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RESUME

Chez un homme, les translocations impliquant les gono-
somes sont le plus souvent responsables d’azoospermie
ou parfois d’oligospermie, conduisant les patients a
demander une AMP. Nous rapportons ici le cas d’un
patient oligosperme, porteur d’une translocation
46,Y,t(X;2){p21;p25.3) et les modalités spécifiques de
prise en charge du couple avant ICSI. Aprés un conseil
génétique, nous avons proposé une analyse chromoso-
mique des spermatozoides par cytogénétique moléculai-
re (FISH) dans le but de connaitre le mode de ségrégation
de la translocation et le risque pour I'embryon et la des-
cendance. Cette étude a montré que 34% des spermato-
zoides étaient normaux ou équilibrés pour les chromoso-
mes étudiés. Les 66% des spermatozoides restant pré-
sentaient un déséquilibre lié a la translocation et/ou a des
anomalies de non-disjonction des gonosomes. Devant ce
résultat, une nouvelle analyse en FISH, visant a préciser
les risques éventuellement accrus de non-disjonction
méiotique des chromosomes X et Y, a été décidée, et sur
1000 spermatozoides analysés 60% seulement étaient
normaux pour les gonosomes.

Le risque de déséquilibre pour la descendance concerne
donc non seulement la translocation elle-méme mais éga-
lement les gonosomes (syndrome de Klinefelter ou
Turner) par malségrégation des chromosomes sexuels.
Suite a ce résultat et en raison de I'dge de la conjointe
(42ans), nous avons déconseillé I'lCSI au couple au cours
d’un nouveau conseil génétique

Ce cas souligne l'intérét qu'il y a a évaluer par FISH, les
conséquences d’une translocation dans les spermatozoi-

I

des d’un patient porteur. L'étude ne doit pas se limiter a
I'étude de la translocation elle-méme, mais également
concerner les anomalies de non-disjonction des gonoso-
mes, fréquentes au cours de la spermatogenése et plus
particulierement en présence d’une translocation impli-
quant un gonosome.
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I. INTRODUCTION

La cytogénétique est un outil important dans le diagnostic
des infertilités masculines depuis la découverte en 1959 [5]
d’'un caryotype 47,XXY chez des patients présentant un
syndrome de Klinefelter. La réalisation du caryotype des
individus présentant un trouble de la fertilité est aujourd’hui
une pratique courante. Les premiéres études du caryotype
de populations d’hommes infertiles ont montré que la fré-
quence des anomalies chromosomiques était beaucoup
plus élevée dans ces populations que dans la population
générale des enfants nouveaux nés [1]. Cette fréquence
varie entre 2 et 20% selon la population infertile étudiée, et
elie augmente avec la sévérité de [atteinte spermatique
[10], la numération des spermatozoides étant le paramétre
le plus prédictif d’'un risque d’anomalie chromosomique.
Chez 'homme, les translocations impliquant les gonoso-
mes sont le plus souvent responsables d'azoospermie ou
parfois d’'oligospermie [6, 7], conduisant les patients a une
prise en charge en assistance médicale a la procréation
(AMP). Nous rapportons ici le cas d'un patient oligosperme,
porteur d'une ftranslocation (X;2) et les modalités spéci-
fiqgues du conseil génétique énoncé a ce couple avant ICSI.

Il. CAS CLINIQUE

Monsieur C, 4gé de 44 ans et sa conjointe agée de 42 ans
consultent pour infertilité primaire de 2 ans. Le spermo-
gramme montre une oligospermie variable allant de 0,5 a 5
millions/ml, associée a une asthénospermie modérée
(mobilité progressive a+b = 40%) et une tératospermie
modérée (20% spermatozoides normaux). L'examen cli-
nique était normal ainsi que les dosages hormonaux (FSH
= 5Ul/l, Testostérone = 5,3 ng/ml). Le caryotype a montré
une franslocation 46,Y,t(X;2)(p21;p25.3) (Figure 1).
Lensemble de ces résultats nous a conduit, aprés un
conseil génétique, a proposer une exploration des sperma-
tozoides par hybridation in situ fluorescente (FISH) pour
appréhender le mode de ségrégation de la translocation et
le risque pour la descendance. Enfin, aucune étude familia-
le n'a pour l'instant été entreprise pour définir le caractére
hérité ou de novo de cette translocation.

ll. ANALYSES COMPLEMENTAIRES

La FISH sur spermatozoides a été réalisée sur sperme
entier. Aprés étalement sur lame, 'ADN des spermatozoi-
des a été décondensé une minute dans une solution de
soude (NaOH 3N). Les lames ont ensuite été lavées, dés-
hydratées, puis codénaturées 4 min a 73°C avec les son-
des dans un Hybrite (Vysis) et incubées a 37°C durant la
nuit. Le lendemain, les lames ont été lavées a 73°C dans
une solution de 0,4SSC/0,3% Igepal pendant 1mn 45s, puis
a température ambiante dans une solution 2SSC/0,1%
Igepal 15s, pour éliminer les hybridations non spécifiques.

Les déséquilibres méiotiques directement liés a la translo-
cation ont été étudiés en utilisant 4 sondes marquant les
centroméres des chromosomes 2 (rouge), X (bleu) et Y
(bleu) et les télomeres de la région du bras court du
chromosome 2 (vert) (Figure 2). Cette analyse a montré la
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présence de 34% de spermatozoides normaux ou équili-
brés pour les chromosomes étudiés, et 66% de spermato-
zoides présentant un déséquilibre lié a la translocation
et/ou des anomalies de non-disjonction des gonosomes sur
les 162 spermatozoides étudiés (Tableau 1 ; Figure 3).
L’évaluation de la viabilité des différents types de ségréga-
tion a été basée sur I'hypothése qu'un embryon n'est pas
viable dés lors que plus de 1% de son génome est en
monosomie ou plus de 3% en trisomie. S'agissant ici d’'un
déséquilibre touchant I'extrémité terminale du bras court du
chromosome 2, tous les déséquilibres de cette extrémité
sont donc potentiellement viables. Il en est de méme pour
I'extrémité du bras court du chromosome X. On peut noter
qu'il est habituellement possible d’évaluer ce risque sur cer-
tains sites [4] mais pour des translocations impliquant 2
autosomes. Parmi les spermatozoides déséquilibrés (ceux
pouvant donner un syndrome de Klinefelter ou Turner
inclus), 50% d’entre eux peuvent donc conduire & une gros-
sesse potentiellement viable. Au total par cette technique,
1/3 des spermatozoides étaient chromosomiquement équi-
librés, 1/3 présentaient un déséquilibre compatible avec
une grossesse viable et 1/3 présentaient un déséquilibre
incompatible avec la poursuite de la grossesse. Le risque
d’avoir un enfant viable porteur d'un déséquilibre chromo-
somique était donc estimé a 50%.

Devant ce résultat, il a été décidé de pratiquer une nouvel-
le étude en FISH, de maniére a préciser les risques éven-
tuellement accrus de non-disjonction des autres chromoso-
mes sur un plus grand nombre de spermatozoides
(n=1000). Pour cela nous avons utilisé le centromére du
chromosome 18 marqué en bleu. Nous avons également
essayé de confirmer les résultats de la premiére étude en
employant les sondes des chromosomes X et Y mais mar-
quées respectivement en vert et rouge (Tableau 2 ; Figure
4). Les résultats confirment les aneuploidies des gonoso-
mes (38% versus 34%) mais montrent également un taux
d’aneuploidies pour le chromosome 18 de 1,25% (sperma-
tozoides di ou polyploides exclus). Ce taux est & comparer
avec celui de notre série témoin, ot seulement 0,075% des
spermatozoides sont aneuploides pour le chromosome 18.

IV. DISCUSSION

Dans le cas de cette translocation (X ;2), il existe donc non
seulement un risque de déséquilibre lié & la translocation
pour le conceptus mais également celui d’un syndrome de
Klinefelter ou de Turner par malségrégation des chromoso-
mes sexuels. Globalement, la probabilité¢ de fécondation
avec un spermatozoide normal serait de 34%, taux auguel
il faudrait soustraire les anomalies pour les autosomes. En
effet, chez ce patient, il existe un taux anormalement élevé
d’anomalies du chromosome 18 par rapport a une seérie
témoin (1,25% versus 0,075%).

Suite a ce résultat nous avons déconseillé I'injection intra-
cytoplasmique de spermatozoide (ICSI) a ce couple lors
d’'un nouveau conseil génétique, puisque la conjointe était
trop Agée (42 ans) pour bénéficier d'un diagnostic préim-
plantatoire.
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Figure 1 : Diagramme de la translocation. Figure 2 : Localisation des sondes pour étudier la translo-

cation.

Centromeére du chromosome 2
Centromere du chromosome X
Centromére du chromosome Y

Télomére du bras court du chromosome 2

der2derX Y Normal

Figure 3 : Spermatozoides en FISH avec les sondes explorant la transiocation.

Centromére du chromosome Y
Centromere du chromosome X

Centromére du chromosome 18

derX Y 18

Figure 4 : Spermatozoides en FISH avec les sondes des chromosomes X, Y et 18
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Tableau 1 : Résultat de la 1ére FISH sur spermatozoides effectuée avec les sondes étudiant la translocation.

Ségrégation Configuration = Nombre Fréquence  Diagnostic
2/Y ou o Normal ou
Alteme BVR der2/derX 55 34% équilibré
BR 2 + der X 17 10,5% Désjg‘gl';brée
Adjacente 1 Déséquilibrée
BVVR Y +der2 21 13% viable
BBV Y +der X 15 9% Non viable
Adjacente 2
VRR 2 +der2 14 8,5% Non viable
BRRV Y+2+der2 1 0,5% Non viable
BV X 10 6% Non viable
Y+derX .
BBVR +der2 5 3% Klinefelter
VR 2 18 9% Turner
Kis!
Déséquilibrée
0,
BBVVR Y+derX+2 1 0,5% viable
Déséquilibrée
0,
R der2 3 2% viable
BVVRR derX+2+der2 1 0,5% Non viable
B Y 2 1% Non viable
Autres 2 2% Non viable

B : Centromére des chromosomes X et Y ; V : Télomére du bras court du chromosome 2 ; R : Centromére
du chromosome 2.

Tableau 2 : Résultat de la 22Me FISH sur spermatozoides effectuée avec les sondes des chromosomes X, Y et 18.

VBB ou
VB RB BVR B RBB Autres
Configuration X 18 Y 18 XY18 18
Nombre 308 308 234 161 13 14
Fréquence 59,35% 38,05% 1,25% 1,35%

B : Centromére du chromosome 18 ; V : Centromeére du chromosome X ; R : Centromére du chromosome Y
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Ce cas souligne l'intérét d’étudier par FISH les conséquen-
ces d’'une translocation sur les spermatozoides de patients
porteurs d’'un tel remaniement chromosomique. L'étude ne
doit pas se limiter a I'étude de la translocation elle-méme,
mais elle doit également évaluer les anomalies de non-dis-
jonction des autres chromosomes et en particulier des
gonosomes, anomalies fréquentes au cours de la sperma-
togenése et plus particulierement en présence d'une trans-
location impliquant un gonosome. Depuis de trés nombreu-
ses années, 'hypothése d'un effet interchromosomique
pour un remaniement équilibré a été évoquée, c'est-a-dire
un risque concernant les chromosomes non impliqués dans
le remaniement [9]. Cet effet se traduit par exemple par
I'augmentation de la prévalence des trisomies 21 libre et
homogéne dans la descendance des patients porteurs
d’'une translocation [2]. Il apparait également évident que
dans ce type de translocation, le simple fait d’avoir un des
gonosomes impliqués dans la translocation influe sur les
mécanismes de mise en place de la vésicule sexuelle. Il est
admis depuis longtemps que dans ces cas de translocation,
le quadrivalent formé au stade pachyténe géne la formation
de la vésicule sexuelle [3] et donc a fortiori la ségrégation
éventuelle des chromosomes X et Y.

Enfin, it semble important de déterminer de fagon consen-
suelle le nombre de spermatozoides a étudier avant un
conseil génétique dans ces situations a taux d’anomalies
élevés. Il est bien évident que I'observation de 100 sper-
matozoides n'est pas satisfaisante mais il est parfois impos-
sible d'étudier un grand nombre lorsque l'oligospermie est
trés sévére et que peu de spermatozoides sont disponibles
pour I'analyse. De plus cette technique est trés consomma-
trice de temps puisque, dans ie cas présent, I'analyse de
162 spermatozoides pour la ségrégation des chromosomes
impliqués dans la translocation et de 1 000 autres pour les
gonosomes et un autosome non impliqué dans le remanie-
ment ont nécessité deux aprés midi d'interprétation. Ceci
nous a permis de donner rapidement un conseil génétique
en raison du fort taux d’anomalies chromosomiques et de
réorienter le couple vers une autre approche. La question
est de savoir s'il est indispensable de compter plus de 10
000 spermatozoides comme le recommandent certains
pour donner un conseil génétique [8] ou si 'analyse de
moins de 200 spermatozoides est suffisante pour effectuer
un tel conseil, dés lors que les taux d’'anomalies sont impor-
tants, ce qui est souvent le cas dans les translocations réci-
proques. La lourdeur d'une analyse de 10 000 spermato-
zoides, voire son impossibilité dans certains cas, rend cette
technique inaccessible en pratique a bien des patients.

V. CONCLUSION

Ce cas souligne 'importance, dans le cas d’un conseil
génétique pour translocation équilibrée chez 'lhomme,
de déterminer le taux d’anomalies dont sont porteurs
les spermatozoides. Cette étude ne doit pas se limiter
uniquement a la ségrégation de la translocation elle
méme mais également a celle des gonosomes qui peut
étre trés perturbée lors de la méiose masculine des

sujets porteurs d’un remaniement chromosomique. Un
consensus devra également étre recherché pour savoir
quel doit étre le nombre minimum de spermatozoides
étudiés pour apprécier le mode préférentiel de ségré-
gation spermatique d’une translocation donnée. Ceci
nous permettra de préciser les chances de grossesses
du couple, mais également d’évaluer le risque d’avoir
un enfant porteur d’'un déséquilibre chromosomique
viable a terme. En effet, si la réalisation d’un caryotype
prénatal est possible, le traumatisme lié a une éven-
tuelle interruption médicale de grossesse chez ces
couples dans les cas de remaniement déséquilibré via-
ble (hors syndrome de Turner et de Klinefelter), ne doit
pas étre sous estimé et l'information la plus précise
possible doit étre apportée avant toute prise en charge
en AMP. Le diagnostic préimplantatoire est, s’il est pos-
sible, la méthode de choix dans ces situations.
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ABSTRACT

The chromosomal risk for a patient with a t(X;2) translo-
cation concerns not only the translocation but also XY
disjunction

Frangois VIALARD, Bruno GUTHAUSER, Marc BAILLY,
Marianne BERGERE, Agnés ESCALONA, Denise MOLINA-
GOMES, Marylise DOLLEY, Martine ALBERT, Jacqueline
SELVA

In men, translocations involving sex chromosomes usual-
ly result in azoospermia or sometimes oligospermia. We
report the case of a man with oligospermia with a
46,Y,1(X;2)(p21;p25.3) translocation and the specific moda-
lities of management of the couple before ICSI. After gene-
tic counselling, we proposed spermatozoa chromosomal
analysis using FISH to evaluate the mode of segregation of
the translocation and the risk for the embryo and descen-
dants.

This study showed that 34% of spermatozoa were normal
or balanced for the chromosomes studied, and 66% of
spermatozoa presented a chromosome imbalance related
to the translocation and/or involving X and Y chromosome
non-disjunction. In view of this result, we decided to per-
form another FISH analysis to define the increased risk
related to the non-disjunction of X and Y chromosomes.
Only 60% of 1,000 spermatozoa were normal for X and Y.
The chromosome risk for the offspring is not limited to the
translocation, as the risk of Klinefelter and Turner syndro-
me is also increased. In view of these results and the
woman’s age (42 years old), we advised the couple against
ICSI at another genetic counselling session.

This case illustrates the value of spermatozoa FISH analy-
sis to evaluate the consequences of a translocation on
spermatogenesis. The study should not be limited to the
translocation alone, but should also evaluate anomalies of
non-disjunction of sex chromosomes that are frequent
during normal spermatogenesis, but the risk increases in
the case of translocations, especially involving the sex
chromosomes.

Keys words: sex chromosomes, translocation, interchromoso-
mal effect, FISH, spermatozoa
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