'il était possible de réaliser
une extraction d'ADN a partir d'échantillons sanguins restés a température ambiante
pendant un long délai d'acheminement (environ 3 semaines). Cet ADN extrait est de

qualité suffisante pour pouvoir tre amplifié et séquencé.
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IV- ADN spermatique

IV.A- Fragmentation de I'ADN spermatique
1-  Technique TUNEL

Nous avons mis au point lanalyse du taux de fragmentation de I'ADN des
spermatozoides par la technique TUNEL. Lorsque I'ADN des gametes est fragmenté, des
extrémités 3'-OH sont libérées. Le principe de la technique TUNEL (Figure 31) est
dutiliser une enzyme, la Terminal deoxynucleotydil Transférase (TdT), capable d'ajouter
des nucléotides a ces extrémités 3'-OH d'ADN libres. Les nucléotides sont couplés a de
la digoxygénine. Nous ajoutons des anticorps, couplés a un fluorochrome, dirigés contre
la digoxygénine. Le fluorochrome utilisé est la rhodamine (fluorescence rouge). Une
contre-coloration de I'ADN avec du DAPI (fluorescence bleue) permet de visualiser

I'ADN des gametes.

Spermatozoide  Spermatozoide
non fragmenté fragmenté

Extrémité 3'-OH libre
% «© dUTP-digoxygénine
Anticorps anti-digoxygénine
% couples a Ia rhodamine
/

Aprés contre-coloration,
Observation au microscope a fluorescence

Figure 31 : Principe de la technique TUNEL.
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Dés réception, le prélévement est lavé et les spermatozoides sont étalés sur lame et
fixés par du Carnoy. Les membranes des gameétes sont ensuite perméabilisées grace a un
bain de SSC 2x / 0,4% NP40 pendant 30 minutes a 37°C. Les lames sont enfin plongées
dans des bains d'éthanol de degré croissant (70°, 90°, 100°).

La fragmentation de I'ADN spermatique est détectée par le kit ApopTag Red (MP
Biomedicals, Illkirch, France). Sur chaque lame, 50 (L de tampon de stabilisation sont
déposés pendant 30 secondes a température ambiante. Cette étape permet d'équilibrer
le pH et d'hydrater la préparation. Puis, 45 L du mélange 1 sont ajoutés. Les lames sont
incubées dans le noir, dans une chambre humide a 37°C pendant une heure. Cette étape
permet l'incorporation de nucléotides dont certains sont couplés a de la digoxygénine.
Les lames sont ensuite agitées pendant 15 secondes dans un tampon de lavage puis
incubées pendant 10 min dans ce méme bain, & température ambiante. Cette étape
enléve l'excés de nucléotides et d'enzyme afin d'arréter la réaction. Les lames sont
ensuite lavées par deux bains de PBS 1X pendant 1 min 30. La révélation est faite par
ajout de 43 pL d'un mélange constitué d'anticorps anti-digoxygénine couplés a de la
rhodamine. Une incubation en chambre noire est réalisée pendant 30 min a 37°C. Les
lames sont lavées dans deux bains de PBS 1X de 4 minutes. L'ADN est enfin contre-

coloré par du DAPT.

Les lames sont ensuite analysées avec un microscope Zeiss AxioPlan (Zeiss). Les images
sont acquises a l'aide d'une caméra CCD et du logiciel Isis (MetaSystems). Seuls les
spermatozoides ayant un flagelle sont comptabilisés. Si cela a été possible, 500
spermatozoides ont été analysés pour chaque patient. Nous considérons un
spermatozoide comme non fragmenté si seule une fluorescence bleue est visible, ou

comme fragmenté si une fluorescence rouge partielle ou totale est émise.

2- Etablissement d'un groupe témoin et validation de la technique

Nous avons analysé la fragmentation de 'ADN spermatique chez 24 hommes fertiles
dont le caryotype et les parametres spermatiques sont normaux. Le taux de

fragmentation de notre groupe témoin est compris entre O et 3,6%.
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De plus, les témoins et les patients ont été analysés en aveugle par 2 personnes

différentes. Les résultats obtenus sont similaires.

IV.B- Stratégie employée pour I'étude de la fragmentation spermatique et
de I'équipement chromosomique des gameétes
Nous avons décidé d'étudier la fragmentation de I'ADN spermatique et les déséquilibres
chromosomiques au sein des mémes gametes et donc sur une méme lame de
spermatozoides. Nous avons voulu savoir si les gamétes chromosomiquement
déséquilibrés sont plus fragmentés que ceux dont I'équipement chromosomique est
normal ou équilibré.

La stratégie mise en place pour cette étude est décrite par la figure 32.

Aprés avoir étalé les spermatozoides (a) et les avoir fixés par du Carnoy, nous réalisons
la technique TUNEL (b) sur le frottis.

Nous établissons ensuite une galerie de photos (c) des gametes présents sur la lame
grdce au logiciel Metafer qui a la capacité denregistrer les coordonnées X)Y,Z
(abscisse, ordonnée, profondeur) dans le repére cartésien tridimensionnel.

Nous analysons au microscope les gamétes un par un et nous notifions sur chaque photo
si le gamete est fragmenté (d).

Une fois que la lame est analysée, nous devons éliminer la rhodamine (e) afin de pouvoir
réaliser une technique de FISH sur la méme lame.

Cette élimination de la rhodamine a nécessité une mise au point. Les conditions retenues

sont les suivantes :

1) nous refixons les gamétes par du Carnoy pendant 1 heure,

2) la lame est lavée pendant 30 min dans du PBS 1X,

3) puis elle est plongée dans un bain de SSC 2X pendant 30 min,

4) nous éliminons la rhodamine par un bain de 20 min dans du SSC 0,4X/0,3% NP40
a72°c,
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5) la lame est lavée dans un bain de 5 min dans du SSC 2X/0,1% NP40 a
température ambiante,

6) les tétes spermatiques sont décondensées par un bain de NaOH 1IN pendant
1 min,

7) le frottis est lavé par du SSC 2X pH 7,2 pendant 10 min,

8) les cellules sont ensuite déshydratées par des bains d'alcool successifs de degrés

croissants.

Nous réalisons ensuite la technique de FISH (f) comme décrite précédemment sans
réaliser le bain correspondant a I'étape de perméabilisation membranaire qui ne s'avere
plus nécessaire. Aprés avoir contre-coloré les noyaux, cette lame est a nouveau analysée
au microscope a fluorescence. La galerie de photos correspondant a l'analyse TUNEL est
reprise (g) afin de lier I'équipement chromosomique de chaque gaméte a I'état de son

ADN fragmenté ou non fragmenté (h).
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Figure 32 : Stratégie d'étude de la fragmentation de I'ADN spermatique (1-) et dans un deuxiéme
temps, du contenu chromosomique dans les mémes gametes (2-).
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TRAVAUX REALISES






Chapitre de livre 1 : Chromosomal abnormalities in male infertility

M. De Braekeleer, A. Perrin, F. Morel.
Cytogenetics and Infertility. Dir : De Braekeleer, M. Transworld Research Network, Trivandrum

(India). 2006, 27-52

Parmi les facteurs interférant avec la spermatogenese, les anomalies chromosomiques
constitutionnelles sont connues comme ayant un impact négatif. L'existence d'anomalies
chromosomiques constitutionnelles chez les hommes infertiles a été suspectée des 1957

par Ferguson-Smith et a/. (Ferguson-Smith et a/, 1957).

Dans ce chapitre, notre travail a consisté a réaliser une méta-analyse des résultats
publiés depuis plus d'une trentaine d'années sur I'étude des anomalies chromosomiques
chez les hommes infertiles.

Ainsi, sur 8952 patients infertiles, une anomalie chromosomique est présente chez 600
patients (6,7%). Dans cette population, 3,8% ont la formule chromosomique 47,XXY,
0,5% des patients ont une mosaique 47 XXY/46 XY, 05% des patients ont une autre
anomalie du nombre des gonosomes et 0,1% sont 46, XX. De plus, parmi cette population
d'’hommes infertiles, 0,5% des patients ont une anomalie de structure du chromosome Y,
0,6% ont une translocation robertsonienne, 0,3% ont une translocation réciproque, 0,1%

ont une inversion et 0,2% un marqueur chromosomique surnuméraire (Figure 33).

w47 XXy
47, XXY /46 XY
m Autres aneuploidies
des gonosomes
W46, XX
Anomalies de structure
du chromasome Y
m Translocations robertsoniennes
H Translocations réciproques

Inversions

m Marqueurs chromasomiques surnuméraires

Figure 33 : Fréquences des anomalies chromosomiques rapportées chez 8952 patients infertiles

(valeurs indiquées en pourcentage).
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Dans la population d'hommes présentant une oligozoospermie, soit 3710 patients, 4,2%
ont une anomalie chromosomique. La formule chromosomique 47 XXY est retrouvée chez
0,4% de ces patients, le caryotype 47 XXY en mosdique (ou variants) dans 0,6% des cas.
Une anomalie de structure du chromosome Y est décelée chez 0,3% des patients, 1,4%
ont une translocation robertsonienne, 1% une translocation réciproque, 0,3% une

inversion et 0,2% un marqueur chromosomique surnuméraire (Figure 34).

m 47, XXY
m 47, XXY /46, XY ou variants
Anomalies de structure
du chromasome Y
m Translocations robertsoniennes
B Translocations réciproques

Inversions

H Marqueurs chromosomiques
surnuméraires

Figure 34: Fréquences des anomalies chromosomiques rapportées chez 3710 patients

oligospermes (valeurs indiquées en pourcentage).

Chez ces patients présentant une oligozoospermie, les anomalies de structure
autosomiques sont prépondérantes et plus précisément, les translocations

robertsoniennes.

D'autre part, dans cette population, le taux d'anomalies chromosomiques appardit lié a la
concentration spermatique. Ainsi, le taux d'anomalies chromosomiques est de 5% pour
une concentration spermatique de moins de 1x10°/mL, de 3,6% pour une concentration
spermatique de 1 @ 5x10°/mL, de 4% entre 5 et 10x10°/mL et de 2,1% entre 10 et
20x10°/mL (Figure 35).
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Figure 35: Fréquences des anomalies chromosomiques constitutionnelles en fonction de la

concentration spermatique (x10°/mL) chez 3710 patients avec une oligozoospermie.

En considérant les hommes présentant une azoospermie, soit une analyse sur 2580
patients, le faux d'anomalies chromosomiques est de 13,48%. La formule chromosomique
est 47 XXY pour 10,04% des patients, 47 XXY/46,XY en mosaique (ou variants) pour
1,20%. Dans cette population d'hommes infertiles, 1,20% des patients ont une anomalie
de structure du chromosome Y, 0,19% ont une translocation robertsonienne, 0,62% une
translocation réciproque, 0,19% une inversion et 0,04% un marqueur chromosomique

surnuméraire (Figure 36).

w47 XXy
w47 XXY /46, XY ou variants
Anomalies de structure
du chromasome Y
m Translocations robertsoniennes
B Translocations réciprogues

m Inversions

® Marqueurs chromosomiques surnuméraires

Figure 36: Fréquences des anomalies chromosomiques rapportées chez 2580 patients

azoospermes (valeurs indiquées en pourcentage).
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Chez ces patients présentant une azoospermie, les anomalies du nombre des gonosomes

sont prépondérantes.

En regroupant des études réalisées chez des hommes infertiles, soit 15242 patients,
nous observons que les translocations robertsoniennes sont 9 fois plus fréquentes et
les translocations réciproques sont 6 fois plus fréquentes dans cette population que
chez les nouveau-nés. De méme, la fréquence des inversions (péricentriques ou
paracentriques), en dehors de l'inversion péricentrique impliquant I'hétérochromatine du

chromosome 9 est multipliée par 13 chez les hommes infertiles.

D'autre part, nous avons analysé des publications rapportant la présence de
microdélétions du chromosome Y chez des patients ayant une oligozoospermie ou uhe
azoospermie.

Pour 2967 patients oligospermes, 124 ont une microdélétion du chromosome Y soit un
taux de 4,2%. Ces anomalies ont été réparties selon la concentration spermatique. Ainsi,
si la concentration spermatique est inférieure ou égale a 1x10°/mL, 6,4% des patients
ont une microdélétion du chromosome VY, si la concentration est comprise entre 1 et
5x10°/mL, 0,5% ont une microdélétion du chromosome Y et si la concentration est
comprise entre 5 et 20x10°/mL, alors 1,3% ont une microdélétion du chromosome Y

(Figure 37).
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Figure 37 : Fréquences des microdélétions du chromosome Y en fonction de la concentration

spermatique (x10°/mL) chez 2967 patients avec une oligozoospermie.
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De plus, nous avons déterminé la distribution des différentes délétions de AZF (a, b, c,
a+b, b+c et a+b+c) parmi les patients qui ont a la fois une oligozoospermie et une
microdélétion du chromosome VY précisée (n=78). Les microdélétions touchent
essentiellement AZFc (76,92%). Le taux est de 1,28% pour AZFb, 19,23% pour AZFb+c
et 2,57% pour AZFa+b+c. Aucune microdélétion de AZFa ni de AZFa+b n'a été mise en

évidence (Figure 38).

2,571,28

mAZFb
mAZFc

m AZFb+c

m AZFa+b+c

Figure 38: Distribution des différentes microdélétions du chromosome Y (n=78) chez des

patients avec une oligozoospermie (valeurs en pourcentage).

Nous avons regroupé des publications concernant les recherches de microdélétions du Y
chez des patients azoospermes, sur 2757 patients au total, 276 ont une microdélétion
du chromosome Y soit un taux de 10,01%. Parmi ces patients ayant une microdélétion du
chromosome Y précisée (n=199), la distribution des différentes microdélétions de AZF
est (Figure 39): AZFa - 2,5%, AZFb - 10,1%, AZFc - 54,8%, AZFa+b - 3%, AZFb+c -
20,6% et AZFa+b+c - 9%.

mAZFa

m AZFb

m AZFc

m AZFa+b

m AZFb+e

m AZFa+b+c

Figure 39 : Distribution des différentes microdélétions du chromosome Y chez des patients avec

une azoospermie (valeurs en pourcentage).

165



Les anomalies chromosomiques et les microdélétions du chromosome Y peuvent entrdiner
des perturbations méiotiques allant jusqu'd un arrét complet de la méiose. De plus, les
anomalies chromosomiques peuvent entrdiner des perturbations de la ségrégation
méiotique et ainsi produire des gameétes chromosomiquement déséquilibrés. Cela peut

également se produire lorsque le caryotype lymphocytaire est normal.
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The frequency of somatic chromosomal abnormalities is increased in
infertile males. The relative risk of carrying a specific karyotypic aberration
depends of the status of the male investigated (azoospermic versus
oligozoospermic). Males with azoospermia are much more likely to have a sex
chromosome abnormality, either numerical or structural, than those with
oligozoospermia. On the contrary, males with oligozoospermia are more likely
to have an autosomal rearrangement (tramslocations, inversions,
supernumerary markers) than those with azoospermia.

Some 8% of infertile males having a constitutional normal karyotype show
some type of meiotic chromosome abnormality. This rate could be higher
among males selected on strict inclusion criteria such as severe
oligoasthenozoospermia (sperm count < 1.5 million/ml) or in vitro fertilisation
(IVE) failures.

Y chromosome microdeletions represent the most frequent genetic
abrnormality in azoospermia and severe oligozoospermia (sperm count < I
million/ml), 10% of the these males carrying a deletion of at least one AZF
region. However, there is still no clear genotype-phenotype correlation and Y
chromosome microdeletions cannot be predicted on the basis of clinical
findings or even the results of semen analysis.

Predicting a chromosomal abnormality or the presence of a Y
chromosome microdeletion from sperm disturbance (numeration, morphology,
motility) is impossible. Therefore, all infertile males should have a cytogenetic
analysis completed by a search for Y chromosome microdeletion, when
appropriate. Detection of a chromosomal abnormality or a Y chromosome
microdeletion has to lead to genetic counselling.

Introduction

Many factors are known to influence spermatogenesis, making the causes
of male infertility difficult to evaluate. Male infertility has been associated
with several genetic and non-genetic conditions, including chromosomal
abnormalities, Y  chromosome  microdeletions, cystic  fibrosis,
hypogonadotrophic  hypogonadism, undescended testes, anatomical
abnormalities of the genital tract, varicocoele, etc. [1,2]. Chromosomal
aberration is perhaps the factor best known to interfere with gametogenesis [3].
Some aberrations are inherited while others arise de novo in the sperm-
producing cells.

Idiopathic oligozoospermia (less than 20 millions spermatozoa/ml) is the
most common cause of male infertility. It is believed that 3 to 4% of men have
severe defects in spermatogenesis, resulting in oligozoospermia, a contributing
factor to a fifth of infertile couples [4,5].

The existence of chromosomal abnormalities in male sterility was
suspected by Ferguson-Smith et al. (1957) when they found a Barr body in 10
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of the 91 males they studied for azoospermia or severe oligozoospermia [6].
Two years later, Jacobs and Strong (1959) showed the chromosomal
constitution of these men with Klinefelter's syndrome to be 47,XXY [7].

In the 30 years following that finding, a few studies were conducted before
the advent of the chromosomal banding techniques [8-10] whereas most of
them were performed after the banding techniques were introduced to human
cytogenetics (see, for example, [11-18]).

The largest series reported without banding techniques included 1363 male
partners in barren couples [8]. The results showed 70 males to have a sex
chromosome numerical abnormality, 16 to have an autosomal structural
abnormality and four to have an extra chromosome. They also showed a
correlation between the mean sperm concentration of the ejaculate and the
frequency of chromosomal abnormality. A total of 21.6 % of the azoospermic
males had an aberrant karyotype while 3.9% of the males having a sperm count
between 1 and 10 x 10%/ml and 2.2% with a sperm count between 21 and 40 x
10%/ml had an abnormal karyotype.

Somatic chromosomal abnormalities

Determination of the frequencies of the several types of somatic
chromosomal abnormalities is made difficult by the lack of consistency
between the published series [3]. Different ascertainment procedures have been
used in the surveys reported, which make a comparison of results difficult. In
some, men attending infertility clinics were selected on the basis of a low
sperm count while, in others, analysis was carried out on unselected cases.
Furthermore, when the sperm count was taken into account, some workers
only reported on azoospermic males, others on oligozoospermic males with a
different upper limit (10 to 40 x 10%ml). Smith and Steinberger (1977)
reported that it was not unusual for a woman to become pregnant even with her
husband having a sperm count less than 20 x 10%ml; they suggested that
oligozoospermia should be used to characterise those men with a sperm count
less than 10 x 10%ml [19]. However, their suggestion was not accepted by all
workers and it is now agreed to consider as oligozoospermic a male with a
sperm count less than 20 x 10%/ml. Finally, the presentation of the chromosome
results in some surveys included karyotypes with minor abnormalities or
polymorphisms.

The results of 11 surveys of infertile males are summarised in Table 1.
They include both azoospermic and oligozoospermic men, regardless of the
sperm count for the latter category. Overall, 604 of the 8952 males reported
(6.7%) have an abnormal karyotype, more than 50% of them having a 47,XXY
constitution. Table 2 presents the cytogenetic results of 28 series of
azoospermic men. Sex chromosome abnormalities are the most frequent
aberrations observed in these men, 10% having an homogeneous 47,XXY
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Table 1. Chromosome abnormalities reported in series of infertile males (including
azoospermic and oligozoospermic men).

Reference [ Number | Number | 47,XXY | 46,XY/ Other sex Y chrom 46, XX RobT | Rec T Inv + mar
of of 47XXY | chromnum | structural
_patients | abnormal anomaly anomaly
4 2247 196 139 15 25 2
153 3 9 2 0
44 342 2 0
5 2372 24 4 10 4
[89] 281 57 1
[90] 57 9 0 1
12 200 3 0 2
91 175 3 2 14 1
T 192) 125 29 1 9 1
[93] 1790 110 9 12 3 14 2
[%4] 1210 37 7 1 3i 2 1 2 4
TOTAL 8952 604 342 42 44 42 54 29 1 14
In ¥ 6.7 38 0.5 05 0.5 0.1 0.6 03 0.1 0.2

Chrom: chromosome

Num: numerical

Rob T: Robertsonian translocation
Rec T: reciprocal translocation
Inv: inversion

+ mar: supernumerary marker

Table 2. Chromosome abnormalities reported in series of azoospermic males.

Reference | Number [47,XXY | Mosaicand | Ychrom | RobT [RecT | Inv | +mar
of variant structural i
patients 47.XXY anomaly

[95] 49 1 0 0 1 0 1 0
96] 37 3 1] 0 1 0 0
971 11 0 0 0 0 0 0
| [98] 40 2 0 0 0 0 0
991 87 0 0 0 1 1 0 0
1100 87 23 1 0 0 0 0
[101 71k 5 3 0 0 0 0
02] 82 15 0 0 0 1 0
103 50 2 1 1 0 0 0 0
104] 142 6 2 0 0 0 0
105 54 3 0 0 0 0 0
106 58 11 0 1 0 0 0
107 244 24 () 4 0 1 2 0
108 19 1 1 0 0 0 0 0
109 103 4 0 1 0 2 0 0
17 383 49 1 1 1 4 0 0
16 106 U 6 4 0 0 0 0
18 68 12 1 1 0 1 0 it
[y 36 1 2 1 0 0 0
10 33 6 0 0 0 0
1 53 13 1 [ 0 0
12 163 31 7 0 1 1 0
113 81 4 0 0 () 0 0
114 20 3 2 0 0 0 0 0
[43] 356 21 6 0 0 2 0 0
115 34 1 0 0 0 1 () 0
116 o3 9 0 0 0 0 0 0
117 54 2 1 0 0 2 0 0
TOTAL 2580 259 31 31 5 16 S 1

In % 10.04 120 1.20 0.19 062 | 019 | 0.04

Chrom: chromosome

Rob T: Robertsonian translocation
Rec T: reciprocal translocation
Inv: inversion

+ mar: supernumerary marker
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Table 3. Chromosome abnormalities reported in series of oligozoospermic males
(frequencies expressed in %).

Sperm | Number | 47,XXY | Mosaic and Ychrom |RobT|RecT | Inv | + mar
count of variant structural
Qea\E: patients 47.XXY anomaly
<1 397 1.3 0.8 0.0 1.3 1.3 0.0 0.3
<5 269 0.0 1.1 0.0 1.9 22 0.4 0.0
1-5 252 0.0 0.0 0.0 2.0 1.6 0.0 0.0
5-10 101 0.0 0.0 1.0 0.0 2.0 1.0 0.0
5-20 473 0.0 0.0 0.6 13 1.3 0.2 0.0
<10 959 0.7 13 0.6 1.9 0.8 0.6 0.6
10-20 146 0.0 0.0 0.0 14 0.7 0.0 0.0
<20 1113 0.4 04 0.2 1.0 04 0.3 0.0
TOTAL | 3710 04 0.6 0.3 1.4 1.0 0.3 0.2

Chrom: chromosome

Rob T: Robertsonian translocation
Rec T: reciprocal translocation
Inv: inversion

+ mar: supernumerary marker

karyotype. Cytogenetic analysis of 3710 oligozoospermic males is available in
the literature (Annexe 1). One hundred fifty-seven men (4.23%) present a
chromosomal abnormality, most of them having a Robertsonian or a reciprocal
translocation (Table 3). No correlation exists between the probability of having
an abnormality involving an autosomal pair of chromosomes and the sperm
count while Klinefelter’s syndrome (homogeneous, mosaic or variant) is
associated with a very low sperm count (less than 1 million spermatozoa/ml).

A total of 617 males with a 47,XXY constitution (4.05%) is found among
the 15242 men karyotyped. This is 38 times higher than the frequency reported
in newborn series (0.105%). Klinefelter's syndrome is mainly associated with
azoospermia (10.04%) but is also seen with a high frequency (over 1%) in
severe oligozoospermia (sperm count < 1x 10°/ml). Mosaic and variant
47,XXY constitution is not an unusual finding and is also more likely to be
seen in azoospermic and severe oligozoospernic males (respectively, 1.2 and
0.8%). The gonadal defect in XXY males appears to be related to germ cell
survival and sex chromosome constitution. It is thought that the testicular
atrophy seen in patients with Klinefelter's syndrome is due to the failure of the
germ cells containing two X chromosomes to survive [20]. Indeed, Mikamo et
al. (1968) found the number of spermatogonia in the testes of three XXY boys
to be included between 1 and 24% of the control values; however, little or no
sign of spermatogenic activity remained at puberty [21]. Although a
comprehensive analysis is impossible, the severity of the oligozoospermia or
the presence of azoospermia is presumably dependent on the frequencies of the
several cell lines involved in the mosaicism.
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Annexe 1. Chromosome abnormalities reported in series of oligozoospermic males.

Reference | Nr | Sperm | 47,XXY | Mosaicand | Ychrom | RobT | RecT | Inv | +mar
count variant structural
(10%ml) 47XXY anomaly

ORI M e 1 0 0 1 0] 0
[95] 149 <1 0 0 0 2 1 0 0
[96] 113 <1 5 0 0 3 3 0 1
97] 24 <l 0 2 0 0 0 0 0
TOTAL | 397 <1 5 3 0 5 5 0 1
[104] 38 <5 0 0 0 0 0 0 0
[107] 231 <5 0 3 0 5 6 1 0
TOTAL | 269 <5 0 3 0 5 6 1 0
[95] 9% 1-5 0 0 0 2 1 0 0
[971 39 1-5 0 0 0 0 1 0 0
[98] 27 1-5 0 0 0 2 0 0 0
[101] 92 1-5 0 0 0 1 2 0 0
TOTAL | 252 1-5 0 0 0 5 4 0 0
[107] 61 5-10 0 0 1 0 1 1 0
[97] 40 5-10 0 0 0 0 1 0 0
TOTAL | 101 5-10 0 0 1 0 2 1 0
[95] 81 5-20 0 0 2 i 0 0 0
[150] 295 5-20 0 0 1 4 5 0 0
[98] 20 5-20 0 0 0 0 1 0 0
[101] 71 5-20 0 0 0 1 0 1 0
TOTAL | 473 5-20 0 0 3 6 6 1 0
[17] 569 <10 3 6 2 14 9 5 4
[16] 390 <10 4 6 4 4 3 1 2
TOTAL | 959 <10 7 12 6 18 8 6 6
[107] 112 10-20 0 0 0 2 1 0 0
[971 34 10-20 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL | 146 10-20 0 0 0 2 1 0 0
[11] 34 <20 0 3 1 0 0 0 0
[114] 47 <20 0 0 0 2 0 0 0
[43] 464 <20 0 0 0 6 1 1 0
[117] 108 <20 1 0 0 1 0 0 0
991 204 <20 2 0 0 0 1 2 0
[100] 34 <20 1 1 0 1 1 0 0
[103] 136 <20 0 0 0 1 0 0 0
[106] 68 <20 0 0 1 0 0 0 0
[109] 18 <20 0 0 0 0 | 0 0
TOTAL | 1113 <20 4 4 2 11 4 3 0
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The frequency of Y chromosome structural rearrangements is higher than
that observed in newborn series. For the present purposes, only pericentric
inversions, dicentrics and deletions of the euchromatin part of the long arm are
considered. These rearrangements are seen in azoospermic and
oligozoospermic patients (respectively, 1.2 and 0.3%). Failure of pairing
between the X and Y chromosomes was reported in a few cases of Y
chromosome structural rearrangement, including a dicentric Y chromosome
[22], a ring Y chromosome [23] and a pericentric inversion of the Y
chromosome [22]. In the 1970s, several oligozoospermic males were found to
have a deletion in the euchromatic part of the long arm of the Y chromosome
[24,25], which led to the identification of several azoospermia factors (see
below).

Robertsonian translocations are seen in 0.73% (111/15242) of the males
investigated for infertility, which is nine times higher than the frequency
reported in newborn studies (0.085%). It is worth noting that Robertsonian
translocations are rarely found in azoospermia (0.19%) but frequently seen in
severe oligozoospermia (1.4%). The chromosomes involved in these
Robertsonian translocations are known in 101 of the 111 cases. A 13;14
translocation is seen in 73 cases and a 14;21 translocation in 10 cases, which is
comparable to the numbers reported in newborn series. Although Robertsonian
translocations are more likely to be found in cytogenetic studies of infertile
men, their role in oligozoospermia is not clear. Indeed, the testicular histology
of such male carriers shows a variable picture ranging from severe impairment
to near-normality [26]. Furthermore, the infertile male carriers of a
Robertsonian translocation have usually fertile male relatives carrying the
same rearrangement.

The probability of finding a reciprocal translocation is six times higher in
series of infertile men than in series of newborns (0.092). Indeed, 0.53% of the
infertile males carry a reciprocal translocation compared with 0.092 % of the
newborns. A search in the literature combined with the retrieval of infertile
males from the Mendelian Cytogenetics Network  Database
(http://www.mendb.org) brings a total of 398 patients with a reciprocal
translocation, including several three- and four-way translocations. All 48
chromosome arms of a haploid karyotype are involved in translocation (Figure

1). Their distribution, using the Monte Carlo simulations [27,28], shows six
arms to be more rearranged than expected on the basis of their relative length
(p > 0.05); they are 1p, 1q, 9p, 9q, 144, and Yq. In 2004, Bache et al. reported
an excess of chromosome 1 breakpoints in male infertility, the largest number
of breakpoints being located in band 1g21 [29]. However, FISH mapping using
several BACs (Bacterial Artificial Chromosome) revealed that they did not
involve the same region at the molecular level.
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Chromosomes

Figure 1. Distribution of reciprocal translocations among infertile males.

It is known that some reciprocal translocations are associated with failure
or impairment of sperm production (see, for example, [30-32]). Lyon and
Meredith (1966), who first showed that some translocations not involving the
sex chromosomes caused male sterility because of spermatogenic impairment,
noted that such translocations tended to give a high proportion of chain
configurations at the metaphase of the first meiotic division rather than rings
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[33]. A correlation was even found between the percentage of chain
configuration at meiotic metaphase I and the severity of effect on the sperm
count [15,34-39].

Reciprocal translocations involving a sex chromosome and an autosome
are rare among infertile men (Figure 1). Lifschytz and Lindsley (1972)
postulated that the asynchronous control of X chromosomal and autosomal
gene activity was necessary for normal spermatogenesis. Therefore,
chromosomal aberrations that interfere with this control in primary
spermatocytes will also interfere with normal spermatogenesis [40].
Translocations involving the Y chromosome and an autosome are
characterised by a germ-cell maturation arrest resulting in azoospermia or
severe oligozoospermia [39,41,42].

Inversions, both pericentric and paracentric, excluding the pericentric
inversions involving the heterochromatin of chromosome 9, are rarely found
in infertile men (24/15242 — 0.16%). The frequency of inversions shows a 13
times increase among infertile males compared to newborns. A search in the
literature combined with the retrieval of infertile males from the Mendelian
Cytogenetics Network Database (http://www.mcndb.org) brings a total of 99
patients with an inversion (67 pericentric and 32 paracentric) (Figure 2).
Pericentric inversions of chromosomes 1, 3, and 10 are present in more than
10 infertile men each. Chromosome 10 is of special interest as six patients
have a inv(10)(p11q21-22) and 4 a inv(10)(q11q21). Moreover, the 10q21-
q22 region is also involved in inversions observed in women karyotyped
before ICSI and is broken in 24 reciprocal translocations seen in infertile
men. Therefore, whether this region of the long arm of chromosome 10
harbors one or several genes essential for fertility remains to be
explored.

A supemnumerary marker is seen in 0.14% (22/15242) of the males
investigated for infertility, which is six times higher than the frequency
reported in newborn studies (0.023%). The probability of finding a
supernumerary marker is higher among oligozoospermic than azoospermic
men.

Few reports on male infertility mention chromosomal polymorphisms (or
variants). These minor chromosomal abnormalities are considered to have no
clinical effect. Micic et al. (1984) reported an incidence of 9.4% of
chromosomal variants [43] while Abramsson et al. (1982) reported an
incidence of 4.4% of chromosome polymorphisms, most of them being
enlarged Y chromosome (Yq+) [44]. Moreau and Teyssier (1982) found
10% of infertile males to have D and G variants to be compared with 4%
of control men [45]. At the present time, there is no evidence that a
relationship may exist between minor autosomal polymorphisms and male
infertility.
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Figure 2. Distribution of inversions among infertile males.

Meiotic abnormalities

The prevalence of constitutional chromosomal abnormalities is higher
among infertile males than in the general population. They can lead to a more
or less severe meiotic arrest or segregate abnormally during meiosis and
produce chromosomally unbalanced spermatozoa (see next chapter).
Cytogenetic errors can also arise during meiosis in infertile men with a normal
karyotype [3].

Meiotic studies have been performed using two different approaches, the
older studies being based on classical solid staining and the more recent on
immunostaining of the synaptonemal complexes and fluorescent in situ
hybridisation [46-49].

Meiotic chromosome abnormalities have been reported in several series of
infertile males using the staining method (Table 4) [3]. Overall, 7.9% of the
2270 males studied show some type of meiotic chromosome abnormality.
These abnormalities include, among others, a low chiasma count, the presence
of univalents (sign of desynapsis), bivalent fragmentation, asymmetrical
bivalents and polyploidy. A full description of the several types of meiotic
chromosome abnormalities found in infertile males is given in Koulischer et al.
(1982) [50]. Although the technique was fast, cheap, reliable and easy to
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Table 4. Meiotic chromosome abnormalities reported in several series of infertile males
using a solid staining method.

References Number of Number of cases with meiotic
cases studied chromosome abnormalities

[8] 30 1

[22] 50 5

[118] 18 11

[119] 50 3

[34] 118 8

[120] 154 7

[117] 200 34

[121] 10 5

[122] 90 5

[50} 450 52
[53] 1100 48

TOTAL 2270 179 (7.9%)

perform, the interest of these studies was controversial. Some authors found
them useful [51], others did not [52]. Although some authors thought, at the
beginning of the 1980s, that meiotic chromosome abnormalities in males with
a normal karyotype did not play a major role in infertility [52], there is now
evidence that the abnormalities of the meiotic chromosomes seen in men
explain their infertility [53,54].

The incidence of synaptic anomalies among infertile males is variable,
depending upon the inclusion criteria of the population studied and the
methodology applied. More recently, a few studies have tried to analyse more
homogeneous populations. Gonsalves et al. (2004) found that 10% of males
with non-obstructive azoospermia had lower recombination frequencies than
normospermic men [55]. Egozcue et al. (2000) observed meiotic anomalies
among 18 of the 102 patients (17.6%) with a severe oligoasthenozoospermia
(sperm count < 1.5 million/ml) [56].

Molecular cytogenetic techniques (fluorescent in situ hybridisation) offer
the advantage of identifying and characterising each bivalent in metaphase 1.
They also allow the interpretation of metaphase II figures [46-49]. However,
these techniques are time-consuming and very expensive; therefore, their use is
limited to research purposes.

Meiotic chromosome analysis is useful and could be performed, as part of
the evaluation of male infertility, in selected patients. As proposed by Egozcue
et al. (2005), the best candidates would be males with a normal karyotype and
a long history of unexplained infertility, including those with severe
oligoasthenozoospermia (sperm count < 1.5 million/ml) or in vitro fertilisation
(IVF) failures [54].
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Y Chromosome microdeletions

The long arm of the Y chromosome is involved in male sexual
development and spermatogenesis. It contains at least 15 gene families
supposedly involved in the control of spermatogenesis [57-62]. The premeiotic
pairing process of the sex chromosomes along the AZF (azoospermia factor)
chromatin is essential for proper meiosis [63].

Spermatogenesis is a complex differentiation process resulting in major
biochemical, physiological and morphologic changes regulated by many genes
and sensitive to environmental factors. It involves different genes regulating
mitotic and meiotic cell divisions, as well as subsequent differentiation to
mature spermatozoa.

The Y chromosome is genetically highly unstable. The high spontaneous
loss of genetic material is due, not only to the presence of highly repetitive
sequences, but also to the lack of recombination of a large part of the
chromosome during meiosis.

In 1976, Tiepolo and Zuffardi showed that deletions in the non fluorescent
portion of the long arm of the Y chromosome were associated with
spermatogenic failure [25]. In 1992, Vollrath et al. established the first STS
(Sequence Tagged Site) interval map of the Y chromosome using 110 STS loci
in band Yql1, which they subdivided into 23 intervals (5A-5Q, 6A-6F) (Figure
3) [64]. In 1996, Vogt et al. mapped several azoospermia factors (AZF) to
different regions of band Yqll, respectively AZFa, AZFb and AZFc in the
proximal, middle and distal regions of Yqll [58]. More recently, a fourth
region (AZFd) was described by Kent-First et al. [65].

The identification of Y chromosome microdeletions has a diagnostic,
prognostic and preventive value. This is why, although they cannot be evidenced
by cytogenetic techniques, there are considered here. Indeed, Y chromosome
microdeletions are searched for using a panel of STS, as recommended notably
by the European Academy of Andrology, for the regions AZFa, AZFb and
AZFc. Therefore, microdeletions located outside the regions covered by the
panel are not detected and, in these cases, the males are considered to have no Y
microdeletion. However, it is known that genes associated with impaired
spermatogenesis are located in the regions that are not currently tested [66].

Many studies have tried to determine the prevalence of Y chromosome
microdeletions among infertile males. Unfortunately, there is no concensus
regarding how the men should be divided in categories, so that we identified
15 different categories from azoospermia to sperm concentration up to 20x10°
spermatozoa/ml. In a few studies, patients could not even been classified
according to a sperm count category.

The incidence of Y chromosome microdeletions in infertile males varies
between studies. These differences are mostly related to study design
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Figure 3. Schematic representation of the Y chromosome (PAR: pseudo-autosomal
region; SRY: sex-determining region Y; AZF: azoospermia factor; DAZ: deleted in
azoospermia).

(inclusion criteria) and to the location and number of STSs used, although
methodological problems and population variations cannot be excluded.

The mean incidence of Y chromosome microdeletions in 2757
azoospermic males reported in the literature is 10% (Table 5). AZFa is deleted,
alone or in combination, in 14.6%, AZFb in 42.7%, and AZFc in 84.4% of the
azoospermic men (Figure 4). In 10 studies, azoospermic and oligospermic men
are combined, with the highest sperm concentration value varying from 1 to 20
x 10%ml (Annexe 2). The overall incidence of Y chromosome microdeletions
is 6.7% among these 2445 males, the highest figure (9.3%) being observed in
males having a sperm count less than 1 million spermatozoa/ml (Table 6).
Although the incidence of Y chromosome microdeletions is 4.2% among
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Table 5. Y chromosome microdeletions in series of azoospermic males.

Reference | Number of Number of Y Deletion of AZF
i patients microdeletions
a b c a+h b+c | atb+c
[123] 108 4 3 1
[124] 108 7 2 5
[109] 105 1 1 5 1
[125] 50 10
1871 26 6
[126] 83 15
[127] 139 4 4
[128] 39 2 1 1
[129] 16 6
[130] 74 3 3
[108] 19 0
[71] ¥ 18 10 1 9
[131] 44 3 2 1
[132] 51 4
[77] 51 10 g
[133] 71 4 I 2 1
[134] 14 2
1105] 50 5
[135] 19 4
[136] 40 8 4 4
[106] 42 6 3 1 2
[68] 89 1
[137] 9 1
[138] 3 10
[139] 22 1
[140] 59 5 g
[140] 135 9 1 3 S
[141] 15 3 1 2
[75] 92 8 1 3 2 2
[142] 33 0
1103] 50 8 8
[74] 2 6 1 4 1
[143] 27 6 6
[104] 134 8 51 3
[144] 44 2
[145] 73 9 8 1
[92] 73 7l 1 3 1
[146] 218 18 17
[147] 54 14 2 9 10 1 4 1
[148] 3 1 1
[79] 3 0
[102] 94 11 1 8 2
[951 50 1 1
[96] 37 3 3
[97] 13 0
[98] 40 3 3
[149] 46 5 1 4
[101] 71 5 2 2
TOTAL 2757 276 5 20 109 6 41 18
In % 10.01 2.5 10.1 54.8 3.0 20.6 9.0

* Sertoli cell-only syndrome
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Table 6. Y chromosome microdeletions reported in series of azoospermic and
oligozoospermic males (frequencies expressed in %).

Sperm count | Number of Nrof Y Nrof Y
(10%ml) patients microdeletions | microdeletions (%)
0-1 million 140 13 9.3
0-2 millions 370 13 39
0-5 millions 1752 123 7.0
0-20 millions 183 15 8.2
TOTAL 2445 164 6.7

Annexe 2. Y chromosome microdeletions reported in series of azoospermic and
oligozoospermic males.

Reference | Sperm count | Number of | Nrof Y micro- Deletion of AZF
(10%/ml) patients deleti
a b c atb | b+c | atb+c
[151] 0-1 million 82 10 1 6 2 1
[152] 0-1 million 58 3 3
TOTAL 0-1 million 140 13
[58] 0-2 millions 370 13
TOTAL | 0-2 millions 370 13 1 9 2 1
[150] 0-5 millions 202 10 8 2
[153] 750 45
[154] 650 29
[155] 0-5 millions 40 11 1 5 3
[155] 0-5 millions 110 28 1 3 10 1 4 8
TOTAL | 0-5 millions 1752 123 2 8 23 1 6 8
[91] 0-20 millions 163 8 I 4 3
[156] 0-20 millions 50 i
TOTAL | 0-20 millions 183 15 1 4 3

oligospermic men, major differences exist between the 5 categories
considered (Annexe 3). Indeed, males having a sperm count less than 1
million have a 6.4% risk of being carrier of a Y chromosome microdeletion
(58/912) whereas males whose' sperm count is included between 1 and 20
millions/ml have a 1% risk (10/965) (Table 7). AZFa is deleted, alone or in
combination, in 2.6%, AZFb in 23.1%, and AZFc in 98.7% of the
oligozoospermic men (Figure 5).

In summary, 6 to 10% of the males having less than one million
spermatozoa/ml carry a Y chromosome microdeletion, which is rare in men
having a sperm count higher than one million/ml (about 1%). AZFa is more
likely to be deleted in azoospermic patients (associated with Sertoli cell-only
syndrome) while AZFc is deleted in some 90% of the infertile males.
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Figure 4. Distribution of the Y chromosome microdeletions among azoospermic males.

Y chromosome microdeletions represent the most frequent genetic
abnormality in azoospermia and severe oligozoospermia. Although different
AZF regions can be deleted, there is still no clear genotype-phenotype
correlation, apparently identical microdeletions being associated with
different tubular damage and similar testicular anomalies with different types
of microdeletions [62,65,67-70]. Deletions of AZFa are frequently observed
in idiopathic Sertoli cell-only syndrome (azoospermia, small testes, elevated
FSH, normal level of testosterone, absence of germ cells in the testes) [71]
and less frequently in oligozoospermia. Deletions of AZFb and AZFc can be
seen in conditions varying from Sertoli cell-only syndrome to mild
oligozoospermia. Deletions of AZFd are associated with mild
oligozoospermia to normozoospermia with abnormal sperm morphology
[65]. Therefore, Y chromosome microdeletions cannot be predicted on the
basis of clinical findings or even the results of semen analysis.
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Annexe 3. Y chromosome microdeletions reported in series of oligozoospermic males.

Reference | Sperm count | . Number of Nr of Y micro- Deletion of AZF-
(10%ml) patients deleti
a b c a+b | b+c [a+b+c
[95] <1 million 151 2 2
[96] <1 million 113 5 5
197] <1 million 32 1
[101] <1 million 47 1 1
[148] <1 million 8 2 1 1
[146] <1 million 116 12 1 o
[143] <1 million 51 3 3
[144] 63 9
[139] 42 2 1 1
[130] 62 2 2
[108] 111 7 U
[132] 21 3
[77] 30 4
[124] 20 2 1 1
[157) 35 2
[125] 10 L
TOTAL <1 million 912 58 0 1 20 0 15 2
[124] 1-5 millions 12 1
[130] 32, 0
[132] 17 1
[139] 26 0
[143] 23 0
[95] 94 0
1971 1-5 millions 47 0
[98] 1-5 millions 27 0
[101] 1-5 millions 2 0
TOTAL | 1-5 millions 370 2
[79] 26 2 2
[74] 91 3 3
[104] 38 1 1
[145] 28 4 4
[140] 47 4 4
[140] 19 0
[141] <5 ons 50 2 2
[75] <5 millions 86 2 2
[142] <5 millions 64 0
[138] <5 millions 18 1
[127] <5 millions 53 0
[129] <5 millions 22 5
[131] i 86 3 3
[123] 121 5 5
(87] 30 3
[126] <5 millions 39 5
TOTAL | <5 millions 818 40 0 0 26 0 0 0
[79] 5-20 millions 14 0
[155] 5-20 millions 20 0
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Annexe 3 continued

[155] 5-20 millions 20 0
[143] 5-20 millions 25 0
[139] 5-20 millions 27 0
[141] 5-20 millions 62 2
[75] 5-20 millions 48 0
[131] 5-20 millions 39 0
[132] . | 5-20 millions | - 9 0
[124] 5-20 millions 10 0
[87] 5-20 millions 42 4
[126] 5-20 millions i 1
[95] 5-20 millions 81 0
97 5-20 millions 79 1
[98] 5-20 millions 20 0
[101] 5-20 millions 92 0
TOTAL | 5-20 millions 595 8
[103] <20 millions 136 2 2
[92] <20 millions 10 il 1
[128] <20 millions 17 0
[109] <20 millions 28 1 1
[135] <20 millions 14 2
[106] <20 millions 67 10 10
TOTAL | <20 millions 272 16 0 0 14 0 0 0

[@a @b Oc Dath Bhre Matbre|

Figure 5. Distribution of the Y chromosome microdeletions among oligozoospermic males.
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Table 7. Y chromosome microdeletions reported in series of oligozoospermic males
(frequencies expressed in %).

Sperm count | Number of | Number of Y Number of Y

(10%/ml) patients microdeletions | microdeletions (%)
=1 912 58 6.4
<5 818 40 4.9
1-5 370 2 0.5
5-20 595 8 1.3
<20 272 16 5.9
TOTAL 2967 124 4.2

Identifying the type of microdeletion is very important because it has
implications on the success rate of testicular sperm retrieval in azoospermic
patients [70,72]. Several studies found that the ICSI outcomes with sperm
from men carrying a AZFc microdeletion were comparable to those with a
normal Y chromosome [69,73-77]. However, van Golde et al. found a
significantly lower rate of fertilisation and poorer embryo quality among 8
men with a AZFc microdeletion compared with those having a normal Y
chromosome [78].

Vertical transmission of a Y microdeletion from father to son through
ICSI has now been reported in several cases [79-83]. No instance of a son
not inheriting a Y microdeletion from his father has been reported,
suggesting that the microdeletion is present in a homogeneous and not a
mosaic state in the sperm of the father. A few instances of transmission of a
Y microdeletion from a fertile father to his infertile sons have also been
reported [84-87].

Conclusions

The frequency of somatic chromosomal abnormalities is increased in infertile
males. The relative risk of carrying a specific karyotypic aberration depends of the
status of the male investigated (azoospermic versus oligozoospermic). Males with
azoospermia are much more likely to have a sex chromosome abnormality, either
numerical or structural, than those with oligozoospermia. On the contrary, males
with oligozoospermia are more likely to have an autosomal rearrangement
(translocations, inversions, supernumerary markers) than those with azoospermia.
This explains why the distribution and the incidence of the several types of
chromosomal abnormalities among males enrolled in a ICSI program are closer to
those of oligozoospermic rather than azoospermic males.

Some 8% of infertile males having a constitutional normal karyotype show
some type of meiotic chromosome abnormality. This rate could be higher
among males selected on strict inclusion criteria such as severe
oligoasthenozoospermia (sperm count < 1.5 million/ml) or in vitro fertilisation
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(IVF) failures. Therefore, meiotic chromosome analysis is useful and could be
performed, as part of the evaluation of male infertility, in selected patients.

Following the identification that deletions in the non fluorescent portion of
the long arm of the Y chromosome were associated with spermatogenic failure,
three regions located in band Yql1, AZFa, AZFb and AZFc, have been found
to be deleted in infertile males. Y chromosome microdeletions represent the
most frequent genetic abnormality in azoospermia and severe oligozoospermia
(sperm count < 1 million/ml), 10% of the these males carrying a deletion of at
least one AZF region. However, there is still no clear genotype-phenotype
correlation and Y chromosome microdeletions cannot be predicted on the basis
of clinical findings or even the results of semen analysis.

Predicting a chromosomal abnormality or the presence of a Y chromosome
microdeletion from sperm disturbance (numeration, morphology, motility) is
impossible. Therefore, all infertile males should have a cytogenetic analysis
completed by a search for Y chromosome microdeletion, when appropriate.

Detection of a chromosomal abnormality or a Y chromosome
microdeletion has to lead to genetic counselling. The couple must be informed
of the risks of the planned infertility treatment (IVF or ICSI): possible
fertilisation or implantation failure, increased abortion risk, potential birth of a
child with an unbalanced chromosomal abnormality, risk of transmitting a
genetic defect possibly leading to infertility, etc.
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La premiere partie développée rapporte I'étude de la ségrégation méiotique chez des
patients infertiles dont le caryotype est normal. Nous nous intéresserons exclusivement
a des patients présentant une importante tératozoospermie. Nous étudierons également

la fragmentation de 'ADN spermatique.

La deuxiéme partie traite de I'étude de la ségrégation méiotique dans les gametes de
patients dont le caryotype est anormal ainsi que du taux de fragmentation de 'ADN
dans les frottis de sperme de ces mémes patients. Le but est de déterminer si ce taux
de fragmentation de 'ADN est corrélé au type d'anomalie de structure ou encore au

pourcentage de gameétes chromosomiquement déséquilibrés.

Partie 1 : Ségrégation méiotique et fragmentation de I'ADN
spermatique chez des patients avec un caryotype lymphocytaire
normal mais une trés sévére tératozoospermie

Les analyses cytogénétiques réalisées sur des produits de fausses couches du premier
trimestre de grossesse ont montré qu'au moins 60% d'entre elles étaient associées a des
anomalies de nombre ou de structure des chromosomes (Boue & Boue, 1973). De ce fait,
nous pouvohs hous attendre a ce que les gamétes humains puissent &tre porteurs de
telles anomalies. Il a été montré que les hommes infertiles avec des parametres
spermatiques anormaux ont un taux d'aneuploidie supérieur a celui trouvé chez les
hommes fertiles (Machev et a/, 2005; Miharu, 2005). Toutefois, il reste difficile de
savoir si ces augmentations sont dues a I'oligozoospermie et/ou a l'asthénozoospermie

et/ou a la tératozoospermie.
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Article 1 : Study of aneuploidy in large-headed, multiple-tailed

spermatozoa: case report and review of the literature

A. Perrin, F. Morel, L. Moy, D. Colleu, V. Amice, M. De Braekeleer. Fertility and Sterility. 2008,
90(4),1201.e13-1201.e17

Article 2 : Study of aneuploidy and DNA fragmentation in gametes of

patients with severe teratozoospermia

A. Perrin, N. Louanjli, N. Douet-Guilbert, P. May-Panloup, Y. Ziane, T. Louanjli, M.J. Le Bris., C. Le

Roy, N. Guéganic, V. Amice, M. De Braekeleer, F. Morel (soumis & Human Reproduction)

Résultats :

Les études portent sur 11 patients présentant une tératozoospermie tres sévére (moins
de 19% de formes normales). Huit d'entre eux ont une oligoasthénotératozoospermie et
3 ont une asthénotératozoospermie. Les 4 patients avec un nombre important de
gametes macrocéphales et multiflagellés (Photo 21) ont plus de 99% de leurs
spermatozoides chromosomiquement déséquilibrés pour les chromosomes étudiés. Chez
les patients ayant une globozoospermie ou une tératozoospermie due a différentes
anomalies (anomalies de la téte, de I'acrosome, du flagelle), les taux d'aneuploidies sont
quelques fois significativement augmentés par rapport au groupe témoin mais de fagon

trés modérée.

Nous avons également étudié, par la technique TUNEL, la fragmentation de I'ADN
spermatique chez ces 11 patients. Elle est augmentée, en moyenne, de 12 fois par

rapport a notre groupe témoin (14,6% versus1,2%).
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Photo 21: Spermatozoides du patient P1 apres coloration au May Griinwald-Giemsa (A-), aprés
FISH (B1- LSI 13q14/21q22, spectrum vert/orange ; B2- CEPX, CEPY et pool de BACs en
18q11.1q11.2 avec respectivement les spectrum vert, orange et aqua) et apres TNUEL (C-).

184



Discussion :

L'étude de |'équipement chromosomique de ces patients infertiles a consisté en l'analyse
des chromosomes 13, 18, 21, X et VY. Ils sont étudiés en diagnostic parce qu'une
aneuploidie de ces derniers est compatible avec I'évolution d'une grossesse et surtout la
viabilité d'un foetus susceptible d'étre affecté par des malformations et/ou des
retards mentaux sévéres (trisomie 13 - syndrome de Patau -, trisomie 18 - syndrome
d'Edwards -, trisomie 21 - syndrome de Down), des troubles de la fertilité associés ou
non a des froubles psychiques et/ou des difficultés d'apprentissage (monosomie X -

syndrome de Turner -, caryotype 47 XXY - syndrome de Klinefelter -, caryotype XYY).

Nous avons montré que la présence d'une tératozoospermie trés sévere n'est pas
forcément une contre-indication a la tentative dICSI. Une tératozoospermie tres
sévere n'est pas synonyme d'équipement chromosomique déséquilibré. Cependant, les
gametes macrocéphales et multiflagellés ne doivent pas étre utilisés en ICSI car ils
sont tous chromosomiquement déséquilibrés. Cela a été montré pour les patients ayant
62%, 78%, 83% et 72% de spermatozoides macrocéphales avec respectivement 8%,
40%, 39% et 17% de flagelles multiples. Les spermatozoides macrocéphales ne peuvent
pas étre utilisés en ICSI, car ils ne passent pas dans la micropipette utilisée. Nos
résultats corroborent le fait que, chez ces patients, mémes les spermatozoides qui ne
sont pas macrocéphales, et qui pourraient donc étre prélevés et injectés dans un
ovocyte, ont un équipement chromosomique déséquilibré (Guthauser et al., 2006; Achard
et al, 2007). Pour les patients qui n'ont pas ce type bien particulier de
tératozoospermie, le recours a I'TCST est tout a fait possible. Néanmoins, ces patients

ont un risque d'avoir un ADN spermatique fragmenté.

Ainsi, les échecs dAMP peuvent s'expliquer par le fort taux de gametes déséquilibrés
pour certains patients. Pour d'autres, ce pourrait étre la fragmentation de I'ADN

spermatique.
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Nous recommandons de réaliser, en diagnostic, a la fois une FISH et une analyse de la

fragmentation chez les patients présentant une trés sévére tératozoospermie.
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Article 1

Study of aneuploidy in large-headed, multiple-tailed spermatozoa: case report

and review of the literature
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case aerort [

Study of aneuploidy in large-headed, multiple-tailed
spermatozoa: case report and review of the literature

Aurore Perrin, M.Sc.,* Frédéric Morel, Ph.D.,*® Ludovic Moy, M.D.,° Daniel Colleu, M.D.,°
Véronique Amice, M.D.,® and Marc De Braekeleer, M.D., Ph.D.*®

 Laboratoire d’Histologie, Embryologie et Cytogénétique, Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé, Université de
Bretagne Occidentale, Brest;  Service de Cytogénétique, Cytologie et Biologie de la Reproduction, Centre Hospitalier
Universitaire, Morvan, Brest; and ¢ Clinique de la Sagesse, Rennes, France

Objective: To determine the meiotic segregation in large-headed, multiple-tailed spermatozoa.

Design: Analysis of sperm nuclei by fluorescence in situ hybridization (FISH).

Setting: University hospital.

Patient(s): A 34-year-old man with 100% morphologically abnormal spermatozoa.

Intervention(s): Dual-color FISH for chromosomes 13 and 21 and triple-color FISH for chromosomes X, Y, and 18
were performed.

Main Outcome Measure(s): Aneuploidy rates.

Resuli(s): More than 99% of the spermatozoa had abnormal content for chromosomes X, Y, 13, 18, and 21. Dip-
loidy, triploidy, and tetraploidy rates were found to be 18.42%, 6.14%, and 33.99% in triple-color FISH and to be
16.09%, 16.28%, and 38.95% in dual-color FISH.

Conclusion(s): Our results and those from other investigators show that large-headed, multiple-tailed spermatozoa
are associated with a high rate of polyploidy and aneuploidy. Intracytoplasmic sperm injection should not be rec-
ommended to those patients, not only because of its low success rate but also because of its high genetic risk. (Fertil
Steril® 2008;90:1201.e13—e17. ©2008 by American Society for Reproductive Medicine.)

Key Words: Aneuploidy, large-headed spermatozoa, multiple-tailed spermatozoa, meiotic segregation, male infer-

tility, FISH

Men with azoospermia and oligoasthenoteratozoospermia
(OAT) have a higher risk of carrying a constitutional chromo-
somal aberration than do fertile men (1, 2). Furthermore,
chromosomal aneuploidies are more frequent in spermatozoa
among infertile men with a normal karyotype (1, 3). Several
investigators also have reported an association between chro-
mosomal aneuploidies and morphological defects in sperma-
tozoon heads (4-7).

In 1977, Nistal et al. (8) reported on an infertile man in
whom a high number of spermatozoa showed low motility
and had irregular large heads, with a variable number of tails
(<4 flagella). Men presenting with teratozoospermia associ-
ated with large heads and multiple-flagella spermatozoa are
now considered to have the macrocephalic sperm head syn-
drome, also known as meiotic division deficiency (9). This
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condition accounts for <1% of male infertility, its frequency
being estimated at 0.27% (10).

Quantification of the DNA content in four infertile men
with large-headed and multiple-tailed spermatozoa revealed
a large increase in nuclear volume (11). Several infertile
men with large-headed, multiple-tailed spermatozoa have
now been reported, and the chromosomal content of their
spermatozoa has been analyzed by fluorescent in situ hybrid-
ization (FISH). In the present study, we report on our FISH
results in a patient with large-headed, multiple-tailed sperma-
tozoa and review the literature.

MATERIALS AND METHODS

Patients

A couple (34-y-old man and 29-y-old woman) presented with
a 4-year history of infertility. Both partners had a normal
blood lymphocyte karyotype. An ICSI attempt had been
scheduled some months earlier but was canceled because
all the spermatozoa were macrocephalic and had multiple
tails. Before this study, the patient was informed about the in-
vestigations and gave his consent.
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Sperm concentration and motility were evaluated accord-
ing to the recommendations of the World Health Organiza-
tion (12), and sperm morphology was evaluated by strict
criteria (13). The characteristics of sperm examination are
given in Table 1. The multiple anomalies index (the total
number of anomalies divided by over the total number of
abnormal spermatozoa) was 2.3 (normal value, 1.6) (14).

Analysis of Aneuploidy

The sperm sample was washed in phosphate-buffered saline,
and 20 uL of sperm was dropped and fixed on a slide with
Carnoy’s solution (methanol-acetic acid; 3:1, vol/vol). The
sperm nuclei were partially decondensed for 3 minutes by
using a solution of NaOH (1 mol/L), then they were washed
in 2x SSC for 10 minutes.

The sperm sample was analyzed by using dual FISH (chro-
mosomes 13 and 21) with a specific cocktail probe of 13q14
and 21q22 (Abbott, Rungis, France) and by using triple FISH
(chromosomes X, Y, and 18) with specific alphoid probes of
the X chromosome (probe DXZ1, spectrum green; Abbott), Y
chromosome (probe DYZ3, spectrum orange; Abbott), and
chromosome 18 (D18Z1, spectrum aqua; Abbott).

Before hybridization, the sperm DNA slides were im-
mersed in a jar of 2x SSC-0.4% NP40 solution for 30 min-
utes at 37°C and then were passed through an ethanol series
of increasing concentrations before being allowed to air
dry.

The denaturation was performed simultaneously on sperm
nuclei and probes for 1 minute at 72°C. The slides were incu-
bated overnight at 37°C. Posthybridization washes included
40 seconds in 0.4x SSC-0.3% NP40 at 72°C, followed by
15 seconds in 2x SSC-0.1% NP40 at room temperature.

The slides were counterstained with 4’,6-diamino-2-phe-
nylindole and observed by using a Zeiss Axioplan micro-
scope (Zeiss, Le Pecq, France), with the appropriate set of

TABLE 1

Light-microscope characteristics of sperm
examination.

Characteristic Data
Volume (mL) 9
Concentration (per mL) 2.8 x 10°
Abnormal forms (%) 100
Vital spermatozoa (%) 40
Progressively motile (%) 0
Shaking (%) 13
Abnormal acrosome (%) 42
Macrocephalic forms (%) 62
Abnormal flagella (%) 54
Cytoplasmic droplets in midpiece (%) 22
Perrin. Aneuploidy in large-headed spermatozoa. Fertil Steril 2008.

filters. Subsequent image acquisition was performed by using
a CCD camera with Isis (In Situ Imaging System; MetaSys-
tems, Altlussheim, Germany) (15-18).

RESULTS

Table 2 shows the results of the meiotic segregation study. A
total of 2,156 spermatozoa could be analyzed, 1,124 in triple-
color FSH and 1,032 in dual-color FISH. When dual FISH
(13, 21) and triple FISH (X, Y, 18) were used, only 1.07%
and 0.71% of the spermatozoa were found to have normal
chromosomal content, respectively.

More than 99% of the spermatozoa had abnormal content
for chromosomes X, Y, 13, 18, and 21. Diploidy, triploidy,

TABLE 2

Results of sperm aneuploidy in a patient with
large-headed multiple-tailed spermatozoa.
Parameter Frequency (%)
X-182 0.62
Y-18?2 0.09
X-Y-18-18 13.17
X-X-18-18 3.11
Y-Y-18-18 2.14
X-X-Y-18-18-18 3.29
X-Y-Y-18-18-18 2.85
X-X-Y-Y-18-18-18-18 33.99
X-X-Y-Y-18-18 7.03
X-Y-18 5.69
X-X-Y-18-18 4.8
X-Y-Y-18-18 3.74
X-X-Y-18 3.47
X-Y-18-18-18 3.11
X-Y-Y-18 2.05
X-Y-18-18-18-18 1.96
X-X-Y-Y-18-18-18 1.96
X-X-Y-Y-18 1.69
X-18-18 1.16
Others 4.08
13-212 1.07
13-13-21-21 16.09
13-13-13-21-21-21 16.28
13-13-13-13-21-21-21-21 38.95
13-13-13-21-21-21-21 5.62
13-13-21-21-21-21 4.55
13-13-13-13-21-21-21 3.49
13-13-21-21-21 2.71
13-13-13-21-21 2.52
13-13-13-13-21-21 2.62
13-21-21 1.07
Others 5.03
&Normal.
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and tetraploidy rates were found to be 18.42%, 6.14%, and
33.99% in triple-color FISH and to be 16.09%, 16.28%,
and 38.95% in dual-color FISH.

DISCUSSION

Abnormal sperm morphology is classified as defects in the
head, midpiece, or tail of the spermatozoon (12). No relation-
ship was found between the rates of morphologically and
chromosomally abnormal spermatozoa in studies using the
human sperm-hamster oocyte fusion model (19). However,
the results could have been biased by a decreased fertilizing
capacity of the morphologically abnormal spermatozoa. Af-
ter human sperm injection into mouse oocytes, Lee et al.
found in 1996 (5) that some head morphological defects
could be associated with chromosomal abnormalities. Using
FISH, several investigators found no association between the
frequency of morphologically and chromosomally abnormal
sperm (6, 20-22), except in one specific condition. Indeed,
high frequencies of aneuploid and polyploid sperm have
been found in men with teratozoospermia that is caused by
large-headed, multiple-tailed sperm.

In 1996, Yurov et al. (23) found in an infertile man that
40% of his spermatozoa were large headed. They found
that the majority of these macrocephalic spermatozoa con-
tained a diploid chromosomal content, whereas the majority
of normal-sized spermatozoa had a haploid content. In 1997,
In’t Veld et al. (24) reported a man with OAT whose sperma-
tozoa had a large head, one to three tails, and no acrosomal
cap. Virtually all his sperm cells had chromosomal abnormal-
ities, with 40% diploidy and 24% triploidy.

High rates of aneuploidy and diploidy (40% and 30%, re-
spectively) were seen in spermatozoa with enlarged heads
and two tails, from six men (25). Semen analysis of an infer-
tile man showed severe teratozoospermia associated with
head and tail malformations in 100% of the spermatozoa, in-
cluding 70% of large-headed forms (26). On the basis of
a three-color FISH, the rate of aneuploidy was found to be
99.2%, including 19.4% diploidy and 10.2% triploidy (26).

In 2000, Viville et al. (6) assessed the sperm chromo-
somal status of four men presenting with 100% teratozoo-
spermia. One of them had 64% macrocephalic
spermatozoa that had multiple flagella. Some 90% of the
spermatozoa analyzed were aneuploid (67%) or diploid
(22%) (6). A patient with OAT was found to have 100%
large-headed spermatozoa, with 72% carrying multiple tails
and 38% having an irregular acrosomal cap. Three-color
FISH showed 21.6% of the sperm cells to be diploid,
62.4% to be triploid, 13.3% to be tetraploid, and 2.7% to
be hyperploid (>4n) (27). In 2002, Devillard et al. (28) an-
alyzed the sperm chromosomal content of three men with
>95% large-headed, multiple-tailed spermatozoa. On the
basis of several FISH studies, those investigators concluded
that nearly all the sperm were aneuploid, with a high rate of
triploid and tetraploid sperm.

Fertility and Sterility®

In 2003, Vicari et al. (29) analyzed the sperm chromosomal
content of three teratozoospermic men with 100% morpho-
logically abnormal forms, including 19% to 54% large-
headed spermatozoa, by using dual-color and triple-color
FISH. All three men had a higher sperm aneuploidy rate com-
pared with normal control men. Furthermore, those investiga-
tors found a relationship between the aneuploidy rate and the
rate of large-headed spermatozoa (29).

The incidence of sperm chromosomal aneuploidy was
assessed by three-color FISH in three men with total
teratozoospermia that was caused by a high frequency of dou-
ble-headed sperm (24%-31%), large-headed sperm (54%—
76%), multiple tails (49%—76%), and acrosomal cap defects
(72%-80%) (30). The proportion of sperm with disomy,
trisomy, and tetrasomy for chromosome 18 and the sex chro-
mosomes was found to be between 76% and 100% (30).
Large-headed and multiple-tailed spermatozoa were ob-
served in almost 100% of sperm from a man with total tera-
tozoospermia (31). After dual-color (chromosomes 13 and
21) and triple-color (chromosome 18 and sex chromosomes)
FISH analysis, nearly all of the sperm cells were found to be
chromosomally abnormal, including 10% that were diploid,
17% that were triploid, and 18% that were tetraploid (31).

In 2006, Guthauser et al. (32) used three-color FISH (X, Y,
18) to analyze the chromosomal sperm content in two terato-
zoospermic men who were showing 82% and 91% of macro-
cephalic spermatozoa. All spermatozoa from both men
studied were diploid or polyploid. The few spermatozoa
(<0.2%) with normal head size that were compatible with as-
piration in an intracytoplasmic sperm injection pipette were
selected for FISH analysis. Only 1 of the 28 selected sperma-
tozoa for patient 1 and 5 of the 51 for patient 2 were found to
have a normal haploid chromosomal content for the three
chromosomes investigated (32).

In 2007, Achard et al. (33) used dual-color and triple-color
FISH to analyze the sperm chromosomal content of four oli-
goasthenozoospermic men with a sperm subpopulation that
varied from 19% to 50% large-headed spermatozoa. All
four men had a higher sperm polyploidy and aneuploidy
rate compared with normal control men, varying from
25.6% to 71.7%. Furthermore, those investigators found
a population of apparently normal-sized spermatozoa to be
aneuploid (33).

Large-headed spermatozoa can arise as a result of division
failure during meiosis I or II and/or cytokinesis defect (34).
Because several nuclei are seen in the macrocephalic sperma-
tozoa that is studied by electron microscopy, a disturbance of
meiosis [ and/or II could explain the large head size (11, 27,
28). Indeed, it has been shown that spermatid differentiation
can occur despite meiotic division abnormalities and can re-
sult in large-headed, multiple-tailed spermatozoa, leading to
diploid and/or tetraploid chromosomal content (35, 36). Cy-
tokinesis failure also could result in large-headed spermato-
zoa, which may explain the high frequency of triploid
spermatozoa that has been observed in some patients (26, 27).



Our results are consistent with the hypothesis that a chro-
mosomal segregation defect during meiosis I and II is associ-
ated with a cytokinesis failure. Indeed, high rates of diploid,
triploid, and tetraploid spermatozoa were found in both dual-
and triple-FISH experiments.

Rates of diploidy, triploidy, and tetraploidy vary among pa-
tients and publications. Although technical differences in the
experimental setup could explain these results, differences in
genetic background also could account for these findings. It is
likely that different causes underlie this phenotype. Indeed,
meiosis and spermatogenesis are two very complex processes
involving numerous genes (9).

The genetic basis of meiotic division syndrome has been
approached by studying Drosophila male sterile mutants (9,
37-39) and knockout mice presenting anomalies of sper-
matogenesis associated with infertility (40—43).

However, until recently, studies that explored candidate
genes in human beings yielded negative or inconclusive re-
sults. In 2007, Dieterich et al. (44) reported a genome-wide
microsatellite scan of 14 men with large-headed spermato-
zo0a, 4 of whom were born from first-degree cousins. A homo-
zygous mutation consisting of a cytosine deletion in exon 3 of
the gene encoding aurora kinase C (AURKC) was identified in
all 14 patients. Triple-color FISH (chromosomes 18, X, and
Y) performed on spermatozoa from five AURKC-deficient
patients showed that only 8% of the spermatozoa analyzed
had a haploid content. It was hypothesized that AURKC de-
ficiency impaired chromosomal segregation and that these
spermatozoa then experienced cytokinesis failure (44).

Tasdemir et al. (45) and Kahraman et al. (46) showed that
although ICSI could be the sole approach that would over-
come the infertility caused by teratozoospermia that is associ-
ated with 100% abnormal head morphology, the implantation
and ongoing pregnancy rates were very low.

However, ICSI should not be recommended to patients
presenting large-headed spermatozoa, not only because of
its low success rate but also because of its high genetic risk
(6, 24, 28-32). Furthermore, patients who have OAT with
a subpopulation of large-headed spermatozoa should have
their sperm chromosomal content determined to investigate
whether they have a higher rate of sperm aneuploidy and,
therefore, are at an increased risk of having implantation
failure or a chromosomally abnormal embryo.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Sperm aneuploidy is frequent in infertile men whose sperm parameters are
poor. The use of intracytoplasmic sperm injection (ICSI) can help these men. Some authors
found an association between sperm morphology and the frequency of sperm chromosomal
and others did not. Moreover, the presence of spermatozoa with DNA fragmentation in
ejaculates of infertile men is more frequent than in fertile controls. The aims of our study were
to study meiotic segregation in ejaculated sperm to determine if severe teratozoospermia
should prevent the use of ICSI due to a high production of spermatozoa with chromosomal
aneuploidy and to study DNA fragmentation of gametes in order to determine if DNA
integrity was worst in patients with severe teratozoospermia.

METHODS: We included 10 infertile males with less than 19% with normal morphological
sperm. The analysis of aneuploidy was realized by FISH (13q14/21g22 and chromosomes X,
Y and 18) and DNA fragmentation using the TUNEL assay.

RESULTS: We have found 0.47 to 100% of gametes with abnormal chromosomal equipment
depending upon the type of teratozoospermia. The TUNEL assay showed that patients with
severe teratozoospermia had a rate of DNA fragmentation 12 times higher than control men
(14.6% versus 1.2%).

CONCLUSIONS: Sperm morphology is not a good predictor of chromosomal equipment.
Depending upon the patients, infertility could be explained by an abnormal chromosomal
equipment and/or by an increased rate of DNA fragmentation. So, we recommend to evaluate
the rate of aneuploidy and of DNA fragmentation in the gametes of patients with severe

teratozoospermia.
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INTRODUCTION

Sperm aneuploidy is frequent in the male infertile population in which sperm parameters are
poor, in comparison to the general population (De Braekeleer and Dao 1991;Vialard et al.
2008). Defects in spermatogenesis are known to be associated with meiotic disturbances.
Infertile patients with severe spermogram abnormalities can still procreate thanks to in vitro
fecundation (IVF) methods using an intracytoplasmic sperm injection (ICSI). The subjective
choice of the gamete for microinjection is made with respect to its motility and morphology.
However, these criteria cannot exclude the presence of a chromosomal abnormality. One
might expect that a change in chromosome content could be associated with morphological
defects in sperm heads (Lee et al. 1996;Sun et al. 2006). Still, some authors found no
significant association between sperm morphology and sperm chromosomal aneuploidy

(Rives et al. 1999;Vegetti et al. 2000).

DNA damage, particularly in the form of DNA fragmentation, appears to be one of the main
causes of male infertility in natural as well as in assisted conception (Avendano et al. 2009b).
Indeed, the presence of spermatozoa with DNA fragmentation in ejaculates of infertile men is

more frequent than in fertile controls (Tarozzi et al. 2007).

Our study concerns infertile patients with severe teratozoospermia. On the one hand, we
studied meiotic segregation in ejaculated sperm to determine if severe teratozoospermia
should prevent the use of ICSI due to a high production of spermatozoa with chromosomal
aneuploidies. On the other hand, we analyzed DNA fragmentation in gametes in order to
determine if DNA integrity was worst in patients with severe teratozoospermia compared to a

fertile group.
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PATIENTS AND METHODS

Patients

Ten infertile males (one from the Ivory Coast, two from Turkey and seven from Morocco)
were included in the study. They were referred because of a two-year or more infertility
history. Sperm concentration and motility were evaluated according to the World Health
Organization recommendations; sperm morphology was evaluated using strict criteria (David
et al. 1975;World Health Organization 1999). Fertile men served as control subjects. The
characteristics of the controls were described in previously published reports (Douet-Guilbert
et al. 2005;Perrin et al. 2008a). All the patients were informed about the investigations and

gave their consent before this study.

Aneuploidy analysis

The sperm samples were analyzed using dual FISH with a specific cocktail probe of
13q14/21g22 (spectrum green/spectrum orange, respectively) (Kreatech, Strasbourg, France)
and triple FISH (chromosomes X, Y and 18) with specific alphoid probes of the X
chromosome (DXZ1, spectrum green; Abbott, Rungis, France) and Y chromosome (DYZ3,
spectrum orange; Abbott). For chromosome 18, we used a pool of bacterial artificial
chromosome (BAC) clones localized in 18q11.1-q11.2 (RP11-96C18, RP11-103502, RP11-

746M23, RP11-311F3, RP11-446A4, RP11-510P5, RP11-1076F2; UCSC Genome Browser,

http://genome.ucsc.edu). BAC clones were labeled by nick translation with an Aqua

fluorochrome (Atto425 Nick Translation, Euromedex, Mundolsheim, France).
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The sperm samples were first washed in phosphate-buffered saline solution and sperm was
dropped and fixed on a slide with Carnoy’s solution. The sperm nuclei were partially
decondensed using a solution of NaOH (1 mol/L) and then washed in 2xSSC (Saline Sodium

Citrate).

Before hybridization, the sperm DNA slides were immersed in a jar of 2xSSC/0.4% NP40
solution and passed through an ethanol series of increasing concentrations (70°/90°/100°)
before being allowed to air-dry. Denaturation was performed simultaneously on sperm nuclei
and probes for 1 minute at 70°C. After an incubation overnight at 37°C, the slides were
washed in 0.4xSSC/0.3% NP40 then in 2xSSC/0.1% NP40. The slides were counterstained
with 4’,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) and observed using a Zeiss Axioplan microscope

(Zeiss, Le Pecq, France).

Subsequent image acquisition was performed using a CCD camera with Isis (In Situ Imaging
System; MetaSystems, Altlussheim, Germany), as previously described (Perrin et al. 2008b).

The analysis was realized using strict selection criteria (Morel et al. 2000).

Analysis of DNA fragmentation using the TUNEL assay

Briefly, the slides were immersed in a jar containing a 2xSSC/0.4% NP40 solution and then
immediately passed through an ethanol series of increasing concentrations. Sperm DNA
fragmentation was detected by the ApopTag Red Kit (MP Biomedicals, Illkirch, France)
according to the manufacturer’s recommendations. Briefly, equilibration buffer was put on the
slides, and a mix of reaction buffer and terminal deoxyribonucleotidyl transferase was added.
The slides were incubated in a dark humidified chamber at 37°C. They were then incubated in

a Stop/Wash Buffer and washed with 1xPBS (phosphate buffered saline). A mix of blocking
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solution and antidigoxigenin-rhodamine was added to the slides before incubation at 37°C.
The slides were washed in 1xPBS. They were air-dried and counterstained with DAPI. The
slides were analyzed using a Zeiss AxioPlan Microscope. Subsequent image acquisition was
performed using a CCD camera with in situ imaging system. Only spermatozoa with a
flagellum were counted. A total of 500 sperm heads of each sample was analyzed. A
spermatozoon was considered to contain either normal (blue fluorescence) or fragmented

(partial or total red fluorescence) DNA (Perrin et al. 2008a).

Statistical analyses
Data statistical analysis was carried out using the SPSS 15.0 program (SPSS, Paris, France).
Values were compared by a Chi” test. A P value of <0.05 was considered to be statistically

significant.

RESULTS

Patients’ characteristics

For each patient, the semen sample showed severe teratozoospermia (with at least 80% of
morphologically abnormal spermatozoa). The characteristics of sperm examination are given
in table 1. Eight patients had oligoasthenoteratozoospermia and two asthenoteratozoospermia.
Sperm concentration varied from 0.7 to 75x10° per mL. The proportion of viable spermatozoa
was found to be included between 47 and 75%, progressive motility between 0 and 22% and

abnormal morphology between 81 and 100%.
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The characteristics of teratozoospermia are given in table 2. Patients P1, P2 and P3 had a
majority of macrocephalic forms (78%, 83% and 72% respectively) with double flagella
(30%, 27% and 10% respectively) and even more (10%, 12% and 7% respectively). Patient
P4 had 88% of microcephalic forms and 100% spermatozoa with abnormal acrosome. This
patient had globozoospermia. He had no gametes with two or more flagella. For patients P5 to
P10, the majority of abnormalities concerned sperm heads. The proportion of macrocephalic
forms was found to vary from 0 to 23% and that of double flagella between 0 and 4%. These

patients had no gametes with more than two flagella.

Analysis of aneuploidy
The aneuploidy study in triple-FISH was done on 576 to 5123 spermatozoa. For dual-FISH,
this study was realized on 1000 to 5118 spermatozoa. Tables 3 and 4 show the results for

triple-FISH (X, Y and 18) and dual-FISH (13 and 21).

With triple FISH, diploidy, tripoidy and tetraploidy rates were found to be 0.99%, 18.12% and
44.55% for patient P1, 4.52%, 9.99% and 35.65% for patient P2, and 3.47%, 18.23% and
43.23% for patient P3. With dual FISH, diploidy, triploidy and tetraploidy rates were found to
be 2.37%, 18.5% and 48.95% for P1, 2.01%, 13.34% and 41.39% for P2, and 4.38%, 14.69%,
41.15% for P3. More than 99% of the spermatozoa of patients P1, P2 and P3 had an abnormal

content for chromosomes X, Y, 13, 18 and 21.

A statistically significant increase in disomies 21, X, Y and XY was found for P4

(globozoospermia) compared with the controls.
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A significant increase in disomies 18, 21, X, and Y was found for patient PS5, in disomy 21 for
P7, in disomy 18, 21, XY and diploidy for P8, in disomy 13 and diploidy for P9 and in
diploidy for P10. No statistically significant difference in the disomy and diploidy rates was

observed for patient P6.

Analysis of DNA fragmentation using the TUNEL assay

The proportion of sperm with DNA fragmentation varied from 4.4% (P2) to 28% (P3), with a
mean of 14.6+9.03% (Table 5). The rate of DNA fragmentation was significantly higher in
the group of infertile patients than in the control group (P<0.001), the mean DNA

fragmentation percentage among the control men being 1.20 +0.95%.

DISCUSSION

The objectives of our study were to study aneuploidy and analyze DNA fragmentation in
ejaculated sperm of patients with severe teratozoospermia (less than 19% sperm with normal

morphology).

For patients P1, P2 and P3, more than 99% of spermatozoa had an abnormal chromosomal
content. These results are in accordance with the literature, showing that most of the gametes
are chromosomally abnormal among men who have a majority of macrocephalic spermatozoa
(Achard et al. 2007;Perrin et al. 2008a;Sun et al. 2006;Viville et al. 2000). Moreover, a few
studies also indicate that even apparently normal sized spermatozoa in these men have an
abnormal karyotype (Achard et al. 2007;Guthauser et al. 2006). It is evident that the use of

ICSI must be forbidden for patients with an abnormal chromosomal equipment in all gametes.
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In 2007, Dieterich et al. found an homozygous deletion of a single nucleotide (c.144delC) in
the aurora kinase C (AURKc) coding sequence in patients with gametes having large heads, a
variable number of tails and an abnormal chromosomal equipment. This deletion resulted in a
truncated protein lacking the kinase domain. This default in turn lead to total cytokinesis
failure and to male infertility with production of large-headed multiflagellar polyploidy
spermatozoa (Dieterich et al. 2007). Moreover, in 2009, they showed that 34 patients with at
least 95% of abnormal forms and an average of 80% of large-headed spermatozoa had the
c.144delC mutation except for two patients who were compound heterozygotes for c.144delC
mutation and a new mutation in exon 6 (c.686G>C). This new mutation was responsible for
the replacement of a cystine by a tyrosine (p.Cys229Tyr) (Dieterich et al. 2009). Furthermore,
no mutation was found in 28 patients with a moderate phenotype and 5 to 75% of large-
headed gametes (Dieterich et al.,2009). They estimated the prevalence of infertility by large-
headed gametes in North Africans to be 1 in 10 000 males (Dieterich et al. 2009).

Unfortunately, no DNA from patients P1 to P3 was available to sequence the AURKc gene.

Globozoospermia is found in less than 0.1% of male infertile patients (Machev et al. 2005).
Globozoospermia was observed in patient P4, who had a slight increase in disomy for
chromosomes X, Y, XY and 21 but not for chromosome 13. These results are in accordance
with the literature. In the study of Carrell et al. (1999), two patients showed a significant
increase in aneuploidy frequency and two did not (Carrell et al. 1999). Martin et al. (2003)
also observed a significant increase in XY disomy (Martin et al. 2003) and Morel et al.
(2004) observed a slight increase in disomy for chromosome 13 and 21 in two patients with

globozoospermia (Morel et al. 2004). The increase in aneuploidy frequency appears to be

10
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small or nonexistent in patients with globozoospermia. Therefore, it is not an indication

against the use of ICSL

For the other patients (P5 to P10), the aneuploidy rate was slightly increased for some
chromosomes, but not for others. Several studies have shown an increased frequency of
aneuploidy in spermatozoa of males with a normal karyotype and oligozoospermia or
oligoasthenoteratozoospermia (Calogero et al. 2001;Pang et al. 1999;Pfeffer et al. 1999).
Moreover, men carrying a translocation with a normal sperm count do not have an increased
rate of sperm aneuploidy (Douet-Guilbert et al. 2005;Pellestor et al. 2001). Only patient P6
had no increase in aneuploidy rate in any of the chromosomes studied, although he had 100%

sperm with abnormal morphology, including 91% with an abnormal head.

Some authors stated that sperm morphology could actually predict the outcome of natural or
assisted conception, whereas others attempted to improve criteria defining good morphology
using high-magnification methods of sperm selection for microinjection (Antinori et al.
2008;Vanderzwalmen et al. 2008). Nagy et al. (1995) showed that neither concentration nor
morphology influenced ICSI outcome (Nagy et al. 1995). Some authors assumed that sperm
morphology did not reflect chromosomal material, so ICSI was possible even if no sperm with

normal morphology was found (Sun et al. 2006;Tasdemir et al. 1997).

Our results indicate that sperm morphology is not a good predictor of chromosomal
equipment. FISH analysis on gametes is necessary for patients with severe teratozoospermia.
The probability of conceiving a child with a chromosomal abnormality following ICSI may
not be increased for patients with severe teratozoospermia than for those with OAT integrated

in an ICSI program.
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DNA fragmentation was observed, on average, in 14.6£9.03% of spermatozoa using the
TUNEL technique. The rate of DNA fragmentation was significantly higher in our
teratozoospermic patients than in the control group. This increase was present whatever the
type of teratozoospermia. It has been reported that the rate of sperm DNA fragmentation was
higher in infertile men with abnormal sperm parameters than in fertile men (Lopes et al.
1998;Sergerie et al. 2005). Several studies attempted to correlate DNA fragmentation rate
with sperm characteristics. It was correlated to necrozoospermia and teratozoospermia but
inversely correlated to sperm quality, motility and concentration (Appasamy et al.
2007;Benchaib et al. 2003;Borini et al. 2006;Guerin et al. 2005;Varum et al. 2007). DNA
fragmentation was evaluated by TUNEL in a patient with globozoospermia (Vicari et al.
2002). An increased proportion of spermatozoa with DNA fragmentation was found, which

was also the case in our patient P4, the proportion being 9.6% compared to 1.2% in controls.

It is consequently possible during ICSI to use a spermatozoon with fragmented DNA to
fertilize an oocyte. Sperm DNA fragmentation actually concerns a significant part of the
infertile population. Sixteen per cent of the population having repetitive reproductive failures
has an increased rate of DNA fragmentation (Guerin et al. 2005). Some studies showed that
couples with repeated spontaneous miscarriages had poorer sperm DNA integrity when
compared to fertile couples (Lin et al. 2008) and suggested harmful consequences such as
fertilization and implantation failures or miscarriages (Aitken and De Iuliis 2007;Benchaib et
al. 2007;Tavalaee et al. 2009). Avendano et al. (2009) demonstrated that spermatozoa with an
apparently normal morphology can still exhibit significant DNA fragmentation (Avendano et

al. 2009b). They also showed that DNA fragmentation in morphologically normal sperm

12
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negatively impacted embryo quality and probability of pregnancy in ICSI cycles (Avendano

et al. 2009a).

Even if most of the gametes have a normal chromosomal equipment, an increase in the rate of
DNA fragmentation could explain the infertility problems experienced by our patients. Given
our results, we recommend the rates of aneuploidy and DNA fragmentation to be evaluated in

the gametes of men with severe teratozoospermia.
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