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RI~SUME 

Pa rmi  les anomal ies  cytog~n~tiques,  le syn- 
d rome  de Kl inefe l ter  est  la plus f r~quente  des 
anomal ies  ch romosomiques  associ~es ~ une  
infert i l i t6 mascul ine .  I1 conce rne  env i ron  un  
nouveau-n~ m~le sur  600. Sa f r6quence  est de 
3% dans  la popula t ion  des hommes  infer t i les  
et pros de 12% des sujets  azoospermiques  pr~- 
sen ten t  un  synd rome  de Klinefelter.  I1 y a 
quelques  ann~es,  la seule possibilit~ de pro- 
cr6at ion pour  ces couples  6tait  de r ecou r i r  au 
don de sperme.  

Depuis  l ' av~nement  des t echn iques  de f~con- 
da t ion  in vitro avec microinject ion,  il est  pos- 
sible d 'ob ten i r  in vitro une  f~condat ion  ovo- 
cy ta i re  dans  des cas d 'o l igozoospermie extr~- 
me. P a r  ail leurs,  la possibilit~ de recuei l l i r  
des  s p e r m a t o z o i d e s  c h i r u r g i c a l e m e n t  au  
n iveau  ~pid idymaire  ou tes t icu la i re  ~largit  
les indica t ions  des infert i l i t~s pouvan t  b~n~- 
f icier  d 'une  AMP in t raconjugale .  Ainsi, il est  
ac tue l l emen t  possible de p roposer  une  AMP 
in t racon juga le  ~ ce r ta ins  couples,  dont  le 
con jo in t  est  p o r t e u r  d 'un  s y n d r o m e  de 
Klinefelter,  d~s lors que quelques  spermato-  
zoides mobiles peuven t  ~tre obtenus,  soit 
dans  l '~jaculat, soit au n iveau  tes t icula i re .  
Cependant ,  le r ecours  ~ ces t echn iques  dans  
le cas d 'une  aneuplo id ie  des cellules germi- 
nales  pose le probl~me de la t ransmiss ion  de 
ce t te  aneuplo id ie  ~ la d e s c e n d a n c e  et du 
r isque de st6rilit6 de la d e s c e n d a n c e  masculi-  
ne. Ainsi,  dans  le cas  du  s y n d r o m e  de 
Klinefelter,  la t r ansmiss ion  du ch romosome  X 
s u r n u m 6 r a i r e  peut,  en th6orie,  condu i re  ~ la 
na i s sance  d 'un garcon  a t t e in t  de synd rome  de 
Kl inefe l ter  ou d 'une  fille de ca ryo type  47XXX. 
Ce r i sque  est d i r e c t e m e n t  li6 au pou rcen t age  

de s p e r m a t o z o i d e s  a n e u p l o i d e s  24XY ou 
24XX. Ce p o u r c e n t a g e  peu t  ~tre ~valu~ actuel-  
l ement  pa r  la t echn ique  d 'hybr ida t ion  in s i tu  
en f l u o r e s c e n c e  ( F l u o r e s c e n t  In  Si tu  
Hybr id iza t ion  ou FISH) sur  spermatozo ides  
et  des  r6 su l t a t s  peu  n o m b r e u x  et  t r~s 
var iables  sont  recens~s dans  la l i t t6ra ture .  

Nous pr~sentons  dans  ce travail ,  les r6sul ta ts  
ob tenus  pour  un  pa t ien t  p o r t e u r  d 'un syndro-  
me de Kl inefe l ter  ~ ca ryo type  homog~ne et 
les donn6es  de la l i t t~ra ture  c o n c e r n a n t  la 
s~gr~gation des ch romosomes  sexuels chez 
les p a t i e n t s  p o r t e u r s  de s y n d r o m e  de 
Klinefelter.  Dans le cas de no t re  pat ient ,  le 
taux de cellules aneuploi 'des 24XY est env i ron  
dix fois plus ~lev~ que le taux re t rouv~ pour  
les sujets  t~moins. Pa r  ail leurs,  r a n a l y s e  des 
donn6es  bibl iographiques ,  appor te  des ~16- 
ments  de r~ponses ~ quelques  quest ions  pra- 
t iques  qui se posent  lorsqu 'on envisage une  
FIV avec micro in jec t ion  chez ces pa t ien ts  : 

existe-t-il des cr i t~res  morpholog iques  de 
choix des spermatozo ides  ~ in jec te r  r e n d a n t  
compte  du  r i sque  d 'aneuploid ie  cel lulaire? 

- le r i sque  d 'aneuplo id ie  augmente- t - i l  si l 'on 
uti l ise des spermatozo ides  tes t icula i res?  

P a r  ail leurs,  p lus ieurs  na issances  sont actuel-  
l emen t  rappor t6es  apr~s FIV avec microinjec-  
t ion pour  des pa t ien ts  po r t eu r s  de synd rome  
de Klinefelter.  Enfin, dans  le cadre  du  conseil  
g6n~tique, la place du  diagnost ic  p rena ta l  
et/ou p r6 implan ta to i re  est ~ discuter .  

Mots cl~s : aide m~dicale it la procreation, chromo- 
somes sexuels, fdcondation in vitro, hybridation in 
situ en fluorescence, micro-injection, s6gr6gation 
des chromosomes, syndrome de Klinefelter 
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INTRODUCTION 

Le d6veloppement actuel des techniques d'as- 
sistance m6dicale ~ la procr6ation (AMP) per- 
met de proposer des modalit6s de procr6ation 
assist6e intraconjugale pour des infertilit6s de 
plus en plus s6v~res. Ainsi, la f6condation in 
vitro (FIV) avec micro-injection permet d'obte- 
nir in vitro une f6condation ovocytaire dans 
des cas d'oligozoospermie extr6me. Par  
ailleurs, la possibilit6 de recueillir des sperma- 
tozo~des chirurgicalement au niveau 6pididy- 
maire ou testiculaire 61argit consid6rablement 
les indications des infertilit6s pouvant b6n6fi- 
cier d'une AMP intraconjugale. Ces techniques 
de microinjection avec sperme chirurgical sont 
performantes pour les azoospermies excr6- 
toires mais leur r6ussite est moins fr6quente 
pour les azoospermies s6cr6toires, du fait de 
l'absence totale de spermatozo~des dans cer- 
tains cas. Dans ces situations, il a d6j~ 6t6 
envisag6 de recourir ~ la micro-injection de cel- 
lules en cours de diff6renciation (spermatides 
par exemple). Les possibilit6s th6rapeutiques 
d6pendent alors de la gravit6 de l 'atteinte de la 
spermatog6n~se. 

Le syndrome de Klinefelter est la plus fr6- 
quente des anomalies chromosomiques asso- 
ci6es ~ une infertilit6 masculine. I1 concerne 
environ un nouveau-n6 m~le sur 600. Sa fr6- 
quence est de 3% dans la population des 
hommes infertiles et pros de 12% des sujets 
azoospermiques pr6sentent un syndrome de 
Klinefelter [9; 28]. Le syndrome est caract6ri- 
s6 par l'existence d'un ou plusieurs chromo- 
somes X surnum6raire(s), soit au niveau de 
toutes les cellules (atteinte homog~ne, caryoty- 
pe somatique 47, XXY), soit au niveau d'une 
partie des cellules de l'individu uniquement 
(atteinte en mosaYque, caryotype somatique 
46XY/47XXY le plus souvent). Environ 15% 
des sujets Klinefelter pr6sentent un caryotype 
en mosa~que [16]. Au plan clinique on observe 
une grande variabilit6 du ph6notype qui peut 
inclure une grande taille, un hypogonadisme 
avec testicules hypotrophiques et une atteinte 
plus ou moins s6v~re de la spermatog6n~se. 
Cependant, la plupart des patients pr6sentant 
un caryotype homog~ne sont azoospermiques. 

I1 y a quelques ann6es, la seule possibilit6 de 
procr6ation pour ces couples 6tait de recourir 

au don de sperme. Depuis l 'av~nement des 
techniques de f6condation in vitro avec micro- 
injection, il est possible de proposer une AMP 
intra-conjugale ~ ces couples, dont le conjoint 
est porteur d'un syndrome de Klinefelter. En 
effet, les techniques de FIV avec micro-injec- 
tion peuvent 5tre propos6es aux pat ients  
atteints de syndrome de Klinefelter, d~s lors 
que quelques spermatozoYdes mobiles peuvent 
~tre obtenus, soit dans l'6jaculat, soit au 
niveau testiculaire. Cependant, le recours ~ ces 
techniques dans le cas d'une aneuploYdie des 
cellules germinales pose le probl~me de la 
transmission de cette aneuplo~die ~ la descen- 
dance. En effet, chez les sujets porteurs d'une 
mosa~que (46XY/47XXY) on a longtemps pens6 
que seules les cellules diplo~des 46XY pou- 
vaient effectuer leur m6iose [17, 27], mais les 
travaux de Cozzi et al [7] ou Chevret et al [6] 
ont montr6 que les cellules 47XXY pouvaient 
6galement achever leur m6iose. Ainsi, dans le 
cas du syndrome de Klinefelter, la transmis- 
sion du chromosome X surnum6raire peut, en 
th6orie, conduire ~ la naissance d'un garcon 
atteint de syndrome de Klinefelter ou d'une 
fille de caryotype 47XXX (Figure 1). Ce risque 
est directement li6 au pourcentage de sperma- 
tozo~des aneuplo~des 24 XY ou 24 XX. 
Actuellement, ce pourcentage peut ~tre 6valu6 
par la technique d'hybridation in si tu en fluo- 
rescence (FISH) sur spermatozo~des. 

Dans le cadre de notre activit6 de Biologie de la 
Reproduction, nous avons eu l'occasion de 
prendre en charge la demande d'assistance 
m6dicale ~ la procr6ation d'un sujet oligozoo- 
spermique, a t te in t  d'un syndrome de 
Klinefelter homog~ne. Le couple 6tait tr~s 
demandeur de procr6ation intra-conjugale et 
une FIV avec micro-injection s'av6rait techni- 
quement r6alisable compte tenu de la pr6sence 
de quelques spermatozo~des dans l'6jaculat. 
Nous avons donc tent6 d'6valuer le risque de 
transmission d'une aneuploYdie ~ la descen- 
dance afin de conseiller au mieux ce couple 
quant ~ la concr6tisation de leur d6sir parental 
(FIV-ICSI ou AMP avec tiers donneur). A cette 
fin, une 6tude de la s6gr6gation des chromo- 
somes sexuels par FISH sur spermatozo~des a 
6t6 r6alis6e chez ce patient. 

Nous pr6sentons dans ce travail, les r6sultats 
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Figure  1 : Representation th~orique de la s~gr~gation des chromosomes sexuels et du risque d'aneuplo~die 
aprSs fdeondat ion  p o u r  les cel lules  47XXY 

obtenus pour ce patient et les donn6es de la lit- 
t6rature concernant la s6gr6gation des chro- 
mosomes sexuels chez les patients porteurs 
d'un syndrome de Klinefelter. Ensuite, par une 
approche bibliographique, nous tenterons d'ap- 
porter des r6ponses ~ quelques questions pra- 
tiques qui se posent quant ~ l'indication et la 
r6alisation d'une FIV avec micro-injection chez 
ces patients. Par ailleurs, plusieurs naissances 
ayant d6j~ 6t6 obtenues, nous nous int6resse- 
rons au caryotype des enfants n6s et des 
embryons obtenus et poserons la question du 
recours au diagnostic g6n6tique ant6natal  
et/ou pr6implantatoire. 

I. MATERIEL ET METHODES 

1. P a t i e n t  6tudi6  et sujets  t 4 m o i n s  

Le patient atteint de syndrome de Klinefelter 
est un homme de 34 ans. I1 pr6sente une hypo- 
trophie testiculaire bilat6rale, avec volume tes- 
ticulaire inf6rieur ~ 5 mL. I1 n'y a pas de gyn6- 
comastie. 

Les param6tres spermatiques sont les suivants 
v o l u m e  = 2,5 mL 

n u m 4 r a t i o n  des  s p e r m a t o z o i d e s  
= < 0,1 million/mL 

mobi l i t6  = 30% de spermatozoides 
mobilit6 progressive diminu6e (MPD) 

la t6ratospermie n'a pas pu ~tre 6valu6e, 6tant 
donn6e la faible num6ration. 

Sur le plan biologique, on note une FSH 61ev6e 
12,1 mU/mL (technique immunoradiom6- 

trique) et une testost6rone abaiss6e ~ 7 nmol/L 
pour la testost6rone totale et 38,5 pmol/L pour 
la testost6rone libre. La testostrone binding 
globulin est normale ~ 27,4 nmol/L. 

Le caryotype somatique est homog6ne : 47, 
XXY, 6valu6 sur 16 mitoses. 

Etant donn6e la pr6sence de spermatozoides 
dans l'6jaculat, il n'a pas 6t6 r6alis6 d'explora- 
tion testiculaire chirurgicale. 

Deux t6moins ont 6t6 analys6s en m~me 
temps. I1 s'agit de sujets fertiles de 21 et 23 
ans, dont les param6tres spermatiques sont les 
suivants : 
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TI~MOIN 1 TI~MOIN 2 

v o l u m e  = 

n u m 6 r a t i o n  = 

m o b i l i t 6  = 

t 6 r a t o s p e r m i e  = 

3 mL 

70 millions/mL 

40% de spermatozo~des 
mobilit6 progressive diminu6e 

46% de formes atypiques 

4,9 mL 

60 millions/mL 

50% majorit6 de spermatozoides 
mobilit6 progressive normale 

44% de formes atypiques 

2. T e c h n i q u e  d ' h y b r i d a t i o n  in s i tu e n  f l u o -  
r e s c e n c e  ( F I S H )  

Ii s'agit de la technique d6crite par Chevret et 
al [5]. Cette technique d'hybridation in situ en 
fluorescence est r6alisable aussi bien ~ partir  
de sperme frais, que sur sperme apr6s cong61a- 
tion. 

Trois sondes ont 6t6 utilis6es, sp6cifiques des 
r6gions centrom6riques des chromosomes X, Y 
et 1. I1 s 'agit de sondes plasmidiques. 
L'utilisation d'une sonde sp6cifique d'un auto- 
some permet de diff6rencier les cellules diso- 
miques (24XY, 24XX, 24YY) qui pr6sentent un 
seul signal d'hydridation pour le chromosome 
1, des cellules diplo~des (46XY, 46XX et 46YY) 
qui pr6sentent deux signaux pour ce m6me 
chromosome. 

Les sondes ont 6t6 marqu6es par translation 
de coupure, la sonde X par la digoxig6nine, Y 
par la biotine et la sonde sp6cifique du chro- 
mosome 1 par un m61ange digoxig6nine+bioti- 
ne. Le mode de r6v61ation en fluorescence fait 
appel ~ un syst6me avidine-FITC/anticorps 
anti-avidine-FITC et ~ un anticorps anti- 
digoxig6nine marqu6 ~ la rhodamine. 
L'hybridation est r6alis6e sur frottis de sper- 
matozoides d6condens6s. Cette 6tape de d6con- 
densation est cruciale, car elle conditionne la 
qualit6 de l'hybridation, tant  au plan du ren- 
dement d'hybridation, que de la sp6cificit6 de 
d6tection. En effet, une d6condensation insuffi- 
sante ne permet pas l'acc6s des sondes aux 
sites d'hybridation et en revanche, si la d6con- 
densation est trop importante, on observe un 
6talement des signaux d'hybridation qui rend 
la lecture des lames difficile, voire impossible. 

II. E T U D E  D E  L A  S E G R E G A T I O N  D E S  
C H R O M O S O M E S  S E X U E L S  

L'analyse des spermatozoides par technique 
d'hybridation en fluorescence a 6t6 r6alis6e 

partir  d'un recueil de sperme congel6. Des 
spermatozoides haploides (23X ou 23Y) et 
aneuploides (24XY) observ6s en FISH pour le 
patient porteur d'un syndrome de Klinefelter, 
sont pr6sent6s dans la figure 2. Les r6sultats 
chiffr6s sont r6sum6s dans le tableau I. Cinq 
cent deux spermatozoides ont 6t6 analys6s 
pour le patient Klinefelter et environ 10 000 
pour chaque t6moin. Le taux de cellules aneu- 
ploides 24XY est environ 10 fois plus 61ev6 
dans les spermatozoides du patient, compar6 
aux t6moins. 

La proportion de spermatozoides 24XY chez ce 
patient, bien que dix fois sup6rieure ~ celle des 
sujets t6moins, reste relativement faible par 
rapport au risque th6orique pr6sent6 dans la 
figure 1 (3,6% vs 25%). Deux hypoth6ses peu- 
vent ~tre envisag6es pour expliquer ce r6sul- 
tat. La premi6re est l'existence d'une mosaique 
au niveau germinal, avec pr6sence de cellules 
germinales souches euploides (46XY), subis- 
sant la m6iose et donnant naissance ~ des 
spermatozoYdes haploides 23X et 23Y, ce qui 
expliquerait la proportion relativement faible 
de spermatozoides aneuploides chez ce patient. 
La deuxi6me hypoth6se envisageable est la 
perte du chromosome surnum6raire au cours 
de la m6iose, dans une certaine proportion de 
cellules 47XXY, comme cela a 6t6 d6montr6 
pour les cellules germinales de pat ientes  
47XXX ou de patients 47XYY [3, 18, 16]. 

Les taux d'hyperhaploidie gam6tique que nous 
avons observ6 sont du m6me ordre de grandeur 
que ceux publi6s par d'autres (Tableau II). 
Cependant ces taux sont tr6s variables selon 
les sujets. Ceci est ~ rapprocher de la variabili- 
t6 ph6notypique du syndrome de Klinefelter, 
qui pourrai t  s 'accompagner d'une grande 
variabilit6 du contenu chromosomique. Ainsi, 
dans le cas de syndromes en mosaYque, les 
pourcentages respectifs de cellules 46XY et 
47XXY au niveau somatique peuvent 6tre tr6s 
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spermatozo[de spermatozoide spermatozoide 
23X 23Y 24XY 
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Figure  2 : Hybr ida t ion  in s i tu  en f luorescence de spermatozo~des du  p a t i e n t  Kl ine fe l t er  47XXY 

Tableau 1 : Ana lyse  p a r  hybr ida t ion  in s i tu  en f luorescence,  du  con tenu  chromosomique  (X, Y e t  1) des  sper- 
matozo~des, p o u r  le p a t i e n t  Kl ine fe l t er  et  les su je ts  t~moins  

Caryotypr 
Ioma|~qtle 

47, XXY 

46, XY 

R~f~rence labo 

Numr des 
spermatozoTdes 

I O0 000/ml 

70x l O~/mI 

40x 10*ml 

50-70x 10*/ml 

Nombre de 23X 23Y $r ratio 24XY 24XX 24YY 24X ou 46XY 
cdlules % % (X,tY) % % % Y, + 1 % 

analys~cs % 

502 50,2 44,6 1.12 3,6 1,0 0,2 0,2 0,2 

12780 51.7 47,2 1,09 0.41 0,12 0.05 0,16 0~33 

9623 51.0 48, 5 1.05 0.07 0 0,02 0,21 0,16 

142050 50,1 48,2 1,04 0..~ 0.04 0.01 0,27 0,09 
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Tableau 2 : Etude compara t ive  des r$sul tats  obtenus concernant  la sdgrdgation des chromosomes sexuels 
p o u r  des pa t i en t s  por teurs  de syndrome de Kl inefe l ter  homog~ne ou en mosa~que 

Caryotype 
somatique 

46XY/47XXY 

46XY/47XXY 

46XY/47XXY 

46XY/47XXY 
/48XXXY 

46XY/47XXY 

46XY/47~XY i 

47XXY 

Nombre de 
Numeration Terato- Mobilite spermatozoides 24XY 

spermie a m l y ~  % 
100M/rill. / 60% 543 0,9 

9,6M/mL / 40% 

11 ,SMdmL / 1% 

oligoast h6noteralospermie s~6fe  

0, 2aM/mL 90% 0 

non ~ 11o1'1 COI31~S 

oligoast h~h,~permie s~v6re 

70-80 20-30 

72 15 
80 20 
80 0 

/ 30 

47XXY 0,4/~ 1,3M/mL 

47XXY 1,9MJmL 
47XXY 2~3M/mL 
47XXY 1 M]mL 
4 7xxv <o, l M/,~,,, 

27 97 Z09 

~ 300 1,3 

202 5 

"623 0,96 

'82 0 

24 25 

2206 1,36 

10 000 14,58 
I0 000 10,03 

597 I ~34 
502 3,6 

24XX 23X 23Y sex ratio Technique Reference 
% % % 

0 42 48,2 0,9 r Cozzi el al 1994 
8er~  

011 52,8 43,9 1,2 FISH 3 couleurs Chevret el al 
1996 

0,5 46~7 43,5 1,07 FISH 2 oouleurs Martini el al 
1996 

2 50,5 42,! 1,2 FISH 2 ~letn's  Kruse et al ....... 
1998 

LI2 43,2 47,5 0,9 FISH 3 couteurs Okada et al 
1999 

/ 53,7 46,3 1,l FISH Araki el 81 
1999 

/ 20,8 29,2 0,7 FISH 3 cou|eurs Estop el al 
1998 

1,22 ,13,,1 48,8 0,9 FISH 3 couleurs G-uttenbach et al 
1997 

6,92 5L87 24,6 2,1 FISH 3 c~guleurs Foresta el al 
3~34 56 28,63 1,9 , 1998 
I:01 42~2 46,4 0t9 FISH 3 r Okada el al 1999 

I 50,2 44:,6, ,,,,j I, 1 FISH 3 eouleurs notre etude 

diff6rents d'un sujet ~ l'autre et dans le cas de 
syndromes homog6nes, l'existence ou non 
d'une mosaique uniquement germinale est une 
notion actuellement encore d6battue. Par 
ailleurs, aucune donn6e n'est actuellement dis- 
ponible concernant la variabilit6 intra-indivi- 
duelle des taux d'hyperhaploidie spermatique 
chez ces sujets. Dans le cas de sujets t6moins, 
l'6tude de la variabilit6 inter-individuelle pour 
des analyses pratiqu6es au sein d'un m6me 
laboratoire montre des variations inf6rieures 
5% des pourcentages de cellules haploides (23X 
et 23Y), mais des variations parfois sup6- 
rieures ~ 10% des pourcentages de cellules 
hyperhaploides (24XY, 24XX ou 24YY), [6, 12], 
car les r6sultats concernent de faibles nombres 
de cellules. I1 est par ailleurs assez difficile de 
comparer des r6sultats obtenus dans des labo- 
ratoires diff6rents, car les techniques ne sont 
pas strictement comparables. 

III. DISCUSSION BIBLIOGRAPHIQUE 

Dans le cadre de cette discussion bibliogra- 
phique, nous avons tent6 d'extraire de la litt6- 
rature des 616ments de r6flexion concernant 
quelques questions tr6s pratiques qui se 
posent lors de la r6alisation d'une FIV avec 
micro-injection pour un patient porteur d'un 
syndrome de Klinefelter. 

1. Existe-t- i l  des  cr i t6res  m o r p h o l o g i q u e s  
effou fonc t ionne l s  de cho ix  des  spermato-  
z o i d e s / l  injecter,  p e r m e t t a n t  d 'es t imer  le 
r i sque  d ' a n e u p l o i d i e  des  c h r o m o s o m e s  
sexuels?  

Les donn6es actuelles d'6tude de la s6gr6gation 
des chromosomes par hybridation in situ en 
fluorescence sur spermatozoides permettent 
uniquement d'6valuer un pourcentage de sper- 
matozoides aneuplo~des au sein d'une popula- 
tion de spermatozoi'des correspondant ~ un gja- 
culat donn6. En revanche, il n'est pas techni- 
quement possible d'appr6cier conjointement la 
morphologie de chaque spermatozoa'de et son 
contenu chromosomique. Martini et al [18] et 
Bernadini et al [2] rendent compte d'analyses 
combin6es de la morphologie des spermato- 
zo~des et de leur contenu chromosomique. Pour 
cela, ces auteurs utilisent une technique d'hy- 
bridation in situ non fluorescente, coupl6e 
une technique de coloration. Cependant, les 
donn6es morphologiques prises en compte ne 
sont que parcellaires puisque l'analyse mor- 
phologique est effectu6e apr6s d6condensation 
des noyaux des spermatozoides. En effet, ces 
auteurs prennent essentiellement en compte 
des anomalies morphologiques telles que la 
pr6sence de t6tes ou de flagelles multiples 
et/ou une augmentation importante du volume 
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de la t~te du spermatozoide apr6s d6condensa- 
tion. Ce type d'anomalie est particulier, et peut 
effectivement 6tre associ6 ~ des anomalies du 
contenu g6n6tique des spermatozoides telles 
qu'une diploidie ou une polyploidie, suite ~ des 
non-disjonctions cellulaires au cours de la 
m6iose (r6sultats non publi6s). Ces anomalies 
sont d6tectables lors de l'observation des sper- 
matozoides en contraste de phase et ces cel- 
lules ne sont pas utilis6es en micro-injection. 
En dehors de ce cas particulier, il n 'apparait  
donc pas techniquement possible de corr61er 
l'aspect morphologique du spermatozoide 
injecter et son contenu g6n6tique haploide. 

Une technique de tri cellulaire par cytom6trie 
en flux a 6t6 d6crite, permettant  de s6parer les 
spermatozoYdes porteurs d'un chromosome X 
ou Y [8]. Cette m6me technique pourrait donc 
th6oriquement 6tre appliqu6e ~ la s6paration 
des spermatozo~des aneuploides et euplo~des 
[4]. Cependant, l 'utilisation de la cytom6trie en 
flux n6cessite une concentration importante de 
cellules dans le pr616vement, ce qui n'est pas le 
cas des pr616vements dont nous disposons pour 
les pat ients  porteurs de syndrome de 
Klinefelter. Par ailleurs, cette s6paration est 
fond6e sur le contenu en ADN et celui-ci est 
peu diff6rent pour les spermatozoides 
haploides contenant un ou deux chromosomes 
sexuels. Une s6paration stricte des spermato- 
zo~des aneuploides du reste de la population de 
spermatozoides nous semble donc difficilement 
rdalisable. 

Ainsi, le seul 616ment utilisable pour l'6valua- 
tion du risque de transmission de l'aneuploidie 

la descendance dans le cas d'une FIV avec 
micro-injection pratiqu6e pour un patient por- 
teur d'un syndrome de Klinefelter, demeure 
donc une 6valuation pr6alable du taux de cel- 
lules aneuploides par FISH. 

2. Le risque d'aneuploidie  augmente-t- i l  
avec l 'uti l isation de spermatozoides  testi- 
culaires? 

Si cette 6tude par FISH sur spermatozo~des est 
assez facilement r6alisable sur du sperme 6ja- 
cul6, le probl6me est tr6s diff6rent lorsqu'il 
s'agit de spermatozoides testiculaires. En effet, 
le biologiste est alors confront6 d'une part ~ la 
difficult6 technique de r6alisation et d'analyse 

des r6sultats d'hybridation en fluorescence sur 
un tel mat6riel, et d'autre part ~ d6terminer la 
place de cette investigation dans le protocole 
de FIV. I1 serait alors n6cessaire de pratiquer 
une premi6re intervention ~ vis6e exploratrice 
et, dans le cas oh des spermatozoides seraient 
trouv6s, de r6server tout ou partie de ces sper- 
matozo~des pour l 'analyse de la s6gr6gation 
des chromosomes. En fonction des r6sultats 
obtenus, une FIV avec micro-injection pourrait 
6tre discut6e. Par  ailleurs, dans une optique 
purement technique, si l'on travaille sur des 
spermatozoides testiculaires pr6par6s pour la 
micro-injection, le nombre de cellules analy- 
sables est souvent tr6s faible, ne permettant  
pas la r6alisation de la technique de FISH. En 
revanche, l 'analyse du mat6riel testiculaire 
brut (m61ange de cellules germinales ~ diff6- 
rents stades de diff6renciation et de cellules 
somatiques) pose des probl6mes de reconnais- 
sance des cellules observ6es, mais pourrait 
peut-6tre ~ l 'avenir constituer un moyen d'ap- 
pr6cier l'existence d'une mosaique germinale. 
Actuellement, aucune analyse de tissu ou de 
cellules testiculaire(s) par FISH n'a 6t6 
publi6e. I1 n'y a donc pas actuellement de 
r6sultats permettant  de penser que le risque 
augmente si l'on utilise des spermatozoides 
testiculaires, en revanche, la quantification 
pr6alable de ce risque est difficile. 

3. Que sait-on actue l lement  sur le plan 
g6n6tique,  des enfants  n6s apr6s FIV avec 
micro-injection dont  le p6re est porteur 
d'un syndrome de Klinefelter? 

Plusieurs 6quipes font 6tat actuellement de 
tentatives de FIV avec micro-injection ~ partir  
de spermatozoides 6jacul6s ou pr61ev6s au 
niveau testiculaire, chez des patients porteurs 
de syndrome de Klinefelter homog6ne ou en 
mosaique (Tableau III). U6tude des r6sultats 
obtenus s'av6re re la t ivement  rassurante .  
Quinze patients ont pu b6n6ficier d'une ou plu- 
sieurs tentatives, ce qui r6alise un total de 19 
tentatives de micro-injection. Cinq ont 6t6 r6a- 
lis6es ~ partir de spermatozoides 6jacul6s, trei- 
ze ~ partir  des spermatozoides pr61ev6s par 
ponction ou biopsie testiculaire et une ~ partir 
de spermatides rondes. Le taux de f6condation 
est globalement de 46% pour les FIV-ICSI 
partir  de sperme 6jacul6 et 52% pour les FIV- 
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Tableau 3 : R~sum~ des  r~sul tats  obtenus  en FIV-ICSI p o u r  des  p a t i e n t s  p o r t e u r s  de syndrome  de Kl ine fe l t e r  

Caryotype 
~omatique do 

patient 

46XY/47 

XXY/48XXXY 

47XXV 

47XXV 

47XXY 

47XXY 

47XXY 
t 

4 7 ~ ( Y  

47XXY 

47XXY 

47XXY 

4 7 X X Y  

4 7 X X Y  

47XXY 

47XX5" 

47XXY 

Retueil des 
~perma~ozoMe~ 

~ u l a t  

~ j a c ~  

( ~ n e  congelO 

~ m m t ~ d e s  

tesficuhires 

~oMes 

testic, ulaires 

spenrato~des 

te~iculair~ 

spcmm~idcs 

spcm~tozOl'des 

test~uls~s 

~ n T m o z ~ d e s  

tesficulaires 

Nombrr 
d'ov~ 

inject~s 

4 

4 

13 

5 

10 

7 

15 

12 
19 

4 

2 

4 

5 

1 

~0 

l0 

t5 

15 

Nombrr 
d'emb~r 

obtenus 

1 

3 

4 

l0 (9 comedY) 

2 

4 

2 

10 

8 

12 

2 

1 

2 

0 

0 

t" 

0 

9 

Nombre 
d'embryon~ 
t r a~f / , r~  

1 
2 (+1 ~ d ~ )  

2 b 

2 ~ 

| 

l 

i 

2 
! 

/ 

0 

/ 

3 

i 

(+4 congel~s) 

Evolution 

0 

0 

J i 

faussc touche 

0 

2 n m ~ s  

g ~ s e  

bioclfimique 

0 

0 
JJ Jmm 

0 

l nai~umce 

2 r~sa tw.~  

I naissance 

0 

0 
/ 

/ 

/ 
i 

/ 

1 aa i~ncr  

2 nais~nces 

Aaalyse g~n~t~ae 

/ 

/ 

46XX * 

- , , . T i  

! 

46XY et 46XX ~ 

46XX (DPD 

46XY ~ 46XX (DPI) 

,~xY ~ ! ~  ....... 

] 

46XY (DPN) 

46xv ~ 46xx ~DPN~ 
46X~', 47XXY d,,~ (DPI)  

] 

] 

/ 

] 

t 
i 

i 

4 6 X Y  ~ 

~4~X~Y et 46XY ' 

R~f~,reacr 

Harad et al 

1995 

1997 

Boun~ e~ al 

1997 

Sta~sen e~ al 

1996 

Tc~rnaye ~ al 
19% 

Palermo r al 

1998 

Reubinoff cl al 

1998 

i , i  , i ,  i i  

RowEl ~ al 

1999 

N ~ e t  al 

1999 

ICSI ~ partir  de spermatozoides testiculaires. 
Les deux techniques semblent donc compa- 
rables en terme de f6condation. Dans le cas de 
spermatides rondes en revanche, la seule ten- 
tative publi6e fait 6tat d'un taux de f6conda- 
tion de 10% [23]. Le taux moyen de grossesse 
6volutive par transfert  est de 35%. 

Sur 15 conceptus analys6s, un seul avait une 
formule chromosomique anormale (47XXY). 
Neuf enfants sont issus de ces 19 tentatives et 
tous pr6sentent une formule chromosomique 
normale. Un diagnostic pr6-implantatoire a 6t6 
r6alis6 pour 4 de ces tentatives [25, 23] et sur 
les 6 embryons test6s, un seul comportait une 
formule chromosomique anormale 47XXY et 
n'a pas 6t6 transf6r6, quatre n'ont pas abouti 
une grossesse 6volutive apr6s transfert  et un a 
abouti ~ la naissance d'un garcon (46XY). 
L'analyse cytog6n6tique de toutes les cellules 
de l'embryon non transf6r6 a montr6 qu'il 
s'agissait d'un embryon chaotique. Un diagnos- 
tic pr6natal a 6t6 r6alis6 pour 3 des foetus obte- 

nus [21] et un caryotype ~ la naissance pour 5 
enfants. Dans un cas, le couple avait refus6 
tout diagnostic g6n6tique avant la naissance, 
aussi bien pr6natal que pr6implantatoire [24], 
dans un autre cas, seul un diagnostic pr6natal 
avait 6t6 propos6 et refus6 par le couple [4]. 
L'ensemble de ces r6sultats apparait  relative- 
ment rassurant  et, outre leur formule chromo- 
somique normale, ces enfants ont tous 6t6 trou- 
v6s en bonne sant6 ~ la naissance. 

4. Quelle est la place du diagnost ic  
g6n6tique? 

Le recours ~ une FIV-ICSI des patients por- 
teurs de syndrome de Klinefelter pose donc 
avec une particuli6re acuit6 le probl6me de la 
transmission iatrog6ne d'une anomalie chro- 
mosomique ~ la descendance. I1 convient donc 
que le choix de la th6rapeutique (intra-conju- 
gale ou avec tiers donneur) ait 6t6 6valu6e au 
mieux et que les patients aient pu prendre leur 
d6cision en connaissance de cause. 
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Le conseil g~n~tique, en ce qu'il se situe en 
amont de la th~rapeutique, a donc une impor- 
tance capitale. Ce conseil peut notamment 
s'appuyer sur des donn~es chiffr~es si une 
quantification des taux d'hyperhaplo~dies 
gam~tiques a 5t~ effectu~e. Dans ce conseil 
g~n~tique, une place est ~galement h r~server 

la discussion du caract~re invalidant ou non 
de l'anomalie chromosomique. Cette appr~cia- 
tion est hautement  subjective pour le syndro- 
me de Klinefelter qui comporte une infertilitY, 
parfois des troubles intellectuels de gravit~ 
tr~s variable (cet ~l~ment concerne surtout les 
formules comportant plusieurs chromosomes X 
surnum~raires) et des caract~ristiques qui 
vont se manifester tard dans la vie de l'indivi- 
du (risque de cancer du testicule, ost~oporose, 
impuissance) et dont certaines peuvent b~n~- 
ficier d'un traitement hormonal substitutif. 
Sur ce plan de l'appr~ciation du caract~re inva- 
lidant de la pathologie, le patient est certaine- 
ment le mieux plac~ pour en avoir une ~valua- 
tion precise puisqu'il parle en parfaite connais- 
sance de cause. L'anomalie n'~tant jusqu'/~ pr~- 
sent pas transmissible, on ne sait pas si le phi- 
notype paternel  est t ransmis dans son 
ensemble ou si par exemple, il peut exister une 
aggravation au fil des g~n~rations. 

Le troisi~me volet ~ aborder dans le cadre du 
conseil g~n~tique est le recours ~ventuel/~ un 
diagnostic g~n~tique. Jusqu'~ il y a quelques 
mois, seul le diagnostic prenatal ~tait r~ali- 
sable en France. Ceci pose pour ces patients un 
double probl~me : d'une part, l 'interruption 
d'une grossesse fortement d~sir~e et dont l'ob- 
tention a souvent ~t~ difficile et d'autre part, le 
fait mSme d'interrompre cette grossesse pour 
une pathologie dont le p~re lui-mSme est 
atteint. Ceci explique que certains patients 
aient refus~ le diagnostic antenatal. C'est le 
cas par exemple du patient que nous suivons 
actuellement. Avec la possibilit~ de recourir au 
diagnostic pr~implantatoire (DPI), le risque 
d'interruption de grossesse se limite alors aux 
seules erreurs du DPI. Le DPI peut effective- 
ment 8tre techniquement pris en d~faut pour 
ces recherches d'anomalies chromosomiques 
car on ne peut pas pr~lever plus de deux blas- 
tom~res au stade d'embryon h 8-10 cellules 
sans risquer de porter atteinte h la viabilit5 de 
rembryon. On risque donc de m~conna~tre une 

mosaique [11, 22]. Les patients doivent 8tre 
avertis de la sensibilit~ et la sp~cificit~ du DPI. 
Trois centres sont actuellement a g r ~ s  en 
France, ce qui peut conduire les patients 
tenir compte 5galement du d~lai d'attente dans 
leur d~cision. 

Enfin, il convient de rappeler les termes 
actuels de la loi concernant le DPI, qui s'ap- 
plique aux couples susceptibles de transmettre 

l'enfant une affection d'une particuli~re gra- 
vit~. Le syndrome de Klinefelter entre-t-il dans 
ce cadre? 

CONCLUSION 

Le syndrome de Klinefelter en AMP constitue 
actuellement un module de transmission verti- 
cale d'une anomalie chromosomique dont la 
principale consequence est d'entra~ner une 
infertilit~ pour l'enfant h na~tre, l'affection ne 
pr~sentant pas de risque vital. Cette probl~- 
matique est donc diff~rente d'autres anomalies 
de nombre ou de certaines anomalies de struc- 
ture des chromosomes. Les donn~es actuelles 
sont globalement rassurantes puisque seuls 
des enfants de caryotype normal sont n~s. 
Cependant, les cas pour lesquels une AMP 
intra-conjugale est possible demeurent rares et 
seules de petites s~ries de r~sultats sont ana- 
lysables. Dans ces cas, un conseil g~n~tique le 
plus precis possible doit 8tre donn~ aux 
patients, et l'~tude de la s~gr~gation des chro- 
mosomes lorsqu'elle est possible, y tient une 
place importante. Ce conseil devrait permettre 
aux patients de prendre leur propre d~cision 
en connaissance de cause. En effet, ils auront 
d~cider de la r~alisation de tentatives de pro- 
creation assist~e, avec tiers donneur ou intra- 
conjugale et, dans ce dernier cas, ils pourront 
envisager le recours ou non ~ un diagnostic 
g~n~tique pr~implantatoire et/ou prenatal. 
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A B S T R A C T  

Kl inefe l te r  s y n d r o m e  a n d  a r t  in  2000 

S. HENNEBICQ, S. ROUSSEAUX, 
R. PELLETIER, B. SELE 

With t he  r e c e n t  a d v a n c e  in t he  t e c h n i q u e s  of  
ass i s ted  r e p r o d u c t i o n ,  it  is n o w  poss ib le  to 
o v e r c o m e  ma le  i n f e r t i l i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  
severe  o l i gozoospe rmia  or  azoospe rmia ,  w i t h  
o t h e r  a l t e rna t i ve s  t h a n  s p e r m  dona t ion .  In  
fact,  de sp i t e  a deep ly  de fec t ive  s p e r m a t o g e n e -  
sis, i n t r a c o u p l e  in vitro fe r t i l i za t ion  can  be 
a c h i e v e d  n o w a d a y s  w i t h  the  he lp  of  in t racy-  
t op l a smic  s p e m  in jec t ion .  S p e r m a t o z o a  f rom 
e j acu la t e  o r  t e s t i c u l a r  b iopsy  can  be used.  
Kl inefe l te r ' s  s y n d r o m e  de f ined  by a somat ic  
k a r y o t y p e  47,XXY or  46, XY/47,XXY, is one  of  
t he  m o s t  c o m m o n  sex c h r o m o s o m a l  a b n o r m a -  
l i t ies in  h u m a n ,  w i t h  an  i n c i d e n c e  of  abou t  3% 
of  in fe r t i l e  men .  In  mos t  cases,  a deep ly  defec- 
t ive  s p e r m a t o g e n e s i s  is a s soc ia t ed  w i th  th is  
c h r o m o s o m a l  abnormal i ty .  I n t r a c y t o p l a s m i c  
s p e r m  in jec t ion  can  be  p r o p o s e d  to t hese  
pa t i en t s .  However ,  one  s h o u l d  t h e n  c o n s i d e r  
t he  r i sk  of  t r a n s m i t t i n g  an  a n e u p l o i d y  invol- 
v ing  sex c homosom es .  

We r e p o r t  h e r e  the  s t u d y  of  sex c h r o m o s o m e  
s e g r e g a t i o n  for  a p a t i e n t  c a r r y i n g  a non-  
mosa ic  Kl inefe l te r ' s  s y n d r o m e  (47, XXY), w i th  
o l i gozoospe rmia  a n d  w ho  a sked  for  in t ra-  
coup le  in vitro fer t i l iza t ion .  

MATERIAL AND METHODS 

The  p a t i e n t  is a 33 yea r  old  male ,  w i t h  a 47, 
XXY k a r y o t y p e  (cy togene t ica l  i n v e s t i g a t i o n  of  
16 me taphases ) .  S e m e n  ana lys i s  r e v e a l e d  a 
s e v e r e  o l i g o z o o s p e r m i a  ( s p e r m a t o z o a  
<<lxl06/mL) a nd  a s t h e n o z o o s p e r m i a  (60% of  
d e c r e a s e d  moti l iy) ,  for  an  e j acu la t e  v o l u m e  of  
1.8mL. 

Th ree -co lou r  In  S i tu  Hybr id i za t i on  was  per-  
f o r m e d  on s p e r m a t o z o a  r e c o v e r e d  f rom his  
c r y o p r e s e r v e d  semen,  in  o r d e r  to s imul ta-  
neous ly  d e t e c t  t he  c h r o m o s o m e  X, Y a n d  one  
w i t h  specif ic  a p p r o p r i a t e  probes .  S e m e n  f rom 
two 23 yea r  old  m e n  w e r e  also ana lyzed  as 
cont ro ls .  

RESULTS 

502 s p e r m a t o z o a  w e r e  a n a l y z e d  f r o m  t h e  
p a t i e n t  a n d  a b o u t  10,000 f rom the  cont ro ls .  
The re  was  an  i n c r e a s e  of  a b o u t  t en  t imes  of  
t he  p e r c e n t a g e  of  h y p e r h a p l o i d  (24XY) sper-  
m a t o z o a  in  t h e  s e m e n  of  t h e  K l i n e f e l t e r  
p a t i e n t  c o m p a r e d  to t he  cont ro ls .  

DISCUSSION AND CONCLUSION 

In  a gene ra l  v iew of  IVF-ICSI p r a c t i c e  in  
Kl ine fe l t e r  pa t i en t s ,  we  also d i s cus s  h e r e  
severa l  p rac t i ca l  po in t s  such  as (i) is t h e r e  
any  m o r p h o l o g i c a l  c r i t e r i a  w h i c h  m a y  pre-  
v e n t  f rom in j ec t i ng  an  a n e u p l o i d  spe rma to -  
zoa, (ii) is t he  r i sk  of  a n e u p l o i d y  h i g h e r  w h e n  
u s i n g  t e s t i c u l a r  s p e r m a t o z o a  t h a n  w h e n  
u s i n g  e j acu l a t ed  spe rma tozoa ,  (iii) w h a t  do  
we k n o w  a b o u t  t he  o f f sp r ing  o b t a i n e d  by IVF- 
ICSI in Kl inefe l t e r  p a t i e n t s  a n d  (iv) w h e n  
shou ld  p r e n a t a l  and /o r  p r e i m p l a n t a t o r y  gene-  
t ical  d i agnos i sbe  p r o p o s e d  in th i s  p a r t i c u l a r  
contex t .  
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