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RESUME 

L'infertilit6 masculine s~v~re peut se retrouver chez 2 
cat6gories d'hommes. Les hommes infertiles & caryotype 
anormal, qui repr6sentent 2 & 14% des sujets infertiles, 
peuvent produire des spermatozo'l'des porteurs du 
d~s6quilibre chromosomique lid au remaniement initial du 
patient entraTnant un risque variable de transmission de 
cette anomalie & leur conceptus. La deuxi6me cat6gorie 
est celle des hommes infertiles & caryotype normal chez qui 
il a 6t6 d~crit un taux d'aneuplo'idie spermatique augment6 
Iorsqu'ils pr6sentaient une oligo et ou une 
asth6nozoospermie s6v6re et/ou Iorsqu'ils ~taient issus 
de couples en 6chec d'implantation. Le traitement classique 
en Assistance M6dicale & la Procr6ation pour ses 2 
cat6gories 6tant I'ICSl en d6pit du risque chromosomique 
accru (~vident. Se pose alors la question de savoir s'il est 
possible de reconna~tre morphologiquement les 
spermatozo'~'des au contenu chromosomique anormal au 
cours de I'ICSI. 

Malheureusement, il n'a pas ~t6 mis en &vidence de relation 
entre la morphologie des spermatozo'ides au grossissement 
x200 de I'ICSl et leur contenu chromosomique. N6anmoins 
depuis la fin des ann6es 90, 1'6quipe de Bartoov a mis au 
point une m6thode d'observation fine de la morphologie 
spermatique, ddnomm6e MSOME, qui propose d'observer 
les spermatozo'l'des avec un grossissement allant jusqu'~ 
x12250. Cette technique ~tant propos6e dans les cas 
d'6checs r6p6t6s d'ICSl, I'am61ioration des taux 
d'implantation ainsi que des taux de grossesse est-elle 
due ~ une meilleure s61ection du contenu chromosomique 
du spermatozo'l'de ~ injecter ? 

L'objectif de ce travail a donc 6t6 d'6valuer I'int6r~t du 
MSOME dans la s61ection des spermatozo'ides euplo'l'des 
(contenu chromosomique normal). Pour cela, nous avons 
choisi de travailler sur 2 groupes de patients connus pour 
leur taux d'aneuplo'l'die spermatique augment(~. 

Le groupe 1, constitu(~ de 2 patients ~ caryotype normal, 
pr6sentant un syndrome de macroc6phalie spermatique 
avec plus de 99% de spermatozo'ides aneuplo~des. 

Les groupes 2, constituds de 11 patients & caryotype 
anormal, 6 patients porteurs de translocations r6ciproques 
et 5 patients porteurs de translocations robertsonniennes. 

Le but de 1'6tude 6tait de comparer les r6sultats de la FISH 
sur spermatozo'fdes apr6s sdlection au grossissement ICSI 
et MSOME par rapport au sperme entier. Les particularitds 
de notre protocole ont 6td : (1) tous les spermatozo'ides 
s~lectionnds en MSOME 6taient des "top spermatozo'='des" 
; (2) de fixer les spermatozo'ides s61ectionn6s ; (3) valider 
la lecture en FISH sur les cellules sdlectionnds par deux 
lecteurs diff6rents. 

L'analyse en FISH des chromosomes X, Y et 18 chez les 
patients prdsentant la macroc6phalie spermatique a montr6 
que la sdlection en MSOME 61imine les spermatozo'l'des 
polyplo'l'des et diplo'ides, mais les 6 spermatozo'l'des 
s61ectionn6s sont tous haplo'fdes aneuplo'ides. Pour les 5 
sujets porteurs de translocations robertsonniennes, les 
r(~sultats de I'analyse en FISH ont montr(~ paradoxalement 
une diminution significative du taux de spermatozo~des 
euplo'='des en s61ection MSOME par rapport au sperme 
entier. Concernant les 6 patients porteurs de translocations 
rdciproques, les rdsultats globaux de I'analyse en FISH des 
diffdrentes transiocations r~ciproques 6taient homog~nes 
entre les patients et le taux d'aneuplo'l'die global n'dtait pas 
diffdrent entre le sperme entier et les 2 m6thodes de 
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sdlection. Par contre, nous avons remarqud une diminution 
significative de la frdquence des s~grdgations adjacente 1 
et 2 entre le sperme entier et la sdlection en MSOME, 
accompagn(~e d'une augmentation significative de la 
fr~quence de la sdgr~gation 3:1. Les sdgrdgations (adjacente 
1 et 2) qui modifient la structure des chromosomes 
pourraient entrainer des modifications morphologiques 
visibles en MSOME et seraient donc dlimin~es. L'hypoth~se 
d'une modulation de I'efficacit~ de I'apoptose spermatique 
en fonction de la morphologie et du contenu chromosomique 
du spermatozo'ide est & discuter. 

En conclusion, le MSOME semble permettre d'~liminer les 
spermatozo'ides di ou polypldides, mais ne garantit pas le 
contenu chromosomique hapldide des "top" sperrnatozo'ides 
sdlectionnds. De plus, les rdsultats que nous avons obtenus 
sur une petite sdrie de patients sugg~rent que le MSOME 
pourrait ~liminer certaines anomalies chromosomiques qui 
alt~reraient la structure nucldaire spermatique. 

Mots clefs : spermatozofde, morphologie, MSOME, 
macroc6phalie, translocation, FISH 

I. INTRODUCTION 

L'ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm Injection) a transform~ les 
chances de procr6ation des patients pr~sentant un d~ficit 
important de la spermatogen6se [14]. Cette technique 
d'Assistance M~dicale ~1 la Procr6ation (AMP) est largement 
utilis~e dans les infertilit6s d'origine masculine [37, 40], qu'il 
s'agisse d'alt~rations spermatiques qualitatives comme la 
t~ratozoospermie et I'asth6nozoospermie ou quantitatives 
comme I'oligozoospermie [11, 29, 30]. Or, dans les cas 
d'infertilit~ masculine s6v6re & caryotype normal, une 
augmentation de la prevalence des aneuplo'idies concernant 
plus particuli~rement les anomalies des gonosomes [22], a 
~t~ rapport~e chez les foetus con~:us apr6s ICSI [38]. Ce 
r6sultat semble de ~ une augmentation du taux d'aneuplo'idie 
dans le sperme des patients infertiles ~ caryotype normal 
par rapport a celui de t~moins [10, 27, 32]. La concentration 
spermatique est a I'~vidence un indicateur du risque 
chromosomique avec une augmentation du risque liee & la 
s~v~rite de I'oligozoospermie [25, 34]. 

Concernant la morphologie spermatique, si I'on excepte les 
t~ratospermies syndromiques majeures touchant la t6te 
spermatique telles que la macroc~phalie ou la globo- 
zoospermie, aucune relation entre la morphologie du sperme 
~valuee par le spermocytogramme et les taux de succ6s en 
ICSI n'a ~te mise en ~vidence. Les taux d'implantation et de 
grossesse clinique sont cependant diminu6s dans les cas 
oe seuls des spermatozdfdes morphologiquement anormaux 
sont disponibles pour la micro-injection [13]. Un taux elev6 
de macrocephalie est un des marqueurs phenotypiques 
haut risque d'anomalies chromosomiques, les sperrnatozdides 
macroc6phales ~tant tous polyploides. Le recours au 
Diagnostic Pre-lmplantatoire (DPI) serait d'autant plus justifie 

que les spermatozofdes de taille apparemment normale, 
presents dans ces spermes a fort taux de macroc6phalie 
(90-95%), sont le plus souvent aneuploi'des [16, 20]. 

D'autres anomalies morphologiques semblent 6galement 
~tre li~es & un taux 61ev~ d'aneuploidies chromosomiques 
spermatiques comme certaines dysmorphies flagellaires [30]. 
Les t6ratozoospermies majeures sont d'ailleurs, dans leur 
ensemble, consid6r6es comme des indications au DPI par 
certains auteurs [33]. De plus, des situations cliniques comme 
I'~chec d'implantation (plus de 10 embryons transf6r6s sans 
grossesse) et les fausses couches ~1 r6p6tition chez les 
couples ~ caryotype normal, sont parfois li6es ~ une 
augmentation du risque chromosomique [27], souvent 
ovocytaire mais aussi spermatique, I'aspect (< normal )) d'un 
spermatozo'fde Iors d'une ICSI classique ne pr~jugeant pas 
de la normalite de son contenu chromosomique. 

Enfin, I'~tude chromosomique des hommes infertiles a r6v61~ 
que 2 ~i 14% de ces sujets avaient un catyotype constitutionnel 
anormal [34]. Ces anomalies peuvent d'une part, causer des 
alt6rations des param~tres spermatiques et d'autre part, 
conduire ~ la production de spermatozo'l'des porteurs de 
d6s6quilibres chromosomiques. L'ICSI ne permet pas d'exclure 
les spermatozo'l'des porteurs de ces anomalies d6s6quilibr6es 
Iors de la fecondation [10]. Elle est donc mise en cause dans 
la transmission de ces aneuploldies au conceptus [10, 34, 40]. 

Au total, on est donc amend en ICSI ~i injecter un 
spermatozoide & risque chromosomique accru dans difl:erentes 
situations : patients ~ caryotype normal mais avec une 
num6ration spermatique tres abaiss~e, certaines 
t~ratozoospermies et patients & caryotype anormal. 

Bartoov et al. [2, 3] ont developp6 une m6thode permettant 
une 6valuation ~ tr~s fort grossissement de la morphologie 
des spermatozoldes mobiles en temps r6el ou MSOME (Motile 
Sperm Organelle Morphology Examination). La s61ection du 
spermatozo'ide par la morphologie fine, notamment nucl~aire, 
~valuee ~i un grossissement sup~rieur ~i x6000 semble alors 
constituer un facteur important de succ~s apres ICSI. Cette 
methode appliqu~e ~ la selection de spermatozo(des mobiles 
pr6sentant une morphologie et un contenu nucl~aire normaux 
pour I'ICSI prend le nom d'IMSI (Intracytoplasmic 
Morphologically Selected sperm Injection). 

Les premiers r~sultats publi~s sont tr6s encourageants 
puisqu'ils font 6tat d'une augmentation significative des taux 
d'implantation et de grossesse chez des couples ayant eu deux 
~checs successifs en ICSI, avec une diminution du taux de 
fausse couche spontan6e Iorsque la micro-injection se fait avec 
des spermatozoTdes morphologiquement selectionnes en 
MSOME. En cas d'6chec d'implantation pr6alable (plus de 2 
tentatives sans grossesse), une augmentation des taux 
d'implantation et de grossesse a 6t6 rapport6e en utilisant cette 
approche [18]. 

Sachant qu'environ un embryon humain sur deux est porteur 
d'une anomalie chromosomique [17], nous nous sommes 
demand~s si la s~lection morphologique des spermatozdfdes 
par MSOME agirait sur les taux de succ6s en IMSI par le 
biais d'une sdlection des anomalies chromosomiques. Cette 
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hypoth~se expliquerait en particulier I'augmentation des taux 
de grossesse clinique observde dans des indications comme 
les ~checs repetes d'implantation et la chute du taux de 
fausses couches spontanees. 

Nous avons donc choisi d'dvaluer I'int6r6t de la sdlection par 
MSOME en vue d'une IMSI dans la prise en charge de couples 

risque d'aneupldidie augment~ et de savoir si cette technique 
permettrait dans ces situations de s~lectionner des 
spermatozo'fdes ayant de plus grandes chances d'etre 
euplofdes. Cette 6tude a concern~ (groupe 1) des couples 
infertiles ~ caryotype normal avec plus de 5% d'aneuploidie 
spermatique concernant les chromosomes X, Y et 18 (valeur 
normale chez des patients fertiles <1%) et (groupe 2) des 
couples dont le conjoint prdsente un caryotype anormal. 

Pour chaque patient, I'analyse en FISH (Fluorescent In Situ 
Hybridization) a 6td rdalis~e sur les spermatozofdes du 
sperme entier, les spermatozoides selectionnes a I'objectif 
d'ICSI (x200) et les spermatozd/des s61ectionn~s au MSOME 
(x6000). L'analyse par FISH a conceme, pour tousles patients, 
les chromosomes X et Y qui sont les plus frdquemment 
impliques dans les aneuplo'i'dies spermatiques et le 
chromosome 18 representatif des autosomes. Pour les patients 
porteurs d'une translocation (groupe 2), les d6sequilibres lids 

la translocation ont dtd ~galement 6valuds avec les sondes 
specifiques de chaque chromosome impliqu~ dans la 
translocation. 

II. M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1. Mater ie l  

Cette dtude s'est deroulde entre novembre 2006 et juillet 
2007 darts le Service d'Histologie, Embryologie, Biologie de 
la Reproduction, Cytogdn6tique et Gdndtique M~dicale au 
Centre Hospitalier Intercommunal de Poissy Saint-Germain- 
en-Laye. Deux groupes de patients nous ont int6ress6 : 

- -  G r o u p e  I (n=2, Tableau 1) : Patients infertiles a caryotype 
normal, ayant une macroc6phalie spermatique ~ I'origine 
d'une augmentation du taux d'aneupldidie spermatique. Le 
patient 1 est issu d'un couple en ~chec d'implantation (5 
tentatives d'ICSI dans differents centres, 12 embryons 
transferals au total, sans grossesse). Le spermogramme 
de contrSle, a confirmd un syndrome de macrocdphalie 
spermatique. Le patient 2 s'est presentd ~ notre centre 
pour confirmation d'un syndrome de macrocdphalie 
spermatique suite & une ICSI tentee dans un autre centre 
et au cours de laquelle 8 ovocytes avaient 6td ponctionnds 
et aucun injectd par d~faut de spermatozo'ide injectable. 
Nous avons confirme la macrocdphalie au spermocy- 
togramme. 

- -  G r o u p e  2 (n=11, Tableau 2) : Patients a caryotype 
anormal, recrutes au cours de la consultation de genetique, 
soit pr~ ICSI pour les patients 3, 4, 5, 9, 10, 11, et 13, soit 
pour le DPN (Diagnostic Prd-Natal) pour les patients 6, 7, 
8, et 12. Au total, nous avons 6tudid 6 cas de translocaUons 
rdciproques dquilibrdes, et 5 cas de translocations 
robertsonniennes. 

Nous avons considdr~ comme spermocytogramme de 

r6f6rence I'evaluation de la morphologie spermatique rdalisde 
sur sperme entier selon la mdthode de David modifide [1, 
12] couplde aux crit~res stricts de Kruger [21]. Notre vateur 
de rdfdrence pour le p o u r c e n t a g e  de  f o r m e s  t y p i q u e s  6tait 
de 15%. 

Dans le cadre de la consultation gdndtique pre-ICSI, les 
patients ont signal un consentement pour la rdalisation d'un 
caryotype constitutionnel. Le protocole de sdlection des 
spermatozo'ides au MSOME, associd a I'dtude du contenu 
chromosomique par FISH sur sperTne frais et apr6s selection, 
a dtd egalement soumis au consentement dcrit des patients. 
Ce travail a 6td rdalise avec le soutien financier de I'Agence 
de la Biomedecine. 

2. M ~ t h o d e s  

Notre avons mend notre dtude selon le schdma 
mdthodologique qui suit (Figure 1). 

a) Preparation du sperme 

Pour chaque patient, I'~chantillon de sperme a etd divisd en 
2 fractions apres liquefaction (30-45 min a 37 ~ : 

- -  F I S H  s u r  s p e r m e  e n t i e r  : le sperme a dtd centrifuge 
600g pendant 10 min. Aprds dlimination du liquide seminal, 
le culot a dtd lavd 2 fois dans 1,5 ml d'eau distillde. Les 
spermatozo'fdes ont etd ensuite fix6s dans du Carnoy 
acdtique (3 volumes de m6thanol pour 1 volume d'acide 
acdtique) et le pr~l~vement a dtd alors conservd ~ +4~ 
pour les etudes de FISH ult6rieures. Un minimum de 500 
spermatozo'ides lus par lame dtait requis. 

- -  F ISH s u r  spermatozo'ides s ~ l e c t i o n n ~ s  : le sperme a 
dtd mis & migrer sur gradient bicouche PureSperm 100~ 
(Nidacon, JCD France) (45%-90%) ~ 300g pendant 20 
min. La fraction 90% a 6t6 ensuite lavde avec 2ml de milieu 
de culture Universal IVF Medium| (MediCult France) ~1 
600g pendant 10 min. Le culot obtenu a dtd dilud dans un 
volume appropde de milieu de culture avant selection. 
Nous avons essayd de sdlectionner 100 spermatozo'fdes 
en ICSI et 100 spermatozo'ides en MSOME pour chaque 
patient dans un delai maximal de 3 heures. 

b) Technique d'observation et d'analyse morphologique 
des spermatozoTdes s~lectionn~s au fort grossissement 
(MSOME) 

Un 6chantillon de 2pl de sperme migre a 6t6 dilu6 dans une 
micro-goutte de 4 pl de polyvinyl pyrrolidone (10% PVP in 
flushing medium, FertiPro N.V., Belgium) puis place darts 
une boite WillCo-dish| (WilICoWells B.V. Amsterdam, The 
Netherlands) ~ fond en verre d'6paisseur 0,17mm, afin de 
permettre I'observation sous huile de paraffine stdrile. 
L'examen a etd rdalis6 & I'aide d'un microscope inverse 
Nikon| ~quip6 d'un objectif x l00  Nomarsky permettant 
I'immersion un grossissement final de x1500 aux oculaires. 
Le syst6me optique comprend ensuite une camera numedque 
couleur Sony ~ permettant I'acquisition de 50 images/sec 
ainsi qu'un ecran JVC| de 15". 

La morphologie spermatique a ~td ainsi dvalude sur le moniteur 
avec un grossissement compris entre 3000 et 10225 fois 
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Tableau 1: Caractdristiques spermatiques des patients du Groupe 1. 

PATIENT AGE ABS VOL PH MOB1 VIT NUM FTI MACR IAM NSMI 

1 48 4 4,7 7,9 16 31 98,7 0 96 3,35 0 

2 39 4 2,5 8,2 10 8 42,5 0 94 2,44 0,1725 

Age en annee ; Abs : Abstinence en jours ; Vol : Volume de 1'6jaculat en ml; Mob1 : mobil it6 (a+b+c) en % sur sperme 
entier ; Vit : vitalitd en % sur sperme enfier ; Num : numeration en mil l ions/ejaculat sur sperme entier ; FT1 : Formes 
typiques sur sperme ent ier en %, IAM : Index d'anomal ies mult iples ; NSMI : n o m b r e  de spermatozo'/des mobi les 
ins6minables en millions/djaculat. 

Tableau 2 : Caract~ristiques spermatiques des patients du Groupe 2. 

PATIENT ANOM CHROMO AGE ABS VOL PH MOB1 VIT NUM FT1 IAM NSMI 

3 46,XY,t(10;13)(q11;q34) 43 10 8,6 7,9 24 34 292,4 4 2,35 8,6 

4 46,XY,t(5;8)(p15.1;q22.1) 36 3 3,5 7,7 66 50 26,95 2 2,02 5,19 

5 46,XY,t(4;11)(p15.2;q21) 28 1,5 2,8 8,2 58 56 0,224 10 2,2 0,004 

6 46,XY,t(5;21)(q 15;q22.2) 30 4 3 7,9 40 76 267 13 1,32 32,4 

7 46, XY,t(8;9)(q21.1;q22.2) 32 6 7,2 8,2 50 53 165,6 10 1,97 21,6 

8 46,XY,t(6;10)(p23.q11.2) 47 3 3,2 7,9 40 60 60,8 7 2,23 6,144 

9 45,XY,rob(13;14)(q10;q 10) 39 3 1,4 8,2 50 55 5,6 12 2,39 0,8 

10 45,XY,rob(13;14)(q 10;q10) 32 4 4,7 7,9 30 60 3,29 1 1,5 0,51 

11 45,XY,rob(13;14)(q10;qlO) 33 3 2,2 8,2 24 48 0,352 4 2,15 0,005 

12 45,XY,rob(15;21)(qlO;q10) 39 3 2 7,9 40 92 34 32 1,53 10,14 

13 45,XY,rob(13;15)(q 10;q10) 25 4 2,8 7,9 32 72 16,24 6 1,76 0,5 

Anom chromo : Anoma/ie chromosomique ; rob : trans/ocation robertsonnienne ; Age en annde ; Abs : Abstinence en 
jours ; Volume : volume de/ '~ jacu/at  en m/ ; Mob1 : mobilit6 (a+b+c) en % sur sperme entier ; Vit : vitalit6 en % sur 
sperme entier ; Num : numeration en mi//ions/djaculat sur sperme entier ; FT1 : Formes typiques sur sperme entier en %; 
/AM : Index d'anomalies multiples ; NSMI : nombre de spermatozo'fdes mobiles ins6minables en mil/ions/6jaculat. 
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(objectif xl00, camera/moniteur x30, vis x1,5 et zoom compds 
entre x0,9 et x2,25). Nous avons utilis~ une grille de lecture 
validde par plusieurs lecteurs, comprenant les critOres de la 
classification morphologique des spermatozoides humains 
selon la methode de David modifi~e [1], a laquelle s'ajoutent 
la description des vacuoles nucleaires (taille, nombre, surface 
par rapport & la surface du noyau, Iocalisation) ainsi que deux 
anomalies de la t~te, contours irrdguliers, anomalie r6gionale 
(invagination ou extrusion) et I'irr~gularit~ de la piece 
interm6diaire [35]. 

Pour chaque patient, les spermatozo'ides s~lectionn~s en 
MSOME (Figure 2) en vue d'une lecture en FISH 
correspondaient  ~ des spermatozo's strictement 
normaux selon les crit~res de Bartoov, ~ savoir, un 
contour r~gulier, de forme ovale et symdtrique, avec un 
grand axe et un petit axe mesurant respectivement 4,8 + 
0,31Jm et 3,3 + 0,2pm, aucune anomalie et/ou une seule 
vacuole au niveau de la t6te occupant au maximum 4% 
de la surface de la t~te. 

c) FISH sur spermatozo'(des 

Choix des sondes. 

Pour t ous les  patients, nous avons utilis~ des sondes 
centromdriques des chromosomes X et Y (CEP X et CEP Y, 
Abbott@) car les aneuploTdies des gonosomes sont les plus 
frequentes chez les enfants issus d'lCSI que dans la population 
g6n~rale [38] et que I'origine des aneupldidies des gonosomes 
dans la population g~n~rale est aussi bien paternelle que 
maternelle [15]. Le chromosome 18 a et~ choisi comme 
autosome en raison de rexcellente qualite du marquage de 
la sonde centrom6rique (CEP 18, Abbott , )  sur des noyaux 
interphasiques. 

Dans les cas de remaniement chromosomique, le choix des 
sondes a et6 fait en fonction de la translocation concernee, 
pour nous permettre de distinguer tous les types de 
s~gr~gation (Figures 3 et 4). 

Prdparation des lames pour FISH. 

- -  FISH sursperme entier : plusieurs frottis ont ~t~ r~alisds 
sur lames d~graissees & partir des spermatozo'ides fixes 
dans le Carnoy acetique. 

- -  FISH sur spermatozo'(des sdlectionnds : nous avons mis 
au point une m~thode de fixation des spermatozoides 

selectionnds d~rivde de celle utilis~e pour I'analyse du ler  
globule polaire par FISH (ddpSt darts une microgoutte 
d'eau distill~e, puis ajout de microgouttes de Carnoy). Les 
spermatozo'fdes, apres selection aux deux differents 
grossissements (x200 et x l 0  000), ont 6t6 d6pos~s dans 
une microgoutte d'eau distill~e sur une lame & puits raise 
darts une boite de P~tri pour eviter la deshydratation. A la 
fin de la s61ection, la goutte d'eau est evaporde et les 
spermatozo'fdes sont fixes avec du Carnoy acdtique (3 
volume de methanol / 1 volume d'acide ac~tique). 

Pour chaque patient, les diffdrentes sdlections ont ~td 
rdalisdes sur le m6me djaculat, par le m6me opdrateur. 

Technique de FISH : 

Les lames ont ~t6 vieillies 20 min dans une solution de 
2xSSC ~ 37 ~ puis fixdes ~ nouveau dans du mdthanol 
pendant 5 min. Les noyaux des spermatozo'fdes ont 6t6 
ensuite d6condenses dans une solution 1 N de Soude pendant 
1 min et la lame a 6t6 rincee pendant 5 min successivement 
dans du 2SSC puis du PBS. La lame a ~td ensuite d~shydratee 
1 min 30 sec dans des bains successifs d'dthanol & 70%, 85% 
et 100%. L'hybridation a ~te r~alis6e dans un HYBdte~ (Vysis) 
apr~s d6p~t dans chaque puit de 31JI de solution ~< mix )) 
contenant les sondes. Les preparations ont 6te cod~natur6es 
pendant 4 rain & 73 ~ et I'hybridation effectu~e & 37 ~ 
durant 15 heures. Les lames ont ~t~ ensuite rinc6es pendant 
1rain 45s dans une solution 0,4SSC, 0,1% Igepal a 73~ 
puis 15 sec dans une solution 2SSC, 0,3% Igepal & 
temperature ambiante et contre color~es avec 10pl de DAPI. 
La lecture des lames a ~te valid~e en double lecture par 2 
op6rateurs diff6rents, avec un microscope Olympus| BX60 
~quip~ d'une lampe ~ fluorescence et des filtres DAPI, FITC, 
Rhodamine, Gold et Acqua. 

d) Analyse statistique 

Le test du chi 2 (??) a 6re utilis~ afin de comparer chez 
chaque patient les taux d'aneupldfdies observes sur (1) le 
sperme entier, (2) les 100 spermatozoides s~lectionn6s selon 
la m~thode classique ICSI, et (3) les 100 spermatozdfdes 
s~lectionn~s en MSOME. 

III. RESULTATS 

En moyenne, 85% (+10%) des spermatozoTdes selectionn6s 
ont pu ~tre analys~s par FISH. Cette perte etait due aux 
diff~rents lavages de lame au cours de la technique de FISH. 

1. Patients du groupe 1 (macrocdphalie spermatique) 

Pour les 2 patients pr6sentant le syndrome de macroc~phalie 
spermatique, le taux d'aneuplo'fdie spermatique sur sperme 
frais est sup6rieur & 99% (Tableau 3). Pour le patient 1,31 
spermatozo'l'des ont 6t6 estim~s << injectables )) apr~s 3 
heures d'analyse, et seulement 8 pour le patient 2 (Tableau 
3). La s~lection en MSOME montre seulement 6 sperma- 
tozo'/des trouv~s morphologiquement corrects pour le patient 
1 et tous dtaient haploides mais anormaux. Aucun 
spermatozo'ide n'a pu ~tre trouv~ pour le patient 2. Nous 
avons observ~ une diminution significative de la fr6quence 
de spermatozoides polyplofdes entre le sperme entier et la 
s~lection en ICSI (5,10% vs 82,30%, p=0,0408) (Figure 5). 
Ceci s'est accompagn~ d'une augmentation de la proportion 
de spermatozoi'des diplo/des (43,60% vs 15,05%, p<0,0001) 
et haplo'ides (2,65% vs 51,30%, p<0,0001). En ce qui conceme 
la s61ection en MSOME, aucune statistique n'a pu ~tre faite. 

2. Les patients ayant une translocation r~ciproque 

a) Taux d'aneuplo~die sur sperme entier 

Pour I'analyse de la s6gr6gation des translocations, en 
moyenne 1007 spermatozo'ides ont ete analyses par patient 
(entre 213 et 2272 selon les possibilitds techniques). Les 
taux d'aneuploTdie spermatique variaient chez ces patients 
entre 53,6% et 32,6% selon le type d'anomalie (Figure 6). La 
s~gregation adjacente 1 6tait, dans 5 cas sur 6, le principal 
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Figure 2 : Etapes successives de la sdlection des spermatozoTdes au MSOME. 
a : Iocalisation du spermatozoTde en bord de goutte (x6600) ; 
b : raise ~ plat et observation de la morphologie spermatique (x6600) ; 
c : aspiration du spermatozoTde par le flagelle (x6600) ; 
d : ddp6t des spermatozoTdes sdlectionn~s dans une goutte d'eau distill(,e sur lame (x200). 

Figure 3 : S~gr~gation d'une 
translocation robertsonnienne. 
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Figure 4 : Sdgrdgation d'une translocation 
r6ciproque et choix des sondes. 

Tableau 3 : Taux d'aneuplo)'die sur sperme entier et apr6s sdlection ICSI chez les patients porteurs d 'un  
syndrome de macroc6phalie spermatique : effectifs et pourcentages. 

% MACROCEPHALES HAPLO'fDES HAPLO'fDES 
FISH DIPLO'I'DES TETRAPLOI'DES PATIENT (SPERMOCYTO- NORMAUX ANEUPLOIDES n (%) n (%) 

GRAMME) n = n (%) n (%) 

Sperme frais 101 10 (0,99%) 14 (1,38%) 200 2 (19,76%) 788 (77,87%) 

1 96 S61ection ICSI 31 1(3,2%) 16 (51,6%) 14 (45,2%) 0 (0,0%) 

S61ection 
6 0 6 (100%) 0 0 MSOME 

2 94 

100 3 (0,30%) 26 (2,59%) 103 Sperme frais 2 (10,28%) 870 (86,83%) 

Sdlection ICSI 8 0 (0%) 3 (37,5%) 3 (37,5%) 2 (25,0%) 

S61ection 
0 0 0 0 0 MSOME 

n =nombre de spermatozo~des. 

Figure 5 : Analyse comparative des aneuploTdies aprds 
sdlection chez les patients pr6sentant la macroc6phalie 
spermatique, n = nombre de spermatozo'(des. 

Figure 6 : S6grdgations des diff~rentes translocations 
rdciproques sur sperme entier. 
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m6canisme ~l I'origine des aneuplo'i'dies spermatiques ;dans 
le dernier cas (Patient 6), il s'agissait d'une malsegregation 
de type 3:1. 

Des similitudes existant entre les s~grdgations de diff6rents 
patients, nous avons ddfini 3 sous groupes de patients en 
fonction de leur profil de segregation (Tableau 4). Les r~sultats 
obtenus dans chaque sous-groupe ont ~te cumulds et sont 
report6s dans la Figure 7. 

Figure 7 : Analyse du contenu chromosomique des 
spermatozo(des sur sperme entier des patients porteurs 
de translocations rdciproques r~partis en sous groupes 
"homog~nes". n -- nombre de spermatozo'(des. 

Au total, les r~sultats des patients du sous groupe 1 
montraient un taux global de spermatozoides euploi'des de 
57,27%, et les segregations adjacente 1, adjacente 2 et 3 : 
1 repr6sentaient respectivement 28,23%, 6,77% et 5,70%. 
Pour le sous groupe 2, le taux de spermatozd~'des euploides 
dtait de 55,10% et les sdgrdgations adjacente 1, adjacente 
2 et 3 : 1 representaient respectivement 24,34%, 13,59% et 
6,29%. Pour le dernier patient, le taux de spermatozdfdes 
euplo'fdes dtait de 61,00% et les s~gregations adjacente 1, 
adjacente 2 et 3 : 1 repr~sentaient respectivement 8,00%, 
10,00% et 20,00%. 

L'dtude des chromosomes X, Y et 18 a ~td r~alisde pour 5 
patients. 514 & 1038 spermatozoi'des par patient ont dtd 
analysds, soit une moyenne de 923 spermatozo'fdes par 
individu. Le taux d'aneuploTdie pour les chromosomes X, Y 
et 18 variait entre 3,76 et 0,49% (moyenne 1,90 + 1,66%). Les 
taux moyens de monosomie et de disomie 6taient 
respectivement de 0,29% et de 1,49%. 

b) Comparaison des taux d'aneuplo'(die entre la s~lection 
en ICSl et en MSOME 

Dans le sous groupe 1 (translocation r~ciproque dquilibr~e, 
taux de sdgregation adjacente 1 supdrieur ~ 20%, adjacente 
2 et 3 : 1 infdrieures ~ 10% dans le sperme entier), la s~lection 

en ICSI a permis d'analyser 74 & 153 spermatozofdes pour 
chaque patient (105 en moyenne par individu). Les taux 
d'aneuploTdie spermatique variaient entre 52,7 et 32,2% 
(moyenne 36,62%). La s6gr6gation adjacente 1 etait toujours 
le principal m~canisme ~ I'origine des aneuplo'i'dies 
spermatiques (moyenne 20,38%) et la segregation adjacente 
2 toujours inf6rieure & 10% (moyenne 2,87%). 

En selection MSOME, 18 ~ 132 spermatozoTdes ont ete 
analyses par patient (70 en moyenne). Les taux d'aneupldidie 
spermatique variaient entre 77,27% et 22,00% (moyenne 
37,62%). La segregation adjacente 1 dtait toujours le principal 
m6canisme & I'origine des aneuploidies spermatiques 
(moyenne 21,90%) et la s6gr6gation adjacente 2 dans tous 
les cas inferieure a 10% (moyenne 1,43%). Nous avons 
observ6 une augmentation significative du taux de 
spermatozd(des euploi'des entre le sperme entier et I'ICSI 
(57,27% vs 63,36%, p=0,0424). Ceci s'est accompagnd d'une 
diminution significative de la frdquence des sdgrdgations 
adjacente 1 et adjacente 2 et d'une augmentation de celle des 
3:1. En comparant le sperme entier et le MSOME, nous avons 
dgalement observe une augmentation significative du taux de 
spermatozoides euplofdes (57,27% vs 62,38%, p=0,043), 
associ6e & une diminution significative de la proportion des 
s6gregations adjacente 2 (p=0,004) et d'une augmentation 
de la 3:1 (p=0,002). Aucune variation significative n'a ~te 
observ6e entre les s~lections en ICSI et en MSOME. 

Dans le sous groupe 2 (translocation 6quilibrde, taux de 
s6gr6gation adjacente 1 sup6rieur & 20% et adjacente 2 
superieur & 10% sur sperme entier) la s61ection en ICSI a 
permis d'etudier la s6gr6gation de la translocation sur 140 
148 spermatozo'fdes, soit 144 en moyenne par patient. Le taux 
d'aneuplofdie spermatique 6tait de 50%. La frequence de la 
s6gregation adjacente 1 6tait toujours le principal m6canisme 

I'origine des aneupldfdies spermatiques (moyenne 26,74%) 
et la segregation adjacente 2 toujours superieure ~ 10% 
(moyenne 16,76%). La sdgr~gation 3:1 reprdsentait 5,90% 
des segregations. 

La selection en MSOME a permis d'analyser la sdgr~gation 
de la translocation sur 113 et 73 spermatozo'fdes pour les 
patients 6 et 7, soit 93 en moyenne par patient. Le taux de 
spermatozoi'des eupldfdes ~tait de 52,69%. La sdgrdgation 
adjacente 1 6tait toujours le principal m6canisme a I'origine 
des aneuplo'fdies spermatiques (moyenne 21,51%). Par 
contre, la sdgr6gation adjacente 2 ne repr6sentait plus que 
5,38% des segrdgations et la segregation 3:1 repr~sentait 
13,98% des segrdgations. Nous n'avons pas observd de 
variation significative du taux de spermatozofdes euplo'fdes, 
ni de ceux porteurs de la s~gr~gation adjacente 1. En MSOME, 

Tableau 4 : Definition des sous groupes de patients porteurs de translocations r~ciproques. 

SOUS GROUPE N ~ DES PATIENTS % ADJACENTE 1 % ADJACENTE 2 % 3:1 

1 5-9-10 >20% <10% <10% 
2 7-8 >20% >10% <10% 
3 6 <10% 10% >10% 
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nous avons observe une diminution de la frequence de la 
s~gr~gation adjacente 2 (p<0,002) et une augmentation de 
celle de la s6gregation 3 : 1  (p<0,05) et des autres 
configurations (p<0,0001). 

Enfin pour le sous groupe 3 (translocation reciproque avec 
un taux de segregation 3:1 sup~deur ~ 10%) la s~lection en 
ICSI a permis d'analyser la s6gregation de la translocation 
sur 152 spermatozdfdes. Le taux d'aneuploidie spermatique 
~tait de 53,50%. Les s~gregations adjacente 1, adjacente 2 
et 3:1 repr~sentaient respectivement 17,11%, 5,26% et 16,45% 
des s6gr~gations. 

En s61ection MSOME, I'analyse de la s~gr~gation de la 
translocation a ~t~ r6alisee sur 96 spermatozoides. Le taux 
de spermatozoides aneuplo'ides ~tait de 47,92%. Les 
s~gr~gations adjacente 1, adjacente 2 et 3:1 repr~sentaient 
respectivement 16,67%, 0,00% et 21,88% des s~gr~gations. 
Nous n'avons pas observ~ de variations du taux d'aneupldidie 
entre les diff6rentes techniques. Par contre, nous avons 
observ~ une diminution de la frequence de la s~gregation 
adjacente 2 en MSOME par rapport au sperme entier 
(p=0,0032) et une augmentation de la fr~quence des 
segregations aberrantes (p<0,0001). Entre les selections en 
ICSI et en MSOME, aucune difference significative n'a 6t6 
retrouvee, exception faite des configurations aberrantes 
(p=0,0407). 

Les resultats de tousles patients porteurs d'une translocation 
r~ciproque et r~partis dans les 3 sous groupes paraissant 
voisins, nous les avons regroupds sur la Figure 8. Aucune 
variation du taux d'aneuplo'fdie spermatique entre les 
differentes techniques n'a 6t6 observde. Par contre, nous 
avons observ~ une diminution significative de la fr~quence 
de la s6gregation adjacente 1 en ICSI et en MSOME par 
rapport au sperme entier (p=0,0319 et p=0,0138), une 
diminution significative de la fr6quence de la s~gr6gation 
adjacente 2 en MSOME par rapport au sperme entier 
(p<0,0001) et I'ICSI (p<0,0001). La fr~quence de la sC-=,gr~gation 
3 :1  a augment6 entre la s61ection ICSI et le sperme entier 
(p<0,0001) ainsi qu'entre le MSOME et I'ICSI (p<0,0001). 

3. Patients ayant une translocation robertsonienne 

a) Taux d'aneuplo'idie sur sperme entier 

Concernant les d6s~quilibres lies ~ la s6gregation de la 
translocation, 956 spermatozoides en moyenne par patient 
ont et~ analys6s (entre 689 et 1032). Les taux d'aneuplo'idies 
~taient globalement identiques (entre 28,7 et 20,0%) pour 
les 5 patients concern6s. 

Pour les chromosomes X, Y et 18, 529 & 1170 spermatozdfdes 
ont et~ analys~s par patient (962 en moyenne). Le taux 
d'anomalie variait entre 3,97 et 1,82% (moyenne 2,27 + 
0,95%). Les taux moyens de monosomie et de disomie etaient 
respectivement de 0,88% et de 1,32%. Comme pour les 
patients porteurs de translocations r6ciproques, ces taux se 
sont r~v~l~s comparables pour les patients de ce groupe. 

b) Comparaison des taux d'aneuplo~die entre la s~Jlection 
en ICSl et en MSOME 

La s~lection en ICSI a permis d'dtudier la s~gr~gation de la 

translocation sur 56 ~ 138 spermatozo'fdes (83 en moyenne 
par patient). Les taux d'aneuplo'idie spermatique variaient 
entre 51,50% et 20,00% (moyenne 29,85%) avec 29,00% 
de segregation adjacente. La selection en MSOME a permis 
d'analyser 33 ~ 137 spermatozo'l'des (65 en moyenne par 
patient). Les taux d'aneuplo'fdie spermatique variaient entre 
54,55 et 22,73%. (moyenne 38,38%) avec 32,77% de 
s~gr6gation adjacente. Ces diff~rents r6sultats sont 
repr6sent6s sur la Figure 9. Nous avons observ~ une 
augmentation I~gerement significative du taux d'aneuplo'fdie 
entre le sperme entier et les deux autres techniques (p<0,02). 

4. Taux d'aneuplo'idie sur sperme entier pour les 
chromosomes X, Y et 18 chez ies patients pr(~sentant 
une translocation et comparaison entre la s(Hection en 
ICSI et en MSOME 

Tousles patients porteurs de translocation, r6ciproque 
~quilibree ou robertsonienne, pr~sentent un taux d'aneupldidie 
spermatique pour les chromosomes X, Y e t  18 inferieur 
5% sur sperme entier. La comparaison individuelle de ce 
taux pour chaque patient porteur de translocation entre les 
diff6rentes s61ections n'a pas montr6 de variation significative. 
Nous avons donc choisi de regrouper dans un seul et unique 
groupe I'ensemble de ces patients et de montrer les r6sultats 
cumul6s pour les chromosomes X, Yet  18 (Figure 10). Au 
total, le taux d'aneuploidie sur sperme entier etait de 1,86% 
avec 0,53% de monosomie et 1,32% de disomie. Pour les 
spermatozdfdes s61ectionn6s pour I'ICSI, le taux d'aneupldfdie 
~tait de 2,61% avec 1,21% de monosomie et 1,40% de 
disomie. Au niveau des spermatozofdes s61ectionn6s en 
MSOME, le taux d'aneuploidie etait de 1,67% avec 0,60% de 
monosomie et 1,07% de disomie. II n'existait aucune difference 
significative entre les trois techniques. 

IV. DISCUSSION 

Notre objectif a ~t6 d'evaluer I'int6r~t de selectionner les 
spermatozdides au fort grossissement dans le cadre de la prise 
en charge de couples ~ risque d'aneuplo'idie augment~ et 
de savoir si cette technique permettrait de s~iectionner des 
spermatozo'ides ayant de plus grandes chances d'etre 
euploi'des. Plusieurs auteurs se sont dej~ int6ress~s & la 
relation existant entre la morphologie des spermatozofdes et 
leur contenu chromosomique par FISH, chez des patients 
infertiles ~1 caryotype normal. Le taux d'aneuplo'fdie 
spermatique est augment6 chez les patients prdsentant 
certaines t6ratozoospermies observ6es en microscopie 
conventionnelle [23, 29], mais aussi en microscopie 
61ectronique [28]. Cependant, aucune association significative 
entre la morphologie des spermatozoTdes en microscopie 
conventionnelle et ia fr~quence des aneuplofdies 
chromosomiques spermatiques n'a et~ actuellement retrouv6e 
[11, 36]. Nous avons voulu savoir si I'observation de 
spermatozoides s~lectionn6s pour I'ICSI ou en MSOME 
pourrait permettre d'am61iorer les taux d'aneuplo'fdie 
spermatique chez des patients ayant un fort taux d'aneupldidie 
spermatique. Nous avons pour cela choisi de travailler sur 2 
groupes de patients : groupe 1 : des patients & caryotype 
normal, ayant une macrocdphalie spermatique ; et groupe 
2 : des patients porteurs d'une anomalie chromosomique 
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Figure 8 : Proportion des diffdrentes sdgrdgation pour les patients porteurs d'une translocation rdciproque en fonction 
des diff~rentes techniques, n =nombre de spermatozoTdes. 

Figure 9 : Taux de sdgrdgation en fonction de la techniques chez les patients ayant une translocation robertsonnienne. 
n = nombre de spermatozo'(des. 

Figure 10 : Taux d'aneuploTdie des chromosomes X, Yet 18 chez les patients porteurs d'une translocation. 

n =nombre de spermatozoYdes. 
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(translocations rdciproques ~quilibr~es et robertsonniennes). 

Nous avons effectual, pour chaque patient et sur le m~me 
ejacul~t, une etude en FISH sur sperme entier, puis sur des 
spermatozo'(des sdlectionnes pour I'ICSI, enfin sur des 
spermatozoides sdlectionnds en MSOME, et nous avons 
compard les taux d'aneupld/die entre les trois techniques. 
La principale difficultd a dtd la selection des spermatozo'(des 
en MSOME, puis la fixation sur lames pour la FISH de ces 
quelques spermatozo'(des. Ceci dtait particulidrement vrai 
chez les patients prdsentant une oligotdratozoospermie 
majeure (<100 spermatozoTdes migrds et moins de 5% de 
formes typiques sur les spermatozo'fdes migr~s) comme par 
exemple pour le patient I : 6 spermatozo'ides selectionnds, 
le patient 2 : aucun spermatozo/de selectionnd et le patient 
3 : 18 spermatozo'ides sdlectionnes. 

Dans la littdrature, la plupart des dtudes du contenu 
chromosomique des spermatozo'/des en FISH rapportent des 
taux d'aneuplofdie spermatique dvaluds sur plusieurs milliers 
de spermatozoTdes, mais concernent des situations oe le 
risque d'aneupldfdie est trds faible (<1%). Dans notre dtude, 
il s'agissait de patients prdsentant des pathologies 
spermaUques parfois s~vdres (spermatozdides peu nombreux 
et/ou atypiques, donc non conformes & la s~lection en 
MSOME, voire mdme en ICSI) et des situations ~ risque 
chromosomique 61evd du fait d'une anomalie du caryotype 
constitutionnel. Pour toutes ces raisons, le nombre de 
spermatozo'/des dtudids dtait parfois faible, voire trds faible, 
mais les rdsultats restaient informatifs, compte tenu des taux 
elevds d'anomalies ddcelds en FISH (entre 20 et 45% de 
spermatozoTdes porteurs de ddsdquilibres chromosomiques 
pour les patients porteurs de translocations rdciproques dans 
notre 6tude). 

Concernant la fixation des spermatozo'ides, il a dtd ndcessaire 
de mettre au point une technique adaptde ~ ces effectifs, 
parfois tr~s faibles, de spermatozo'ides ~ 6tudier en FISH. La 
fixation a consistd ~ coller sur lame ddgraissde ies 
spermatozoides selectionnds isolement, technique ddrivde 

directement de celle mise au point pour I'dtude du ler  globule 
polaire dans le cadre du diagnostic prd-conceptionnel [39]. 
Ndanmoins, il a subsist~ une perte moyenne de 15% de 
spermatozofdes entre la sdlection et la lecture en FISH. 
L'autre difficultd dtait la lecture en FISH sur cellule unique, que 
nous avons validde en double lecture pour chaque patient et 
pour chaque sdlection. 

Dans le groupe 1, la sdlection des spermatozo'ides en ICSI 
et en MSOME a et~ tr~s difficile pour les patients I et 2 qui 
presentaient un syndrome de macrocephalie spermatique et 
aucun spermatozo'ide euplo'ide n'a etd sdlectionnd par ces 
2 approches. La sdlection en ICSI a permis d'eliminer la plus 
grande partie des spermatozoides polyploides (4,9% en ICSI 
versus 82,35% sur sperme entier). Ceci confirme les resultats 
prdcddemment publids sur une autre s~rie de patients 
prdsentant un syndrome de macrocdphalie spermatique [16]. 
La sdlection en MSOME n'a permis de retrouver que 6 
spermatozo'fdes, tous haplofdes mais aneuploides. Les 
effectifs sont bien sOr tr~s faibles et une conclusion 
d(~finitive ne peut ~tre apport~e, mais ne~anmoins, on 

peut noter qu'aucun spermatozo'ide sdlectionnd n'dtait 
dipldide et que la s(Hection en MSOME a finalement permis 
d'~liminer cette anomalie chromosomique qui ~ minima 
est associde ~ une Idgdre dilatation de la tdte spermatique 
visible au MSOME, Ces rdsultats confirment qu'en fin de 
compte, la prdsence de spermatozd/des de forrne normale 
dans un syndrome de macroc(~phalie pure n'est pas une 
condition suffisante pour proposer I'ICSI ou I'IMSI aux 
couples car elle ne garantit en aucun cas le contenu 
chromosomique normal, Le risque chromosomique pour 
ces spermatozdfdes reste majeur, pouvant r thdodquement 
de 100% si on testait tous les  chromosomes et non pas 
uniquement les chromosomes X, Yet  18. 

Le groupe 2 dtait constitud de patients ayant un caryotype 
anormal : 6 patients portant une translocation rdciproque 
dquilibrde et 5 patients porteurs d'une translocation 
robertsonnienne. La sdlection en ICSI et en MSOME a dte 
possible pour tousles patients, mais encore une fois plus 
difficile pour les oligoteratozoospermies severes (pour 4 
patients, le nombre de spermatozo'fdes selectionnds en 
MSOME est infdrieur & 50). Nous avons tout de m~me 
considerd que la lecture en FISH sur un nombre rdduit de 
spermatozo'/des sdlectionnes dtait interprdtable vu le risque 
chromosomique dlevd chez ces patients. On sait que I'effet 
des translocations sur la spermatogendse est variable d'une 
translocation ~ une autre [31] et, pour une mdme translocation, 
d'un individu & un autre [24]. On ne pouvait donc pas affirmer, 

priori, que I'effet de la sdlection en MSOME serait le m~me 
pour toutes les translocations. Pour 6viter I'effet patient 
pouvant r lid ~ une translocation spdcifique, nous avons 
class~ nos patients en sous groupes, puis finalement nous 
les avons cumulds, car effectivement les mdmes conclusions 
s'appliquaient & tous nos patients. Selon notre dtude et sur 
cette petite sdrie de patients, la sdlection des 
spermatozo'/des en ICSl et en MSOME ne permet pas 
d'(Himiner les spermatozo'ides porteurs de translocation 
d~s~quilibr(~e, 

Pour les patients ayant une translocation rdciproque et quels 
que soient les sous groupes ddfinis prdalablement selon les 
diffdrents profils de sdgrdgation, les taux globaux d'aneupldidie 
spermatique ne variaient pas apr~s sdlection en ICSI ou en 
MSOME. Concemant les types de sdgrdgation, nous avons 
note que la selection en MSOME semble diminuer la proportion 
de dds~quilibre par sdgr~gations adjacente 1 et 2. Ces 
malsdgrdgations ne modifiant pas le nombre mais la structure 
des chromosomes, pourraient s visibles en MSOME, par 
action sur la structure et la Iocalisation de la chromatine au 
sein du noyau et expliquer les variations de frdquences de 
sdgregations observdes. 

Or, il a dtd 6tabli que les spermatozd/des des patients porteurs 
de translocations prdsentaient un taux d'apoptose spermatique 
matdrialisde par un taux de fragmentation de I'ADN 
spermatique supdrieur ~ celle de tdmoins [8]. La variation 
des frequences de sdgrdgations retrouvee dans notre dtude 
pourrait suggdrer que I'apoptose des spermatozdides porteurs 
de certains ddsdquilibres (adjacente 1 et adjacente 2) serait 
plus prdcoce pour les spermatozo'fdes de morphologie 
nucldaire alteree alors qu'elle serait moins rapide dans les 
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spermatozd/des de morphologie nucl~aire & priori normale. 
II a ~t~ ~tabli que les chromosomes s'organisent en territoires 
au niveau des noyaux cellulaires [7]. Ces s6gr6gations 
pourraient faire partie des causes d'alterations de la Iocalisation 
nucl6aire des chromosomes spermatiques, conduisant ~ une 
probable d~sorganisation de la structure de la chromatine et 

I'expression de certains g6nes dont ceux regulant I'apoptose 
[19]. Ces r6sultats sont, bien s0r, ~ consid6rer avec precaution 
6tant donn~ la petite taille de nos effectifs. 

Pour les patients ayant une translocation robertsonnienne, les 
taux d'aneuploYdie spermatique ne paraissent pas diminu6s 
par la s~lection et paraissent m6me augment6s. Encore une 
fois, la faiblesse des effectifs ne permet pas de conclure a une 
alteration du contenu chromosomique avec la s~lection en ICSI 
ou en MSOME, mais confirme, en tout 6tat de cause, que ces 
proc_~d~s de s61ection n'am~liorent pas les taux d'aneupldidies 
concernant un chromosome entier, qu'il s 'agisse d'un 
chromosome acrocentrique ou d'un gonosome. 

La difference dans les variat ions du taux et du type de 
malsdgrdgation que nous avons constatee entre les 
translocations r~ciproques et les translocations 
robertsonniennes pose question. Une hypoth6se serait que 
la presence d'un chromosome en plus ou en moins dans son 
int6gralit6 dans les translocations robertsonniennes ou les 
aneuploTdies concernant les chromosomes X, Y e t  18 ne 
modifierait pas la morphologie du noyau tel qu'il peut 6tre 
visualis6 en MSOME et que ces aneuplo'fdies ne sont de ce 
fait pas ~liminees. A I'inverse, les alt6rations de la structure 
des chromosomes induites par les cassures des translocations 
r~ciproques pourraient s'associer ~ des modifications de la 
compaction du noyau (chromatine, histone, fragmentation 
de I'ADN ou autres ?) ce qui aurait un impact sur I'aspect 
morphologique du noyau en MSOME, d'oe leur ~limination 
partielle Iors de la selection. 

Ainsi, pour les patients ~ risque chromosomique 
augmentd que nous avons dtudi(~s, la s(Hection en ICSI 
ou en MSOME ne permet pas de sdlectionner les 
spermatozo'fdes ayant un contenu chromosomique 
normal. Elle pourrait cependant ~l iminer part iel lement 
certaines aberrations de la structure chromosomique. Or, la 
selection des spermatozoTdes au MSOME semble am~liorer 
le taux d'implantation et de grossesse [18]. Cette selection 
est principalement basee sur I'elimination des spermatozo'/des 
ayant de larges vacuoles [2, 3] qui semblent ~tre d'origine 
nucleaire. Les s~gr~gations adjacentes 1 et 2 pourraient 
entrainer des anomalies morphologiques de ce type. De plus, 
une corrdlation entre le taux de spermatozo'fdes & ADN 
fragment~ et le taux de spermatozo'i'des de morphologie fine 
globale anormale a et~ d~montrde [4, 5, 6, 9] et il semblerait 
que I'apparition de ces vacuoles soit associ~e ~ une 
augmentation de la fragmentation de I'ADN par une action 
enzymatique dont I'activit~ optimale est ~ la temperature de 
37~ [26]. 

Au total, nous avions emis I'hypoth~se que le MSOME 
permettrait une elimination des spermatozdfdes aneupld/des. 
Nos r~sultats montrent que la s~lection en MSOME permet 
I '~l iminat ion des spermatozo'ides diplo'ides dont la taille 

est probablement I~g6rement augment6e, mais ne permet 
pas d'~liminer les spermatozdides haplo'ides aneuplo'ides, 
que le patient pr6sente une t6ratozoospermie majeure 
(macroc6phalie) ou qu'il soit porteur d'une translocation. 
Seuls certains types de segregations semblent ~tre 
s~lectionn~s par le MSOME. L'am~lioration des r~sultats en 
terme de grossesse obtenue en utilisant la s61ection en 
MSOME, n'est donc probablement pas due ~ 1'61imination 
des spermatozo'fdes aneuplo'fdes, mais & la s61ection de 
spermatozo'fdes de << meilleure structure nucl6aire ~. 
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ABSTRACT 

Can high-power morphological selection of 
spermatozoa be effective to reduce the chromosomal risk 

for patients with high rates of sperm aneuploidy? 

Mohamed Hassen CHELLI, Martine ALBERT, Denise 

MOLINA GOMEZ, Ibrahim HAMMOUD, Jaqueline SELMA, 
Fran(~ois VIALARD 

Severe male infertility concerns two categories of men. Men 
with abnormal karyotype, who represent 2 to 14% of infertile 
men and who can produce sperm cells carrying unbalanced 
chromosomes related to the patients initial chromosomal 
reorganization inducing a variable risk of transmission of the 
abnormality to their conceptus. The second category is men 
with a normal karyotype but an increased rate of spermatic 
aneuploidy in a context of severe oligo- and/or 
asthenozoospermia and men from couples in implantation 
failure. ICSI is the standard Assisted Medical Reproductive 
technique for most of these 2 categories despite the obvious 
increased chromosomal risk. This raises the question of 
how to morphologically identify sperm cells with abnormal 
chromosome content during ICSI ? 

Unfortunately, no relationship has yet been found between 
sperm morphology in the ICSI sperm fraction (X200) and 
their chromosome content. Nevertheless, since the end of 
the 1990s, Bartoov's team has developed MSOME (Motile 
Sperm Organelle Morphology Examination) consisting of 
high-power examination of sperm cells up to x 12,250. This 
technique was indicated for cases of repeated ICSI failures 
and appeared to increase pregnancy rates. But was this 
improvement due to better selection of the chromosomal 
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content of sperm cells to be injected? The present study 
addressed this question by estimating the value of MSOME 
in the selection of euploid sperm cells in 2 groups of patients 
known to have an increased rate of sperm aneuploidy. 

Group I was composed of 2 patients with normal karyotype 
who presented a macrocephalic sperm syndrome with more 
than 99% of aneuploid sperm. Group 2 was composed of 11 
patients with abnormal karyotype: 6 patients with reciprocal 
translocation and 5 patients with Robertsonian translocationo 

The purpose of this study was to compare spermatozoa 
aneuploidy rates in fresh semen, to those obtained after 
ICSI selection (x200) and MSOME selection (x6000). Three 
specific steps of the protocol were (1) all sperm cells selected 
in MSOME were "top sperm cells" (2) fixation of selected 
sperm cell (average loss of 15% during FISH washes) (3) 
FISH results were validated by two different examiners. 

FISH analysis of X, Y and 18 chromosomes showed that 
MSOME eliminates polyploid and diploid sperm cells in 
patients with macrocephalic sperm syndrome, but the 6 
sperm cells selected were all haploid and aneuploid. 

FISH analysis of X, Y and 18 chromosomes of all other 
patients did not show any influence of the selection method 
on the aneuploidy rate. For the 5 subjects with a Robertsonian 
translocation, the global results of FISH analysis 
paradoxically showed a significant decrease of the euploidy 
rate in MSOME selection. The global results of FISH analysis 
for the 6 patients with mutual reciprocal translocations, 
showed that the various mutual translocations were not 
modified between whole sperm and the 2 selection methods. 
On the other hand, a significant decrease of adjacent I and 
2 segregation frequency was observed between whole sperm 
and MSOME selection, associated with a significant increase 
of 3:1 segregation frequency suggesting that the 
segregations which modify the structure of chromosomes, 
for example adjacent I and 2 segregations, would induce 
visible morphological modifications selected by MSOME. 
We hypothesized that the efficacy of spermatic apoptosis 
could be modulated by morphology but also by the 
chromosome contents of the sperm cell. 

In conclusion, MSOME does not provide any guarantee of 
the normal chromosome contents of the TOP selected sperm 
cell. However, these results obtained in a small series of 
patients suggest that MSOME can eliminate some 
chromosome abnormalities (adjl and 2) which would alter 
sperm nuclear structures. 

Key words: spermatozoa, morphology, MSOME, macrocephaly, 
translocation, FISH 
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