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RESUME 

Depuis une dizaine d'ann~es de nombreux travaux 
ont tente d'estimer par FISH le taux d'aneuplo'idies 
des spermatozoi'des humains ~jacul~s. La majorit~ 
des ~tudes r6alis~es chez I'homme a caryotype 
normal montrent que le taux de disomies par paire 
chromosomique se situe entre 0,15 et 0,30 %. Le 
but de notre travail a ~t(~ d'~valuer le taux d'aneu- 
plo'idies de spermatozo'ides epididymaires pr~leves 
chirurgicalement Iors de techniques MESA (Micro- 
scopical Epididymal Sperm Aspiration) en vue 
d'AMP chez 5 patients pr~sentant une azoospermie 
excr~toire et pour lesquels le bilan gdn~tique habi- 
tuel (caryotype, recherche de mutations du gene 
CFTR et de microd~l~tions du chromosome Y) n'a 
pas revel(~ de particularit(L 

La technique de triple FISH X, Y, 8 a ete appliqu~e 
sur des (~talements de spermatozoides & noyaux 
pr~alablement ddcondenses ; 18013 spermatozo'i- 
des ~pididymaires et 20000 spermatozo'ides issus 
de patients & spermogramme normal ont (~t~ analy- 
ses. 

Les taux de disomies observds pour la population 
de spermatozoi"des 6pididymaires ne different pas 
significativement de ceux du groupe t(~moin de 
spermatozoi"des djaculds. Des diffdrences ponc- 
tuelles peuvent ~tre observ~es entre un patient et 
le groupe temoins, mais elles ne sont pas statisti- 
quement significatives. 

L'utilisation de spermatozoTdes dpididymaires en 
ICSI, chez des patients pr(~sentant une azoosper- 

mie excr~toire sans cause g~n~tique apparente, ne 
semble pas pr(~senter un risque accru de transmis- 
sion de d~s~quilibre chromosomique ~ I'enfant. 

Mots cl~s : aneuplo'fdies, spermatozo'/des 6pididymai- 
res, FIV, ICSI, FISH 

I. I N T R O D U C T I O N  

Depuis une dizaine d'ann6es, I 'ICSI (intra cytoplasmic 
sperm injection) a permis la prise en charge d 'hommes 
atteints de troublcs s6vbres de la fertilit6. Des naissances 
ont 6t6 obtenucs chez des couples off l 'homme pr6sentait 
une azoospermie, en utilisant des spermatozoTdes pr61ev6s 
chirurgicalement dans l '6pididyme (MESA : Microsurgi- 
cal Epididymal Sperm Aspiration [24]) ou darts le testicu- 
le (TESE : Testicular Sperm Extraction [21] ), les r6sul- 
tats, en terme de taux de fdcondation et de grossesse, 6tant 
comparables "~ ceux obtenus avec des spermatozo'ides 6ja- 
cul6s d'hommes "~ sperme d6ficient [16]. 
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Une 6tude r6cente [3] a montr6 une augmentation signifi- 
cative des taux d'aneuplo/dies des gonosomes et des auto- 
somes en diagnostic pr6natal apr~s ICSI par rapport ~ l 'en- 
semble  des examens  de DPN (Diagnos t ic  PrdNata l )  
chromosomique. Cette augmentation pourrait atre due 
l'utilisation de spermatozoYdes pr61ev6s chirurgicalement 
chez des patients infertiles [3]. 

De nombreux travaux ont tent6 d'estimer par hybridation 
in situ fluorescente (FISH) le taux d'aneuplo'fdies des sper- 
matozo)'des humains 6jaculds. La majorit6 des 6tudes r6ali- 
s6es chez des hommes ?a caryotype et spermogramme nor- 
maux montrent que le taux de disomies par paire chromo- 
somique se situe entre 0,15 et 0,30% [5, 13]. 

D'autres 6tudes ont portd sur la recherche de corrdlations 
entre le taux d'aneuplo'~dies des spermatozo'~des et les ano- 
malies du spermogramme (mobilit6, morphologie, mortali- 
t6...). Si certains travaux ont conclu ?~ une augmentation 
du taux d'aneuploidies pour les chromosomes analys6s 
chez des hommes ~t spermogramme anormal par rapport ~t 
des tdmoins avec spermogramme normal [1, 4, 8, 11, 18, 
20, 22, 23, 25, 26], d'autres n'ont pas retrouv6 de diff6ren- 
ces [7, 12, 15]. Ces discordances semblent dues ~t la vafi6t6 
des approches m6thodologiques et ~ des interprdtations 
diff6rentes des valeurs de normali t6 des examens  de 
spermes. Deux travaux [13, 14] r6alis6s chez des hommes 
consultant pour infertilit6 du couple, 6tudiant de fagon 
ind6pendante les param~tres du spermogramme, concluent 
qu'il  n 'existe pas de relation entre la frdquence des dis- 
omies et la ndcrospermie, la mobilit6, la num6ration et la 
t6ratospermie ; en revanche, ils mettent en 6vidence une 

relation entre le taux de disomies et le degr6 de maturit6 
nucl6aire des spermatozoades appr6ci6 par la coloration au 
bleu d'aniline. 

L'ensemble de ces donn6es semble indiquer que le risque 
de transmission d'une anomalie chromosomique h l'enfant 
?a naitre serait plus 61evd chez les patients infertiles candi- 
dats h I'ICSI que dans la population g6ndrale. 

Les rdsultats obtenus en FISH sur spermatozoides 6jacul6s 
de patients infertiles justifient l'int6rat d'estimer les taux 
d'aneuploi'des des spermatozo]'des prdlev6s chirurgicale- 
ment chez des patients infertiles. Le but de ce travail a 6t6 
d'6valuer le taux d'aneuplo'idies de spermatozoides 6pidi- 
dymaires pr61ev6s chez des patients atteints d'azoospermie 
obstructive, pour lesquels le diagnostic d'agdndsie bilatdra- 
le des canaux d6f6rents a 6t6 61imin6 et pour lesquels le 
bilan cytog6ndtique (caryotype, recherche de microddl6- 
tions du chromosome Y) 6tait sans particularit6. 

II. MATI~RIEL E T  M I ~ T H O D E S  

1. Patients 

Les spermatozo'fdes 6pididymaires ont 6t6 obtenus par 
MESA chez 5 patients pr6sentant une azoospermie de type 
excrdtoire (Tableau 1) et pour lesquels le bilan g6n6tique 

prd-AMP (caryotype constitutionnel (sur celhdes lympho- 
cytaires), recherche de mutations du g6ne CFTR par le kit 
CF-OLA (Perk_in-Elmer : recherche des trente et une muta- 
tions principales) et de microd61dtions du chromosome Y 
par PCR multiplex d'aprbs Simoni et aL [22]) n 'a  rdv616 
aucune particularit6. 

Les 6chantillons de spermatozofdes 6pididymaires ont 6t6 
conditionn6s pour I'ICSI et/ou cryoconserv6s. Une pattie 
des 6chantillons non utilisds pour I 'AMP a 6t6 condition- 
n6e pour la FISH. Quatre hommes ~t spermogramme nor- 
mal selon les crit~res de I 'OMS [28] ont servi de t6moins 
pour cette 6tude. 

Tableau 1 : Caract~ristiques des patients. 

Patient Age Examen morphologique des 
organes g6nitaux externes 

Cause probable 
de l'azoospermie excr6toire 

Histologie testiculaire 

1 39 

2 37 

3 33 

4 50 

5 32 

Volume testiculaire augment6 

Testicule unique, volume 
testiculaire augment6 

Normal 

Normal 

Normal, op6ration d'une 
malformation de ta verge 

post traumatique 

malformative 

secondaire post infectieuse 

secondaire post infectieuse 

malformative 

SpermatogenEse complete 

SpermatogenEse complete 

Non disponible 

Scldrohyalinisation des 
tubes sdminifEres ; prdsence 

de tubes avec spermatogenEse 
complete 

D6but de scl6rohyalinisation ; 
majorit6 des tubes avec 

spermatogenEse complete 
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2. Preparation des pr~l~vements de sperme pour la 
FISH 

Les prEl~vements ont Et6 laves par centrifugation ~. 800g 
dans du PBS puis ~talEs sur lame et fixes au liquide de 
Carnoy (3/4 methanol ; 1/4 acide ac~tique) pendant une 
nuit. La ddcondensation des t~tes des spermatozo~des 
(papa~ne (1,25%), DTET (0,16%) et DMSO (0,5%) darts 
du TRIS HC1 h pH=8.6) a Et6 rEalis~e sous contrEle micro- 
scopique [I 3]. 

3. Technique de FISH 

Pour la technique de FISH, des sondes pour les chromoso- 
mes X, Y e t  8 (X : DXZ1, M. Morris, Genbve ; Y : 
pHY2.1, J.H. Cooke, Edinburgh ; 8 : D8Z2, American type 
culture collection, Rockville, Maryland, USA) ont ~tE prE- 
alablement marquees par Nick Translation (Kit Gibco 
BRL) h la biotine-7-dEoxyadEnosine triphosphate (sonde 
D8Z2), h la fluorescEine-I 2-dEoxyuridine triphosphate 
(sonde pHY2.1), ou h la digoxygEnine-1 l-dEoxyuridine tri- 
phosphate (sonde DXZI). 

Uhybridation a 6t6 rEalisEe comme dEcrit prEcEdemment 
[13] : denaturation de I'ADN chromosomique ~ 75~ dans 
un bain de formamide ~t 70% neutralis6 ~ pH 7,0 dans du 
SSC 2X pendant 3 minutes, rinqage des lames dans des 
bains d'Ethanol ~ titre croissant (70%, 80%, 90% et 100%) 

4~ pendant 3 minutes par bain, denaturation thermique 
des sondes ~ 75~ pendant 5 minutes, puis hybridation par 
dEpEt des solutions de sondes entre lame et lamelle, pen- 
dant une nuit, h 37~ en chambre humide. Le lendemain, 
rinqage des lames dans une solution de formamide 50% 
darts du SSC 2X ~ 42,5~ pendant 15 minutes, puis dans 
du SSC 0,1% ~ 60~ pendant 10 minutes. 

L'immunodEtection des sondes marquees ~ la digoxygEni- 
ne et ~ la biotine a 6t6 rEalisEe en traitant les lames par 
l'anti-digoxygEnine TRITC (DXZ1) ou par la sequence 
avidine AMCA, antiavidine biotinilEe, avidine AMCA 
(D8Z2). Les lames ont enfin 6tE contre-colorEes avec une 
solution contenant du glycerol, un agent antifading (Vector 
Laboratories) et du iodure de propidium (Sigma). 

4. Crit~res de comptage 

Les lames ont Et6 observEes au microscope '~ fluorescence 
(Zeiss Axiophot) ~quip6 des combinaisons de filtres adap- 
tees aux fluorochromes utilisEs. L'interpr~tation des spots 
est rEalisEe en tenant compte des crit~res suivants : 

�9 les spermatozo'fdes real identifi~s (perte totale du fla- 
gelle, alteration morphologique...), les tStes de sperma- 
tozoldes superposEes, les spermatozo'ides non dEcon- 
densEs ou trop dEcondensEs sont exclus du comptage ; 

�9 un spermatozoa'de est compt6 disomique lorsque sont 
observes deux signaux comparables en brillance et dia- 
m~tre et sEparfis d'au moins un diam~tre de spot ; 

les spermatozo'fdes non marquis avec une ou plusieurs 
des sondes sont comptabilisEs mais ne peuvent faire 
l'objet d'une interpretation du fait de l'impossibilit6 de 
faire la distinction entre nullisomie ou dEfaut d'hybri- 
dation. 

5. Analyse statistique 

Les valeurs observdes pour les patients et les populations 

tEmoins ont ~tE comparEes en utilisant le test du chi 2. 

III .  RESULTATS 

Pour les 5 patients, un total de 18013 spermatozo'/des 6pi- 
didymaires a 6t6 analyse : 4780 pour le patient 1, 375l 
pour le patient 2, 4451 pour le patient 3, 2378 pour le 
patient 4 et 3153 pour le patient 5 ; 5000 spermatozo'ides 
ont 6tE analyses pour chaque sujet t~moin. 

Les taux d'hybridation observes sont supErieurs h 95% 
dans tousles cas et ne difffirent pas significativement entre 
la population tEmoin et les spermatozofdes 6pididymaires. 

Les rEsultats sont rapportEs dans le Tableau 2. Les taux de 
disomies pour les chromosomes analyses ne different pas 
significativement pour la population de spermatozo~des 
6pididymaires et les tEmoins. Des augmentations ponctuel- 
les des taux de disomies sont cependant observes mais 
elles ne sont pas significatives. 

IV. D I S C U S S I O N  

L'analyse rEalisEe par FISH chez les cinq patients atteints 
d'azoospermie excrEtoire, non associEe ~t une agEnEsie 
bilatErale des canaux dEf~rents, montre qu'il n'existe pas 
de difference significative entre les taux de disomies au 
sein de la population de spermatozo/des 6pididymaires prE- 
levEs par MESA par rapport "~ une population de spermato- 
zo]'des 6jaculEs tEmoins d'hommes h spermogramme et 
caryotype normaux. 

Deux autres Etudes de la littErature ont analyse l'Equipe- 
merit chromosomique de spermatozo'fdes 6pididymaires 
humains [2, 17]. Leurs rEsultats sont divergents. Bernardini 
et al. [2] ont constat6 une augmentation modErEe du taux 
de disomies des gonosomes de spermatozo/des Epididymai- 
res de 6 patients atteints d'ABCD par rapport aux sperma- 
tozo'/des 6jaculEs tEmoins. Cette augmentation est infErieu- 
re ~t celle observEe au niveau de spermatozo'ldes ~jaculEs de 
22 patients atteints d'oligo-asthEno-tEratospermie ou de 
spermatozoi'des testiculaires de 3 patients h infertilitE inex- 
pliquEe. Les taux de disomies des autosomes (estimEes 
avec les chromosomes 1 et 17) des spermatozofdes 6pididy- 
maires ne different pas significativement de ceux observes 
pour les spermatozoi'des 6jaculEs t~moins. Palermo et al. 

[17] ne mettent pas en Evidence de difference significative 
entre les taux dc disomies (chromosomes 18, 21, X et Y) au 
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Tableau 2 : Analyse par triple FISH (X ; Yet 8) des spermatozoi'des ~pididymaires de 5 patients atteints d'azoospermie excr~toire et des 
spermatozo'(des ~jacul~s de 4 tdmoins. 

Lecture , X~8 Y~8 
I 47,58 51,61 
2 49,16 50,26 

== 3 49,80 49,57 
4 50,42 49,01 
5 48,22 51,01 

Moyenne 49,04 50 29 . 
1 51,04 48,46 
2 49,57 49,67 -$ 

E 3 50,65 48,72 
4 50,24 49,19 

Y,Y~8 X,X~8 X,Y~8 X ou Y~8,8 Diploi'die Sex Ratio Y/X n 
0,09 0,07 0,33 0,20 0,13 1,08 4780 
0,10 0,06 0,19 0,23 0,00 1,02 3251 
0,07 0,07 O, 16 0,21 O, 12 1,00 4451 
0,00 0,09 0,18 0,26 0,04 0,97 2378 
0,10 0,07 0,27 0,30 0,03 1 06 31fi:3 
0107 0,07. 0 23 0,24 . 0,07 1,03 18013 
0,08 0,06 O, 17 0,15 0,04 0,95 5000 
0,04 0,11 0,25 0,29 0,06 1,00 5000 
0,06 0,04 0,21 0,21 0,10 0,96 5000 
0,02 0,04 0,19 0,23 0,08 0,98 5000 

Moyenne 50,37 49,01 0,05 0,06 . . 0,21 0,22 0,07 0,97 2 0 0 0 0  

La ligne lecture prEsente les diffErentes combinaisons de spots observEes lots de l'analyse des lames, pat" exemple : X,8 correspond h l'obser- 
vation d'un spot pour le chromosome X et d'un spot pour le chromosome 8. Les donnEes sont prEsentEes en % de spermatozoi'des prEsentant 
un signal. 

n correspond au nombre total de spermatozo'fdes analyses pour un patient. 

niveau de spermatozoides 6pididymaires de 8 patients 
atteints d'ABCD par rapport ~ une population de sperma- 
tozo'ides EjaculEs de patients ~ spermogrammc normal. En 
revanche, cette mEme Etude confirme un taux de disomies 
plus 61ev6 pour les spermatozoa'des testiculaires chez des 
patients atteints d'azoospennie sEcrEtoire. 

Bien que notre travail soit rEalisE chez des patients non 
atteints d'ABCD, les rEsultats que nous avons obtenus sont 
en accord avec ceux prEsentEs par Palermo et  al. [17]. La 
discordance avec les rEsultats de Bernardini et al. [2] peut 
s'expliquer par une approche mEthodologique diffErente 
liEe h l'utilisation de la double FISH (X, Y) au lieu de la 
triple FISH (X, Y, autosome). En effet, la double FISH ne 
permet pas de faire la distinction entre spermatozo/de dis- 
omique et diplo~de, aussi peut-il y avoir un risque de sures- 
timation des taux de disomies gonosomiques [5]. 

Trois autres Etudes ont EtE rEalisEes en FISH sur des sper- 
matozofdes testiculaires de patients atteints d'azoospermie 
obstructive (patients atteints d'ABCD [9, 27] et patients 
pour lesquels le diagnostic n'est pas prEcisE [10]). Les trois 
concluent h une augmentation modErEe des taux d'aneu- 
ploi'dies au niveau des spermatozo'ides testiculaires. 

11 est difficile d'expliquer ces taux plus importants mis en 
Evidencc au niveau des spermatozo~des testiculaires 
d'hommes chez lesquels la spermatogen~se est normalc 
par rapport aux spermatozoi'des 6pididymaires prElev6s 
chez des patients atteints d'azoospermie obstructive d'une 
part, et aux spermatozo'fdes EjaculEs de patients h spcrmo- 
gramme normal d'autre part. Levron et  al. [9] ont Emis 
l'hypoth6se que cettc difference pourrait &re le fait d'un 
mEcanisme de sEgrEgation des spermatozoides aneuplofdes 

la sortie des tubes sEminif~res ou lors du transit 6pididy- 
maire. 

La qualit6 des spermatozoi'des prElevEs dans l'Epididyme 
ou le testicule de patients atteints d'azoospermie obstructi- 

vea  6galement 6t6 apprEhendEe en mesurant la fragmenta- 
tion de I'ADN par effet TUNEL. Un travail recent [19] a 
montr6 une augmentation significative du hombre de sper- 
matozo'fdes 6pididymaires ou testiculaires prEsentant un 
ADN fragment6 par rapport h une population de spermato- 
zoa'des 6jaculEs tEmoins (18,9% vs 6,2%) ; toutefois, cette 
difference disparai't lorsque l'analyse ne porte que sur la 
fraction des spermatozo'ides mobiles (0,4% vs 0,6%) sElec- 
tionnEs pour une 6ventuelle utilisation en ICSI. 

L'analyse des donnEes du registre national FIVNAT [6] sur 
la pEriode 1994-1998 a montr6 que l'utilisation en 1CSI de 
sperme d'origine 6pididymaire n'accroit pas les risques de 
fausse couche spontanEe, d'interruption mEdicale de gros- 
sesse ou de malformations chromosomiques chez l'enfant 
h nai'tre alors que ces risques sont accrus lors de la micro- 
injection de spermatozofde testiculaire. 
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ABSTRACT 

Estimation of the aneuploidy rate in epididymal 
spermatozoa retrieved for ICSI in men with a normal 

karyotype 

Christophe TRIPOGNEY, Christophe ROUX, 
Oxana BLAGOSKLONOVA, Florence FELLMANN, 

Hugues BITTARD, Jean-Luc BRESSON 

Over the last ten years, fluorescent in situ hybridiza- 
tion in decondensed sperm nuclei has been used to 
study the chromosomal constitution of human sper- 
matozoa. Studies have estimated that the disomy 
rate per chromosomal pairs is between 0.15% and 
0.3%. The aim of this study was to evaluate the 
aneuploidy rate of human epididymal spermatozoa 
extracted from five men with obstructive azoosper- 
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mia undergoing IVF. Genetic studies (karyotypes, Y 
micodeletion syndrome and mutation of the CFTR 
gene) did not reveal any abnormality. 

Disomy frequencies were determined by X-Y-8 mul- 
ticolour fluorescence in situ hybridisation on 18,013 
epididymal spermatozoa and 20,000 spermatozoa 
from healthy donors (control group). 

No significant difference was found between epidi- 
dymal and ejaculated samples. However, isolated 
non-significant differences were observed between 
one of the patients and the control group. 

In conclusion, the present findings suggests that 
there is no increased risk for de novo chromosomal 
aberrations after IVF therapy with epididymal sper- 
matozoa of men with obstructive azoospermia. 

Key-Words: aneuploidy, epididymal spermatozoa, IVF, 
ICSI, FISH 
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