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Etude cytogénétique
du sperme humain

Le caryotype des spermatozoides humains peut étre étudié en
détail grice a la technique de fécondation croisée in witro
homme-hamster. Environ 10 % des gamétes males ont une ano-
malie chromosomique, plus souvent structurelle qu’uniquement
quantitative, ce qui indique que la contribution masculine aux
désordres chromosomiques de ’embryon est mineure puisque la
fréquence des aberrations zygotiques serait proche de 50 %. La
détermination du caryotype des spermatozoides permet aussi de
préciser le pourcentage de déséquilibres chromosomiques dans
les gametes issus d'un homme ayant une translocation équilibrée
a 'état hétérozygote. Ce pourcentage est faible dans les translo-
cations robertsonniennes mais peut atteindre 70 % des cellules

dans certaines translocations réciproques.

ans l'espéce humaine,
les aberrations chro-
mosomiques ne
représentent pas une
pathologie d’excep-
tion, et, depuis l'avénement de la
cytogénétique, de nombreuses don-
nées sont venues étayer cette notion.
Ainsi, a terme, I'incidence des ano-
malies chromosomiques est de 0,6 %
et 60 % des avortements spontanés du
premier trimestre de la gestation sont
liés a une anomalie chromosomique.
Toutefois, ces valeurs ne sont vrai-
semblablement qu'un pale reflet du
taux de mutation a la conception, du
fait d’'une élimination naturelle trés
précoce.
Sur la base de ces données épidémio-
logiques, il a été formulé I'hypothése
selon laquelle 30 a 50 % des féconda-
tions chez les couples a caryotypes
normaux se soldent par des anoma-
lies chromosomiques [1]. Ces anoma-
lies, surtout numériques, relévent
pour l'essentiel de cause méiotiques.
En conséquence, elles pré-existent
dans les gametes.
Des études trés limitées utilisant des
colorations fluorescentes des chro-
mosomes 1, 9 et Y [2,3] ou des tech-
niques d’hybridation in situ[4]

appliquées au sperme humain ont
mis en évidence qu'une proportion
de spermatozoides, trés variable selon
les auteurs, porte un équipement
chromosomique anormal. Mais, en
fait, une réponse définitive ne pou-
vait étre apportée que par I'étude du
caryotype des spermatozoides
humains.

Le spermatozoide humain :
une nouvelle source
d’informations
cytogénétiques

Pour établir un caryotype, il faut
disposer de cellules au stade méta-
phasique, seul moment au cours
duquel les chromosomes sont nette-
ment individualisés.

De la cellule souche germinale au
zygote, seules trois étapes correspon-
dent a cette situation privilégiée : les
métaphases I et II de la méiose et la
métaphase de premieére division de
segmentation. Seules les deux pre-
miéres ont bénéficié jusqu’ici d’in-
vestigations approfondies, en parti-
culier dans le sexe masculin grice
aux données fournies par les études
sur biopsie testiculaire[5]. Mais
aucun résultat tangible n’avait pu
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étre obtenu pour les gamétes murs.
En effet, le spermatozoide est une cel-
lule hautement différenciée et adaptée
a la fonction de transmission de son
jeu haploide de genes. A I'issue de la
spermatogenese, le noyau du sperma-
tozoide présente une chromatine
extrémement condensée. Dés lors, sa
décondensation n’intervient que si le
spermatozoide est impliqué dans une
fécondation, si bien que toutes les
données relatives au contenu chro-
mosomique du spermatozoide ont été
jusqu'’ici spéculatives.

Cette situation s’est trouvée boulever-
sée par I'introduction de la techni-
que de fécondation in vitro hétéros-
pécifique homme-hamster, mise au
point par Yanagimachi et al. [6], qui
a eu pour effet de permettre le déve-
loppement d’une cytogénétique
appliquée aux gameétes males.

La fécondation in vitro
hétérospécifique homme-
hamster

La fécondation permettant I'indivi-
dualisation des chromosomes de
spermatozoide, il était indispensable,
pour procéder a leur analyse fiable,
d’observer un nombre important de
fécondations ; d’ou le recours a une
technique de fécondation croisée
avec une espéce animale qui per-
mette le recueil simultané d’un
grand nombre d’ovocytes. L'obstacle
a la réalisation de ce type de fécon-
dation hétérospécifique est une bar-
riere d’espéce dont la nature et les
localisations restent mal connues.
L'efficacité de cette barriére est trés
variable selon le type de croisement
effectué. Dans la majorité des cas,
I’obstacle majeur a la pénétration est
représenté par la zone pellucide, qui
peut étre sélectivement détruite par
des procédés enzymatiques. Les
fécondations croisées expérimentées
et leurs résultats sont données dans
le Tableau I. A ce titre, le hamster
doré Mesocricetus auratus est privilé-
gié: l'ovocyte de hamster fraiche-
ment ovulé et débarrassé de sa zone
pellucide est fécondable non seule-
ment par des spermatozoides de ron-
geurs de la méme espéce, mais aussi
par une large variété d’autres espéces
animales, y compris l’espéce
humaine (Tableau I).

Ce modeéle original de fécondation in
vitro associé a une technique cytogé-
m/s n° 4 vol. 5, avril 89

Tableau |
RESUME DES FECONDATIONS IN VITRO HOMOSPECIFIQUES
ET HETEROSPECIFIQUES D'OVOCYTES
DONT LA ZONE PELLUCIDE A ETE ENLEVEE
Ovocytes débarrassés de leur zone pellucide

Spermatozoides

Hamster | Hamster | Souris Rat Cochon Lapin

doré chinois d’'Inde

Hamster doré oui non oui/non | oui/non oui non
Hamster chinois oui
Souris oui oui oui oui oui
Rat oui oui/non oui oui
Cochon d’Inde oui non non oui non
Lapin oui oui
Chauve-souris oui
Chien non
Dauphin oui
Cochon oui
Taureau oui
Chévre oui
Cheval oui
Ouistiti oui
Homme oui non non non non

nétique appropriée a permis I'obten-
tion en 1978 des premiéres méta-
phases haploides de spermatozoides
humains par Rudak et al.[7]. La
technique telle que nous I'utilisons
aujourd’hui peut se résumer de la
facon suivante.

® Aprés liquéfaction, le sperme est
lavé par trois centrifugations succes-
sives dans du milieu BWW (mis au
point en 1971 par Biggers, Whitten
et Whittingham) enrichi en albu-
mine humaine. La suspension finale
de spermatozoides est ajustée a une
concentration de I’ordre de 107 sper-
matozoides/ml. Cette suspension est
ensuite incubée de six a huit heures
a 37 °C en étuve a CO,, afin que les
spermatozoides acquierent in uvitro
leur pouvoir fécondant. C'est 1'étape
dite de « capacitation ».

® Parallélement, des femelles hams-
ter ayant préalablement subi un trai-
tement de superovulation (PMSG-
HCG, pregnant mare serum gonado-
tropin - human chorionic gonadotro-
pin) sont sacrifiées et disséquées. Les
oviductes sont prélevés et les cumu-
lus qu’ils contiennent sont recueillis
sous loupe binoculaire dans du
milieu BWW. Ces cumulus sont dis-
sociés par l'action d’une solution de
hyaluronidase, et les ovocytes libérés
sont transférés dans une solution de
trypsine qui va dissoudre la zone
pellucide. Les ovocytes débarrassés
de cette zone pellucide sont enfin
placés au contact de la suspension
«capacitée» de spermatozoides
humains, pour une durée de trois
heures.

® A la fin de ce temps de co-incu-
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bation, le taux de fécondation hété-
rospécifique est apprécié par obser-
vation microscopique entre lame et
lamelle d’'un échantillon d’ovocytes.
Tous les autres conceptus interspéci-
fiques homme-hamster sont mis en
culture (milieu Ham F10) pour une
durée de 12 heures. A I'issue de cette
culture, complétée d'une adjonction
de colchicine, les ceufs font 'objet
d’'un choc hypotonique suivi d’'un
étalement sur lame et d’'une fixation
par un mélange éthanol/acide acéti-
que, permettant la révélation sous
microscope des lots chromosomiques
haploides des spermatozoides
humains fécondants et des ovocytes
de hamster. L’identification des chro-
mosomes et des éventuelles anoma-
lies chromosomiques a été facilitée
par l'utilisation de techniques de
dénaturation des chromosomes
(bandes R ou bandes G).

Diverses modifications ont été
apportées a ce protocole en vue
d’augmenter son efficacité. Cepen-
dant, a I'heure actuelle, seules cinqg
équipes ont rapporté des résultats
tangibles tant en ce qui concerne
le sperme d’individus normaux que
les porteurs d’anomalies chromo-
somiques.

Etude cytogénétique
du sperme de sujets a
caryotypes normaux

7 355 caryotypes haploides de sper-
matozoides ont été publiés (dont 787
dans notre laboratoire) a partir de
sperme de 93sujets normaux
(Tableau II). Les fréquences d’ano-
malies chromosomiques s’échelon-
nent de 8,5% a 13,5 % et la compila-
tion de ces résultats conduit a une
estimation du taux d’anomalie chro-
mosomiques de 10 %. Une confirma-
tion indirecte de cette valeur a été
apportée par l'étude cytogénétique
de spermatocytes II[8]. La propor-
tion de spermatozoides anormaux
n’est donc pas négligeable. Cepen-
dant, comparée aux 50 % d’anoma-
lies zygotiques proposées pour l'es-
peéce humaine [1], cette valeur de 10 %
suggere que la contribution mascu-
line a la genése des anomalies chro-
mosomiques du zygote reste mineure.
La majorité de ces anomalies (85 %)
est de type structural (figure 1,
p.248). Cest 1a un résultat en désac-

cord avec la prédominance des ano-
malies numériques observées a terme
ou dans les produits d’avortements
spontanés. Cette discordance peut
s’expliquer par I'élimination ultra-
précoce des zygotes porteurs de telles
anomalies, d’'oul une sous-estimation
du taux d'anomalies structurales a la
conception. L’hypothése d’une ori-
gine artéfactuelle de ces anomalies,
liée a l'utilisation d’un systéme de
fécondation in witro croisée, ne peut
étre écartée, mais seules les anomalies
chromatidiennes peuvent résulter de
tels mécanismes. Or ces derniéres ne
représentent que 0,7 % des aberra-
tions structurales observées dans le
sperme. Par ailleurs, des anomalies
structurales ne sont que trés rarement
observées dans les métaphases des
ovocytes de hamsters ainsi fécondés ;
et comme le fait remarquer Mar-
tin [9], 1l est difficile de concevoir
qu’un effet 1ié a la technique provo-
que préférentiellement des anoma-
lies dans les métaphases humaines.
Aucun paramétre expérimental n’a
pu en fait étre corrélé a I'émergence
des aberrations structurales [10], mais
il est aujourd’hui clairement démon-
tré qu’il existe une tres forte variabi-
lité inter-individuelle de la fréquence
de celles-ci (de 0 a 35 %).

La fréquence des anomalies numéri-
ques est beaucoup moins variable (de
1,7 a 8 %). Globalement le taux d’hy-
pohaploidie (n — 1) ne différe pas
significativement du taux d’hyperha-
ploidie (n + 1), ce qui corrobore la
théorie de la mal-ségrégation méio-
tique qui veut que toute anomalie
surnumeéraire trouve sa réciproque
dans une anomalie sous-numéraire.
Cette observation confirme I’hypo-
thése d’une élimination ultra-pré-
coce des monosomies, qui sont
exceptionnellement observées dans
les produits d’avortements spontanés
du premier trimestre de la gesta-
tion [11]

Une autre donnée importante tirée
de ces études concerne la répartition
des anomalies numériques. Il appa-
rait que l’aneuploidie porte sur
toutes les paires de chromosomes
autosomiques et sexuelles. Cette
équiprobabilité des non-disjonctions
est une notion, fondamentale pour la
compréhension des mécanismes de
mal-ségrégation méiotique des chro-
mosomes, qui nous améne a admet-
tre que les processus de non-disjonc-
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Tableau Il
RECAPITULATIF DE TOUTES LES ETUDES CYTOGENETIQUES DE SPERMES DE SUJETS NORMAUX
Auteurs Sujets Nombre total Nombre Nombre Sex ratio
nombre age de caryotypes d’anomalies d’anomalies (% X/% Y)
numeériques (%) sftructurales (%)
Rudak et al. (1978) 1 23 60 3(5, 0) 11, 7) 57/43
Martin et al. (1983) 33 24-44 1000 51(5, 1) 33(3, 3) 54/46
Brandriff et al. (1985) 11 21-49 2 468 41(1, 6) 190(7, 7) 50/50
Kamiguchi et Mikamo (1986) 4 24-39 1091 10(1, 0) 142(13, 0) 53/47
Jenderny et Rohrborn (1987) 6 129 2(1, 9) 5(3, 9) 52/48
Martin et al. (1987) 30 22-55 1582 73(4, 6) 98(6. 2) 53/47
Templado et al. (1988) | 2 - 238 19(7, 9) 15(6, 3) 50/50
Présente étude 6 20-30 787 58(7, 3) 16(2, 0) 51/49
Données cumulées 93 7 355 257(3. 5) 500(6. 8)

tion affectent tous les chromosomes,
et non pas seulement ceux de plus
petite taille comme le laisserait sup-
poser leur incidence a terme dans les
trisomies. La fréquence des anoma-
lies numériques des chromosomes
sexuels n'est pas significativement
différente de la fréquence a terme des
syndromes associés a ces anomalies,
et le sex-ratio X/Y est toujours res-
pecté. Mais il est intéressant de noter,
pour la disomie du chromosome Y
(figure 2, p. 249), la neute différence
qui existe entre cette évaluation
directe de son incidence dans le
sperme (0,1 %) et les estimations (de
0,18 a 1,4 %) obtenues par 1'usage des
techniques de coloration fluores-
cente ou d’hybridation in situ, diffé-
rence qui souligne I'imprécision de
ces derniéres méthodes. En défini-
tive, le taux d’anomalies chromoso-
miques de 10% peut étre retenu
comme caractéristique des spermato-
zoides ayant fécondé des ovocytes de
hamsters, mais la question essen-
tielle qui se pose est de savoir s'il
existe une sélection dirigée contre le
pouvoir fécondant des spermato-
zoides génétiquement anormaux
dont il résulterait un biais d’échan-
tillonnage. Paradoxalement, c’est
I'’étude du sperme de sujets porteurs
d’anomalies chromosomiques qui
permet d’argumenter sur ce point.
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En appliquant le systéme de fécon-
dation homme-hamster a des sper-
matozoides de tels sujets, dont on sait
a priori que la méiose produit un
nombre important de gamétes chro-
mosomiquement anormaux, une
proportion trés élevée de caryotypes
anormaux est toujours constatée.
Comme ces caryotypes proviennent
nécessairement de spermatozoides
ayant fécondé, il en résulte que ces
derniers ont été tout aussi fécondants
que des spermatozoides nor-
maux [12]. Aussi peut-on considérer
que I’échantillon de caryotypes ana-
lysés est représentatif de la popula-
tion de spermatozoides d’'un éjaculat
humain.

Etude cytogénétique du.

sperme de sujets porteurs
d’anomalies
chromosomiques

La variété des anomalies chromoso-
miques est infinie. Si, dans leur
grande majorité, elles sont létales, les
anomalies équilibrées, c’est-a-dire
celles qui ne comportent ni excés ni
défaut de matériel chromosomique,
n'ont théoriquement pas de consé-
quence sur le phénotype des por-
teurs. En revanche, ces individus sont
exposés pour leur descendance a un
risque d’anomalies déséquilibrées du

fait des aléas de la ségrégation méio-
tique de leurs chromosomes rema-
niés (figure 3, p. 250).

Les enquétes épidémiologiques per-
mettent de prévoir, pour chaque ano-
malie et avec une bonne fiabilité, le
mode de déséquilibre le plus proba-
ble a terme [13]. Mais elles n’appor-
tent pas de précision sur la valeur de
ce risque ni sur la part de responsa-
bilité de la mécanique méiotique et
de la sélection post-zygotique in
utero dans ce déterminisme. La cyto-
génétique du sperme, de par l'ap-
proche directe de la ségrégation
méiotique qu’elle autorise, trouve la
une application directe et riche en
enseignements.

L'essentiel des études réalisées porte
sur des translocations réciproques et
robertsoniennes. Ces remaniements,
qui résultent de cassures et d’échanges
de matériel chromosomique, repré-
sentent le type d’aberrations le plus
fréquent chez I'homme (0,2% a
terme). Les translocations robertso-
niennes constituent un mode parti-
culier de translocation qui concerne
uniquement les chromosomes acro-
centriques (chromosomes 13, 14, 15,
21 et 22). La fécondation in wvitro
homme-hamster est plus difficile a
réaliser du fait de ’hypofertilité sou-
vent associée a la présence de la trans-
location. Aussi trés peu de résultats
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ont jusqu'ici été rapportés. Deux
translocations robertsonniennes [14,
15], 11 translocations réciproques
[12, 16-20] et une double transloca-
tion réciproque [21] constituent I'en-
semble des remaniements analysés
par cing laboratoires (Tableau 111,
p. 250). La fréquence des anomalies
est trés variable d’une translocation a
I’autre. Pour les translocations réci-
proques, des taux élevés sont enregis-
trés (de 19 a 77 %), alors que la fré-

\

quence des déséquilibres a terme
n’excéde pas 10% des naissances.
Cette discordance vient confirmer le
role principal joué par les méca-
nismes maternels de sélection post-
zygotique dirigés contre les concep-
tus porteurs de caryotypes anor-
maux. La létalité de chaque déséqui-
libre est fonction de la taille des
segments remaniés et de leur contenu
génétique. Les taux d’anomalies rap-
portés pour les deux translocations
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Figure 1. Caryotype d’un spermatozoide porteur d’une anomalie struc-
turale qui est une cassure des bras longs du chromosome 7. Ce caryotype

s'écrit 23Y, cbs7 q21.
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robertsoniennes sont plus faibles (8
et 13 %). Ceci concorde avec les résul-
tats de I'étude collaborative euro-
péenne sur les diagnostics prénatals
qui indiquent un risque de déséqui-
libre a terme plus faible pour les
translocations lorsque c'est le pére
qui en est le porteur [22].

La distribution de ces anomalies pré-
sente aussi un intérét considérable.
Alors que, théoriquement, une trans-
location peut se déséquilibrer au
cours de la méiose selon plusieurs
modes, on observe dans le sperme
une forte prédominance d’'un seul
mode de déséquilibre, le mode adja-
cent 1 (figure 3), et ceci quel que soit
le mode de déséquilibre attendu a
terme. A ce titre, le cas de la trans-
location t(11; 22) est particuliére-
ment significatif. Cette translocation
est la plus étudiée chez 'homme. A

terme, les déséquilibres qu’elle
engendre (plus de 80 cas publiés)
sont tou;ours issus du méme mode
de ségrégation 3 :1. Compte tenu de
la rareté de ce mode de ségrégation
a terme, I’hypothése d’'une prédispo-
sition méiotique a pu étre formulée.
Or dans le sperme, le mode de dés-
équilibre adjacent1 (figure 3) est
majoritaire. Sur un plan général, la
taille des échantillons de spermato-
zoides anormaux analysés est encore
insuffisante pour permettre de
décrire un modéle de comportement
méiotique. Mais la notion fonda-
mentale qui découle de ces observa-
tions est que la ségrégation méioti-
que n’est pas un processus aléatoire
aboutissant a une distribution équi-
table de tous les types de déséquili-
bres chromosomiques. Quelle que
soit la translocation considérée, le

mécanisme de ségrégation est préfé-
rentiellement orienté vers la produc-
tion du type de déséquilibre adjacent
1. Cette prévalence pourrait s’expli-
quer par la disposition particuliére
des chromosomes lors de la premiére
division méiotique [20]. Par ailleurs,
les enquétes cytogénétiques réalisées
sur les nouveau-nés porteurs de dés-
équilibres démontrent la prédomi-
nance de ce mode adjacent 1, mais
indiquent aussi que la quasi-totalité
des autres types de déséquilibres,
adjacent 2 et 3:1, sont d’origine
maternelle, ce qui laisse a penser que
les mécaniques méiotiques male et
femelle présentent d'importantes dif-
férences.

Hormis les translocations, deux
inversions chromosomiques ont
aussi fait I'objet d’études cytogénéti-
ques sur sperme [23, 24]. Les consé-
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Figure 2. Caryotype 24, YY d’un spermatozoide présentant une disomie du chromosome sexuel Y.
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Tableau Il

LES DIFFERENTES TRANSLOCATIONS ETUDIEES
ET LES FREQUENCES DE DESEQUILIBRES OBSERVEES

DANS LE SPERME DES PORTEURS

Translocations

Pourcentages de

caryotypes déséquilibrés

quences de ce type d’anomalie
consistent essentiellement en un ris-
que d’avortement de 1'ordre de 10 %
et en un risque de malformation
inférieur a 1,3 %[25). Dans les deux
cas analysés, aucune forme déséqui-
librée n’a été observée dans le sperme,
ce qui expliquerait le faible taux
d’anomalies a terme. De telles études

Y T 113; 14) 8% incitent a espérer un développement
t(14;21) 13% de la cytogénétique des gameétes
appliquée a I'’ensemble des anoma-
Réciproques 42 :5) 65 % lies chromosomiques.
%(3; 16) 63 %
;((g: m gg:f I Conclusions et
' ] 1
1. 13) o perspectives
(5 18) 19% s -
16 7) 49 % Pa cytogénétique du sperme se révéle
1(6; 14) 32 % étre une voie d’investigation riche en
Y7 14) 70 % enseignements. Son intérét scientifi-
t(8; 15) 63 % que est évident, le spermatozoide
t9; 10) 51 % étant I'ultime cellule de la spermato-
%9, 18) 66 % genése et de ce fait le vecteur des
y11:;22) 77% anomalies chromosomiques d’ori-

gine paternelle.
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Ségrégation alterne

Ségrégation 3 : 1

Ségrégation adjacent 1 :

Ségrégation adjacent 2

Figure 3. Schématisation des modes de ségrégation méiotiques des translocations réciproques lors de la
17¢ division méiotique. Dans la ségrégation alterne, la moitié des gametes portent les 2chromo-
somes normaux et l'autre moitié les 2 chromosomes remaniés. Les zygotes formés sont donc normaux ou « équilibrés ». Les
autres types de ségrégations (adjacent 1, adjacent 2 et ségrégation 3: 1) aboutissent a des déséquilibres chromosomiques
qui se traduisent par des monosomies et (ou) des trisomies partielles (ségrégations adjacent 1 et 2) ou totales (ségrégation

- 3:1)
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Le systéme de fécondation in vitro
homme-hamster constitue un outil
de recherche unique pour I'étude des
mécanismes de la fécondation, ses
causes d’échec et la génétique des
gameétes. Outre l'analyse des méca-
nismes de transmission des anoma-
lies chromosomiques, la voie de
recherche la plus prometteuse pour-
rait désormais étre orientée vers
I'étude de certains facteurs étiologi-
ques des aberrations chromosomi-
ques. De nombreux facteurs environ-
nementaux peuvent en effet
interférer avec les processus de ségré-
gation méiotique. Ainsi, deux études
récentes [26, 27] font état d'une aug-
mentation significative du taux
d’anomalies dans le sperme de sujets
cancéreux traités par radiothérapie.
D’autres travaux en cours portent sur
l'effet de I’age paternel et du vieillis-
sement des gamétes. Ces applications
sont susceptibles de permettre une
meilleure prévision de certaines
maladies chromosomiques [l
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Summary

Cytogenetics of human sperm

Sperm cytogenetics was carried out
using technique of in vitro heteros-
pecific human-hamster fertiliza-
tion. Chromosomal analysis of
7355 spermatozoa from 93 normal
men have been performed. The
mean frequency of chromosomal
abnormalities is 10 % and structural
aberrations are more common than
numerical abnormalities. Male
contribution to the genesis of chro-
mosomal abnormalities in human
zygotes appears to be minor, and
sperm chromosomal constitution
does not seem to influence fertili-

zing capacity. Sperm chromosome
complements have been also stu-
died in men heterozygous for diffe-
rent translocations and inversions.
In carriers of reciprocal transloca-
tions, rates of imbalances range
from 19 % to 77 %. All type of segre-
gations are found in sperm but the
majority of imbalanced comple-
ments results from adjacent
1 segregations. N o imbalances have
been observed in patients with
Inversions.

Other applications of sperm cyto-
genetics are still going on.
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