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RESUME

Le syndrome de Klinefelter est I'une des principales causes
génétiques d’infertilité masculine. Il est en effet diagnostiqué
chez 11% des patients présentant une azoospermie et 4%
des hommes infertiles [23].

Notre étude rapporte une naissance aprés ICS| utilisant du
sperme éjaculé chez un jeune homme de 21 ans, présentant
un syndrome de Klinefelter pur, homogéne, découvert lors
d’un bilan d’infertilité pour oligozoospermie sévére.

Sur une période de 18 mois, trois ICSI ont été réalisées
pour ce couple. Au cours des deux premiéres tentatives avec
du sperme éjaculé frais, 10 embryons au total ont été
transférés sans obtenir de grossesse. Lors de la 3€ ICSI,
nous avons di utiliser des spermatozoides éjaculés
congelés, car le patient présentait une azoospermie avérée
le jour de 'ICSI. Une grossesse a été obtenue aprés transfert
de 3 embryons de grade A, avec naissance a terme dépassé
d’une fille en bonne santé.

Nous soulignons l'intérét d’une congélation préventive
répétée lorsque des spermatozoides éjaculés sont
disponibles dans tous les cas d’oligozoospermie sévére ou
de cryptozoospermie.

De plus, nous avons évalué la qualité des spermatozoides
congelés et utilisables en ICSI par une analyse de leur ADN
et une analyse de leur ploidie par FISH.

Mots clés : syndrome de Klinefelter, oligozoospermie,
cryoconservation préventive, spermatozoides éjaculés

|. OBSERVATION
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Il s’agit d'un jeune couple qui présente une infertilité primaire
de 3 ans : Mr a 21 ans, Mme a 23 ans lors de la premiere
consuitation. La femme n’a pas d’antécédent particulier. Le
patient a été opéré dans I'enfance d’un hématome testiculaire
droit secondaire & un traumatisme. A I'interrogatoire, on note 2
cousins et 1 oncle inféconds (infécondités non explorées). Les
péres respectifs de Mr et Mme sont consanguins, issus de
germains.

L'examen clinique ne retrouve aucun élément phénotypique
évocateur du syndrome de Klinefelter, hormis des testicules de
petite taille, inférieurs a 10 ml. Le bilan hormonal est perturbé
avec une FSH élevée a 22,6 Ul/, LH 14,4 Ul/l, testostérone
biodisponible 2,29 nmol/l (normale = 2-9), testostérone
plasmatique 112 ng/100ml (normale = 65-308), inhibine B
inférieure a 15 ng/l. Le premier spermogramme réalisé en 2004
dans le cadre du bilan d'infertilité met en évidence une
oligoasthénozoospermie sévére (Tableau 1).

Le caryotype révéle un syndrome de Klinefelter (47,XXY) pur,
homogene (plus de 60 mitoses analysées). La recherche de
microdélétion du chromosome Y, réalisée de fagon systématique
pour toute azoospermie non obstructive, est négative.

Dans ce contexte, une congélation préventive répétée de
spermatozoides éjaculés a été proposée avant de débuter la
fécondation in vitro avec microinjection. La spermoculture
effectuée ne révélait pas de germe. Neuf prélévements de
sperme consécutifs permettent d’obtenir un stock de 20 paillettes
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(congélation en micro-gouttes [8]). Aprés centrifugation sur
gradient de densité 1 couche {50%, Puresperm, Nidacon, Suéde),
le culot lavé est repris en Ferticult (Fertipro, Belgique) et mélangé
au cryoprotecteur (Sperm-freezing, medium, MediCult, France)
avant montage en paillettes (micro-pailles) haute sécurité
(Cryobiosystem, France).

Une numération effectuée avant montage des paillettes retrouve
entre 1 et 2 spermatozoides mobiles type b (cellule de Mackler)
(Tableau 1). Les spermatozoides congelés font 'objet 1) d’une
analyse de I'ADN par technique TUNEL, a I'aide d’'un marquage
par peroxydase et lecture sur lame [16], et 2) d'une analyse
chromosomique par hybridation in situ fluorescente (FISH) selon
la technique décrite par Faure et al. [5]. Compte tenu du faible
nombre de spermatozoides disponibles dans les paillettes, seule
la ploidie pour les chromosomes 13 et 21 a pu étre analysée.

L'analyse de 'ADN effectuée sur 50 spermatozoides fixés déposés
sur une lame ne révéle aucune fragmentation de 'ADN. Sur 20
spermatozoides analysés, I'analyse par FISH met en évidence
3 spermatozoides disomiques pour le chromosome 21 (15%) et
1 spermatozoide disomique pour le chromosome 13 (5%), soit
un total de 20% de spermatozoides aneuploides.

Le bilan féminin est strictement normal (examen clinique, dosages
hormonaux, caryotype, hystérosalpingographie).

Le couple a bénéficié de trois FIV-ICSI de février 2005 & juillet
20086, suivant le méme protocole de stimulation ovarienne : long
analogue associant du Décapeptyl 3 mg (Triptoréline, Beaufour
Ipsen Pharma, France), du Purégon 100 (Follitropine, Organon
SA, France) et des Gonadotrophines Chorioniques HCG 10 000
Ul pour le déclenchement. Deux premiéres FIV-ICSI sont
effectuées avec sperme éjaculé (<t million/ml), suivies de 3
transferts d’'embryons décongelés, sans obtention d’'une grossesse
(Tableau 2).

Lors de la 3% ICSI, le patient présente, le jour de la ponction
folliculaire, une azoospermie vérifiée (aprés centrifugation de la
totalité de I'éjaculat) et controlée sur deux recueils successifs.
Une paillette de sperme congelé est alors utilisée. La ponction
permet d'cbtenir 32 ovocytes : 28 ovocytes matures sont micro-
injectés, 16 embryons obtenus dont 3 transférés a J2 (3 embryons
de grade A) et 10 congelés (grade A). Une grossesse simple
est obtenue, de suivi échographique strictement normal
{échographies a 12, 22 et 32 SA). Une amniocentése est proposée
au couple qui ne souhaite pas y donner suite. En avril 2007, la
patiente donne naissance, par césarienne & 41 SA+4 jours, a une
petite fille en bonne santé, d’un poids de 3910 g, avec un score
d’Apgar de 10 2 1 min.

Il. DISCUSSION

Plus de 90% des patients atteints de syndrome de Klinefelter pur,
homogéne, présentent une azoospermie lorsque le diagnostic est
porté dans le cadre d’un bilan d’infertilité. Lanfranco et al.
retrouvent en effet des spermatozoides dans ['éjaculat chez
seulement 8,4% des patients (11/131 patients) [13].

L'analyse de la littérature ne retrouve que trés peu de cas d'ICSlI,
réalisées avec sperme éjaculé, de patients porteurs d'un syndrome
de Klinefelter homogéne ayant abouti a la naissance d’un enfant
[13] (Tableau 3). Plus nombreuses sont les grossesses obtenues
en utilisant des spermatozoides d’origine testiculaire (TESE-
ICSI) [7, 13, 19, 20] ; cependant, la TESE-ICSI constitue une
technique beaucoup plus invasive nécessitant un geste chirurgical
lourd.
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Dans ce contexte, lorsque de trés rares spermatozoides éjaculés
sont observés, une détérioration des parameétres spermatiques
ne peut jamais étre exclue. |l apparait donc licite de proposer des
congélations répétées du sperme éjaculé [1, 11, 15], dés que le
diagnostic de syndrome de Klinefelter est posé. Ceci pourra
permettre d’éviter le recours a une TESE-ICSI en cas d'évolution
vers |'azoospermie.

Par ailleurs, I'age du patient au moment de la prise en charge
est essentiel. En effet, Okada et al. [20] ont montré que le
pourcentage de succés aprés TESE-ICSI diminue de fagon
significative au dela de 35 ans chez I’'homme. Dans notre étude,
le patient avait 21 ans au moment de la premiére consultation.
Gréce & une prise en charge multidisciplinaire rapide, nous avons
pu congeler 20 paillettes de spermatozoides éjaculés, de contenu
aléatoire, avant I'apparition d’'une azoospermie survenue 21
mois plus tard. L'apparition de I'azoospermie coincidait avec une
chute sévére de la testostérone plasmatique a 59ng/100mL.

Les études concernant les enfants de patients présentant un
syndrome de Klinefelter sont globalement rassurantes : la plupart
des enfants ont un caryotype normal. Cependant, des anomalies
chromosomiques ont été décrites dans les spermatozoides de
patients Klinefelter homogéne, dont une hyperploidie dans 2,5
a 21,6% des spermatozoides analysés [13].

Ainsi, de nombreuses études retrouvent une augmentation du
risque d’aneuploidie et en particulier de disomie pour les
chromosomes 13 (0,78%),18 (0,47%) et 21 (0,98%) [18], mais
également d’anomalies au niveau des chromosomes sexuels :
4,46% [14]; 24, XY :1,02%, 24, XX :0,63%, 24,YY :0,41% [6].
Dans notre cas, le taux de spermatozoides aneuploides est de
20% pour les chromosomes 13 et 21, ce qui est une valeur
importante mais non représentative compte tenu du faible nombre
(20) de spermatozoides étudiés. Certaines équipes proposent
un diagnostic prénatal {7, 9, 18], voire un diagnostic pre-
implantatoire (DPI) [4]. Afin de mieux évaluer les risques pour le
conceptus, nous avons ainsi effectué une analyse chromosomique
des spermatozoides par FISH. Par ailleurs, la recherche des
microdélétions du chromosome Y s’est révélée négative pour
notre patient [17].

Enfin, 'analyse de 'ADN des spermatozoides congelés, réalisée
afin de s’assurer de la qualité nucléaire des spermatozoides
utilisés en ICSI, n'a montré aucun signe de fragmentation de
'ADN.

lll. CONCLUSION

Cette étude rapporte la prise en charge rapide en AMP d’un
jeune homme pour lequel un syndrome de Klinefelter pur a
été diagnostiqué lors du bilan d’une oligozoospermie
extréme.

Grice a des congélations répétées de sperme, faites avant
les FIV-ICSI, plusieurs tentatives d’ICS] ont été effectuées,
utilisant d’abord du sperme éjaculé frais puis, lors de la
survenue d’une azoospermie, les spermatozoides congelés.
Cette procédure a permis au couple d’avoir un enfant sans
avoir recours a la biopsie testiculaire. Par ailleurs, le couple
dispose d’embryons congelés (10) et de sperme congelé
(19 paillettes) permettant d’envisager des grossesses
ultérieures.




Tableau 1 : Caractéristiques des prélevements de sperme obtenus.

Numération /mL

Date Volume (colonne de 50%, reprise du Mobilité spermatozoides
{mL) culot par 30uL de fert+30ul. & 30 min par paillettes
de sperm freezing)
07/10/2004 2 <100 000 20% type C spermogramme ND
congélation
21/10/2004 1,5 <100 000 10% type B 2 paillettes ND
congélation
09/11/2004 25 8000 10% type B 3 paillettes 6000
congélation
18/11/2004 25 <100 000 10% type B 3 paillettes ND
congélation
30/11/2004 2,5 <100 000 10% type B 3 paillettes ND
congélation
07/12/2004 2 <100 000 rares type B 3 paillettes ND
congélation
05/01/2005 2,5 <100 000 rares type B 2 paillettes ND
congélation
31/03/2005 25 5000 5% type C 2 paillettes 6000
1 spermatozoide mobile sur place en congélation
05/04/2005 25 dehors de la cellule de Makler ND 1 paillette ND
1 spermatozoide mobile sur place en congélation
18/04/2005 2 dehors de la cellule de Makler ND 1 pailiette ND
27/05/2005 2 8000 Type C spermogramme ND
50% mobiles,
12/09/2005 25 2000 110 type B spermogramme ND
ND = Non déterminé.
Tableau 2 : Principaux paramétres des tentatives de FIV/ICSI effectuées.
Ovocytes Ovocytes Embryons obtenus Embryons Embryons p g < .
n° Date recueillis matures (n) transférés congelés Decou;lgocilatlon Decor;‘goglatlon
{n) (n) et qualité (grade) (n)
3 embryons
1 31/01/05 10 9 6 (5 grade A) J3 2 décongelés/2 -
transférés
5 embryons 2 embryons
2 07/10/05 21 19 15 (9 grade A) J3 2 décongelés/2 décongelés/2
transférés transférés
3 06/07/06 32 28 16 (13 grade A) J2 3 - -
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Tableau 3 : Données de la littérature concernant les tentatives d’ICSI avec sperme éjaculé de patients porteurs d’un
syndrome de Klinefeiter [13].

10.

1.

ICSl avec Embryons Grossesse clinique Enfant  Caryotype du
Références spermatozoides  transférés (activité cardiaque) vivant conceptus/

éjaculés (n) (n) (n) Nouveau-né
Bourne et al. 1997 [2] 1 4 1 (jumeaux) 2 46,XY; 46,XX
Hinney et al. 1997 [10] 1 3 1 (unique, fausse couche 9 SA) 46,XX
Kitamura et al. 2000 [12] 4 1 (fausse couche 8 SA)
Okada et al. 2005 [19] 1 2 1 (unique) 1 46,XX
Cruger et al. 2001 [3] 1 2 1 (unique) 1 46,XX
Staessen ef al. 2003 [21] 1 3 1 (triplet, fausse couche 18 SA) 46,XY;46,XX(2)
Ulug et al. 2003 [22] 1 2 1 (jumeaux) 2 46,XY; 46,XX
Notre étude 1 3 1 (unique) 1 46,XX

5 filles,
TOTAL 11 17 8 7 2 gargons
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ABSTRACT

Birth after ICS1 carried out with frozen ejaculated sperm
from a 21-year-oid patient with non-mosaic Kiinefelter's
syndrome.

Cécile FANGET, Isabelle AKNIN-SEIFER, Sylviane
HENNEBICQ, Fabienne PRIEUR, Céline CHAULEUR,
Emmanuelle DENIS-BELICARD, Guillaume MARTIN,

Rachel LEVY

Klinefelter's syndrome is one of the main genetic causes of
male infertility, as it is diagnosed in 11% of patients with
azoospermia and 4% of infertile men.

This study reports a birth after ICSI performed with ejaculated
sperm from a 21-year-old man with homogeneous non-
mosaic Klinefelter’'s syndrome discovered during
assessment of infertility for severe oligozoospermia.

Three ICSl were performed for this couple over an 18-month
period. Pregnancy was not achieved after the first and second
ICS1 with fresh ejaculated sperm. At the third ICSI, the patient
presented proven azoospermia on the day of the attempt, and
frozen-thawed ejaculated spermatozoa were therefore used.
A pregnancy was obtained after the transfer of 3 grade A
embryos with the birth of a healthy girl.

The authors highlight the value of repeated preventive sperm
cryopreservation when ejaculated spermatozoa are available
in all cases of severe oligozoospermia or cryptozoospermia.

They also evaluated the quality (DNA fragmentation, ploidy)
of the frozen/thawed spermatozoa.

Key words : cryopreservation, newbomn, Klinefelter’s Syndrome,
male, pregnancy spermatozoa
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