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IAD            Insémination Artificielle avec sperme de Donneur 

ICSI           Intra-Cytoplasmic Sperm Injection  

IIU             Insémination Intra-Utérine 

IMSI          Intracytoplasmic Morphologically Selected sperm Injection 

IP               Iodure de Propidium 
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LB Luria Bertani 

LH            Luteinizing Hormone 

LSI Locus Specific Identifier 

MACS       Magnetic Activated  Cell Sorting 

MCS         Marqueur Chromosomique Surnuméraire 

MSOME   Motile Sperm Organelle Morphology Examination 

OAT       OligoAsthénoTératozoospermie 

OMS         Organisation Mondiale de la Santé 

PBS           Phosphate Buffered Saline  

PGS           Preimplantation Genetic Screening 

PICSI        Picked spermatozoa for ICSI 

PS             Phosphatidylsérine 

ROS          Substances Oxygénées Réactives 

SCSA        Sperm Chromatin Structure Assay 

SCD test  Sperm Chromatin Dispersion 

SDS          Sodium Dodecyl Sulfate 

SO            Stress Oxydatif 

SRY         Sex-determing Region Y chromosome 

SU            Migration ascendante ou Swim-Up 

TdT          Terminal désoxynucléotidyl Transférase 

TE Tris-HCl-EDTA 

TESA       TEsticular Sperm Aspiration  

TESE       TEsticular Sperm Extraction 

TNF         Tumor Necrosis Factor 

TUNEL    TdT-mediated-dUTP nick-end labeling  
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L’infertilité du couple n’est plus attribuée uniquement à la femme, l’homme se retrouve 

impliqué dans la moitié des cas. L’infertilité masculine serait liée à un trouble génétique dans 

30% des étiologies. Parmi les causes liées à un trouble génétique, la translocation 

robertsonienne est la plus fréquente des anomalies chromosomiques de structure observée 

avec une incidence de 1/1085 nouveau-nés, et la translocation réciproque équilibrée est la 

deuxième anomalie la plus fréquente avec une incidence de 1/1175 naissances (De Braekeleer 

and Dao 1991). Ces hommes ont un risque élevé de produire des gamètes 

chromosomiquement déséquilibrés, à l’origine d’un risque augmenté de fausses couches à 

répétition et de naissances d’enfants avec anomalie chromosomique (Stern et al. 1999; Munné 

et al. 2000). Ils peuvent avoir des paramètres spermatiques perturbés telle qu’une 

oligospermie (Vincent et al. 2002) qui les mènent à une prise en charge en Aide Médicale à la 

Procréation (AMP) pour avoir recours à la fécondation in vitro (FIV) avec ICSI (Intra-

Cytoplasmic Sperm Injection). L’ICSI a profondément modifié le pronostic de l’infertilité 

masculine, en permettant à des individus auparavant considérés comme stériles de concevoir. 

Mais alors que les critères de mobilité et de morphologie utilisés en ICSI pour sélectionner un 

spermatozoïde ne sont pas prédictifs de la qualité de l’équipement chromosomique 

(Nicopoullos et al. 2008), une question reste au centre des préoccupations des professionnels 

de l’AMP : comment sélectionner les spermatozoïdes dont le caryotype a toutes les chances 

d’être chromosomiquement normal ou équilibré ? 

Il existe de nombreuses techniques de séparation des spermatozoïdes. Le tri magnétique à 

l’aide de microbilles magnétiques (MACS, Magnetic Activated Cell Sorting) est devenu une 

technique intéressante, ses succès ont été attribués au fait qu’elle réduit le pourcentage de 

fragmentation d’ADN spermatique (Rawe et al. 2009; Herrero et al. 2012), et qu’elle peut 

séparer les spermatozoïdes apoptotiques des non apoptotiques (Huang et al. 2009; Buzzi et al. 

2010). Son principe est basé sur l’utilisation de l’annexine V, une protéine qui possède une 

forte affinité pour la phosphatidylsérine (PS), conjuguée à des microbilles magnétiques. Or, 

durant le processus d’apoptose, un des signes les plus précoces est l’externalisation, à la 

surface membranaire, de la PS. Cette technique permet de capturer les spermatozoïdes 

apoptotiques et/ou morts lors de leurs passages à travers une colonne soumise à l’application 

d’un champ magnétique externe. Ainsi, elle permet de séparer les spermatozoïdes en 2 

populations : une fraction annexine V négative (spermatozoïdes sans externalisation de la PS, 

et donc non apoptotiques) et une fraction annexine V positive (spermatozoïdes avec une 

externalisation de la PS, et donc apoptotiques).  
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Dans de précédentes publications, nous avions émis l’hypothèse qu’une apoptose abortive 

initiée dans le testicule pourrait expliquer la présence de spermatozoïdes avec un déséquilibre 

chromosomique et une fragmentation de l’ADN dans l’éjaculat d’hommes ayant une anomalie 

chromosomique (Perrin et al. 2011, 2013). Par conséquent, la technique MACS devrait nous 

permettre de séparer les spermatozoïdes ayant débuté une apoptose abortive des 

spermatozoïdes non apoptotiques. Ainsi nous nous attendrions à voir le taux de 

spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés décroître dans la fraction d’annexine V 

négative et augmenter dans la fraction d’annexine V positive.  

 

Nous commencerons cette thèse par une première partie de rappel concernant les 

spermatozoïdes, de l’origine embryologique des cellules dont ils sont issus, en passant par 

toutes les étapes de différenciation et de maturation qu’ils doivent subir pour acquérir leurs 

principales fonctions de cellule apte à la fécondation. Nous y introduirons aussi l’infertilité 

masculine, ses principales étiologies et stratégies de prise en charge actuelle.  

Pour bien comprendre les objectifs de notre travail, nous détaillerons les anomalies 

chromosomiques en lien avec l’infertilité masculine, en s’intéressant plus particulièrement 

aux mécanismes de ségrégation méiotique. Cette partie est importante pour comprendre les 

résultats de FISH que nous exploiterons par la suite. Nous ferons également le point sur 

l’expression des marqueurs apoptotiques présents dans le sperme de patients infertiles, ce qui 

apportera la base nécessaire pour comprendre le lien entre présence de ces marqueurs et 

gamètes chromosomiquement déséquilibrés. 

Les techniques de sélection des spermatozoïdes actuels seront présentées. Cette partie 

permettra aux lecteurs d’avoir des références concernant l’ensemble des techniques existantes 

en AMP et des critères de sélectivité sur lesquelles elles se basent. 

Enfin, nous exposerons les patients et méthodes utilisés dans cette étude, ainsi que nos 

résultats, que nous discuterons et conclurons. 
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Notions générales :                 

Du spermatozoïde humain à 

l’infertilité masculine
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Le spermatozoïde est la cellule reproductrice masculine destinée à féconder l’ovocyte. De la 

cellule souche vers la création de cellules hautement différenciées, le spermatozoïde subit de 

nombreuses transformations biologiques pour devenir mature et fécondant. Dans un premier 

temps nous commencerons par rappeler le développement de l’appareil de reproduction 

masculin lors de l’embryogenèse, puis nous détaillerons l’anatomie des voies spermatiques 

chez l’adulte. Nous aborderons les différentes étapes de la spermatogenèse et sa régulation, 

aboutissant à la formation d’un spermatozoïde fonctionnel. Dans un second temps, nous 

définirons l’infertilité masculine, ses principales étiologies et les moyens de l’explorer en 

première intention.  

I - Le spermatozoïde humain : origine et fonctions 

1 - Embryologie de l’appareil de reproduction masculin 

Le tout premier stade de développement de l’appareil reproducteur chez l’être humain, est 

celui des gonades indifférenciées en ovaire ou en testicule, correspondant au déterminisme 

sexuel. Le chromosome Y joue un rôle majeur dans la formation des testicules et la 

spermatogenèse, plus particulièrement le gène SRY (Sex-determining Region Y 

chromosome) situé sur son bras court, qui est à l’origine du déterminisme testiculaire. Chez 

l’homme, il permet l’engagement du développement des gonades en testicules. Sous le 

contrôle des hormones produites par le testicule que sont l’AMH (Hormone Anti-

Müllérienne) et la testostérone, se développent les organes génitaux internes et externes de 

type masculin. 

Lors de la 4
ème

 semaine de développement embryonnaire, apparaissent les cellules germinales 

primordiales dans la paroi de la vésicule ombilicale. Elles sont situées dans une région extra-

embryonnaire, entre l’allantoïde et la vésicule ombilicale. Ces grosses cellules à cytoplasme 

clair et au noyau vésiculeux, vont migrer à l’intérieur de l’embryon par le mésentère dorsal de 

l’intestin postérieur, pour venir coloniser les crêtes génitales à la 6
ème

 semaine de 

développement embryonnaire, pour donner les spermatogonies chez l’homme, les ovogonies 

chez la femme. Ce sont les crêtes génitales qui sont à l’origine des gonades. Les crêtes 

génitales se forment entre la 4
ème

 et la 6
ème

 semaine du développement embryonnaire (Figure 

1). 
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Figure 1 : Cinquième semaine de développement embryonnaire  

(d'après Tachdjian et al. 2016) 

       

 

Les gonades restent indifférenciées jusqu’à la 7
ème

 semaine de développement embryonnaire, 

elles sont toutes deux formées de l’épithélium cœlomique et du mésenchyme sous-jacent 

associés aux cellules germinales dénommées alors gonocytes. 

À partir de la 7
ème

 semaine de développement embryonnaire, les gonades se différencient en 

testicules : les cellules germinales primordiales se localisent dans les cordons cellulaires et 

deviennent spermatogonies. Les cordons cellulaires forment les tubes séminifères. À 

l’intérieur de ceux-ci se trouvent les spermatogonies et les cellules de Sertoli qui sécrètent 

l’AMH, à l’extérieur correspond le tissu interstitiel où se forment les cellules de Leydig 

sécrétant la testostérone à partir de la 8
ème

 semaine de développement.  

Alors que leur développement débute dans la cavité abdominale, les testicules vont migrer en 

position extra-abdominale, vers leur localisation définitive dans le scrotum. 
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C’est à partir des canaux de Wolff et de Müller que se forment les voies génitales. L’AMH 

sécrétée par les cellules de Sertoli entraîne l’involution des canaux de Müller chez l’embryon 

masculin au cours de la 8
ème

 et 9
ème

 semaine de développement embryonnaire. La testostérone 

sécrétée par les cellules de Leydig entraîne le développement des canaux de Wolff chez 

l’embryon masculin qui est à l’origine de la formation des épididymes, des canaux déférents 

et des vésicules séminales. C’est au niveau du rete testis que se connectent les tubes 

séminifères aux tubules mésonéphrotiques.  

Concernant la formation des organes génitaux externes, le cloaque se cloisonne entre la 4
ème

 

et 6
ème

 semaine de développement embryonnaire en sinus urogénital et en canal anorectal. 

Sous l’action des androgènes, les organes génitaux externes vont se développer : le pénis se 

forme à partir de l’allongement du tubercule génital et les bourrelets génitaux se différencient 

pour donner les bourrelets scrotaux à l’origine du scrotum.  

2 - Anatomie de l’appareil génital masculin  

L’appareil de reproduction masculin est composé des organes génitaux externes que sont le 

pénis et les deux testicules situés dans le scrotum, et des organes génitaux internes. Il permet 

la production de spermatozoïdes, leur maturation et leur stockage. La Figure 2 présente une 

hémi-coupe de la structure générale de l’appareil génital masculin dont nous allons décrire les 

différentes parties depuis leur lieu de formation jusqu’au trajet des spermatozoïdes lors de 

leur émission.  
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Figure 2 : Anatomie générale de l’appareil génital masculin (d’après Ravel et al. 2009) 

 

2.1 Les testicules 

Les deux testicules assurent à la fois une fonction exocrine correspondant à la spermatogenèse 

et une fonction endocrine correspondant à la production d’hormones androgènes, notamment 

la testostérone. Situés dans le scrotum en position extra-abdominale, ils sont reliés à 

l’épididyme par le rete testis, auquel fait suite la partie initiale du canal déférent. Le testicule 

est entouré de structures fibreuses : l’albuginée, composée de fibres de collagène et de 

cellules musculaires lisses. De cette enveloppe partent des cloisons remontant vers la tête de 

l’épididyme, qui délimitent les lobules testiculaires. On dénombre environ 300 lobules par 

testicule (Figure 3). Le corps de Highmore, est, quant à lui, une structure fibreuse 

correspondant au lieu de convergence des sommets des lobules testiculaires. 

 

1. Vessie 

2. Vésicule séminale, canal éjaculateur 

3. Prostate 

4. Urètre prostatique 

5. Urètre membraneux 

6. Corps caverneux 

7. Urètre pénien 

8. Corps spongieux 

9. Gland 

10. Urètre 

11. Canal déférent 

12. Ampoule 

13. Périnée 

14. Glandes bulbo-urétrales 

15. Épididyme 

16. Testicule 

17. Tubes séminifères 
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Figure 3 : Structure du testicule (d’après Tachdjian et al. 2016)  

 

À l’intérieur des lobules se trouvent deux types de structures : les tubes séminifères et le tissu 

ou espace interstitiel. L’espace interstitiel est composé de cellules de Leydig interstitielles en 

amas, péri tubulaires (contre la paroi du tube séminifère) et intra murales. Les cellules de 

Leydig ont pour fonction la production de la testostérone. Les tubes séminifères sont 

constitués d’un épithélium séminifère, bordant une lumière centrale et limitée à l’extérieur par 

une gaine péri tubulaire (Figure 4).  

 

                      

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Coupe d’un tube séminifère normal  

 

Membrane basale 

Cellules péri tubulaires        Gaine péri tubulaire 

 

Épithélium séminal 

 

Lumière 

Tube séminifère 
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Cette paroi péri tubulaire est constituée d’une membrane basale, de fibres de collagène et de 

cellules myoïdes. L’épithélium séminifère correspond au lieu de la spermatogenèse. Elle 

comprend des cellules de Sertoli et des cellules germinales. Les cellules de Sertoli, en plus de 

leur fonction de maintien de l’architecture de l’épithélium séminifère, jouent un rôle 

important dans la spermatogenèse : la nutrition des cellules germinales et la production 

d’hormones. De par leur présence sur toute la hauteur de l’épithélium séminifère, elles 

compartimentent ce dernier en deux parties par l’intermédiaire de jonctions serrées : un 

compartiment basal et ad-luminal. Elles contrôlent ainsi le passage des cellules germinales 

d’un compartiment à l’autre, en régulant leur prolifération et leur métabolisme.  

2.2 L’épididyme, lieu de maturation et de stockage des spermatozoïdes 

L’épididyme correspond au lieu de maturation et de stockage des spermatozoïdes. Il permet 

l’acquisition de la mobilité, l’achèvement de la compaction de la chromatine nucléaire, 

l’aptitude à reconnaître la zone pellucide et à fusionner avec la membrane ovocytaire. Il s’agit 

notamment de la mise en place de protéines membranaires, qui inhibent le phénomène de 

capacitation avant leur passage dans les voies génitales féminines.   

L’épididyme assure des fonctions de transport et de maturation des spermatozoïdes, il est 

composé de trois parties que sont la tête, le corps et la queue. C’est au niveau de la queue de 

l’épididyme que sont stockés les spermatozoïdes. Le transit des spermatozoïdes dans 

l’épididyme varie selon la fréquence éjaculatoire, de 2 à plus de 8 jours. La carnitine libre, 

l’alpha 1-4 glucosidase, la glycérophosphorylcholine sont les marqueurs biochimiques 

spécifiques de l’épididyme.  

2.3 Les voies excrétrices des spermatozoïdes 

À partir des tubes séminifères, les spermatozoïdes transitent dans les tubes droits, puis le rete 

testis, les canaux efférents, jusqu’à l’épididyme. Le canal déférent fait suite à l’épididyme, il 

devient le canal éjaculateur lorsqu’il chemine dans l’épaisseur de la glande prostatique, pour 

s’aboucher à la face postérieure de l’urètre. L’urètre se compose de trois parties que sont 

l’urètre prostatique, membraneux et spongieux.  
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2.4 Les glandes annexes de l’appareil reproducteur masculin  

Les vésicules séminales sont des organes pairs, et correspondent à des glandes exocrines. Ses 

sécrétions représentent 60% du volume de l’éjaculat, de pH alcalin (7,5 à 8) et sont 

constituées de fructose, glucose, prostaglandines, peptides, enzymes (anhydrase carbonique), 

protéines, etc. 

La prostate, organe impair sous vésical, est une glande tubulo-alvéolaire à l’origine d’une 

sécrétion riche en acides organiques (citrate), albumine, phosphatases acides, et ions (Mg, Zn, 

Ca), qui représentent 30% du volume de l’éjaculat qu’elle déverse au niveau de l’urètre 

prostatique. Ses sécrétions sont basiques et possèdent des propriétés antibactériennes et 

antioxydantes.  

Les glandes de Cowper ou glandes bulbo-urétrales, sont responsables d’une sécrétion 

mucoïde qui a un rôle lubrificateur au niveau du segment initial de l’urètre spongieux.  

3 - La spermatogenèse 

La spermatogenèse correspond à l’ensemble des phénomènes qui ont lieu depuis les 

spermatogonies jusqu’aux spermatozoïdes. Elle se déroule physiologiquement à une 

température de 32 à 35°C, dans la paroi des tubes séminifères, eux-mêmes contenus dans des 

lobules à l’intérieur des testicules. Elle débute dès la puberté chez l’homme, puis reste un 

phénomène physiologique continu tout au long de la vie de l’individu. Elle englobe un cycle 

qui dure 74 jours. Elle débute par un processus de mitoses goniales, puis de divisions 

cellulaires ou méiose et se termine par la spermiogenèse, le tout de façon centripète (Figure 

5). 

 



17 

 

 

Figure 5 : La spermatogenèse, durée et rendement (d’après R. Frydman 2016) 

 

3.1 La multiplication des cellules souches  

Les spermatogonies sont des cellules souches diploïdes, situées en périphérie de la paroi des 

tubes séminifères. Elles se multiplient par mitose et il faut compter 27 jours pour compléter 

une multiplication goniale. Trois types sont à différencier en fonction des caractéristiques de 

leur noyau en microscopie photonique ou électronique. Les spermatogonies Ad (d pour dark) 

assurent l’auto-renouvellement des spermatogonies par divisions mitotiques. En se divisant 

par mitose elles donnent deux spermatogonies filles : une spermatogonie Ad contribuant à 

renouveler le stock de cellules souches et une spermatogonie Ap (p pour pâle).  Une 

spermatogonie Ap donnera par division mitotique deux spermatogonies B (à chromatine 

mottée et irrégulière).  Ces spermatogonies B ont une activité transcriptionnelle intense, elles 

donneront par division mitotique les spermatocytes I (ou spermatocytes de premier ordre). 
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3.2 La méiose  

La méiose dure 24 jours, et comprend deux divisions : la méiose I dite réductionnelle et la 

méiose II dite équationnelle.  

Les spermatocytes I débutent leur première division méiotique, en entamant directement la 

phase S (phase pré-leptotène de la méiose, où ils dédoublent leur contenu en ADN). Puis ils 

entament la prophase I répartie en 5 stades : leptotène, zygotène, pachytène, diplotène et 

diacinèse. Les chromosomes homologues s’apparient puis, au stade pachytène, ils échangent, 

par crossing-over, du matériel génétique entre chromosomes homologues. Lors de la 

métaphase I, ils restent liés au niveau des chiasmas et les chromosomes homologues se 

disposent de part et d’autre de la plaque équatoriale. Lors de l’anaphase I, les chromosomes 

homologues migrent vers les pôles. À l’issue de cette division méiotique réductionnelle, le 

spermatocyte I donne deux spermatocytes II (ou spermatocytes de deuxième ordre) qui 

contiennent alors 23 chromosomes avec deux chromatides (n chromosomes, 2n ADN). Ceux-

ci vont entrer en deuxième division méiotique. 

La deuxième division de méiose survient après une interphase courte. La durée de la prophase 

étant plus courte que lors de la méiose I, la méiose II est plus rapide. Les spermatocytes II ont 

donc une existence très brève (24h). Lors de la métaphase II, les chromosomes s’alignent sur 

la plaque équatoriale, puis lors de l’anaphase II, il y a séparation des chromatides sœurs de 

façon aléatoire à chacun des pôles. En conséquence de la cytodiérèse, deux spermatides sont 

obtenues, contenant chacune 23 chromosomes avec une seule chromatide (n chromosomes, n 

ADN).  

3.3 La spermiogenèse  

À partir du stade spermatide c’est l’étape de la spermiogenèse durant 23 jours, qui va 

compléter la fin de la spermatogenèse. Il s’agit de la différenciation des spermatides en 

spermatozoïdes ; elle ne comporte pas de division cellulaire. Les spermatides passent par 

plusieurs étapes de modifications morphologiques (Figure 6) : 

 

- La condensation de la chromatine : elle est progressive tout au long de la spermiogenèse. La 

majorité des histones est remplacée par des nucléoprotéines de transition puis par des 

protamines (cf « 1 - Organisation de la chromatine spermatique » p48). 
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- La formation de l’acrosome : les vésicules de l’appareil de Golgi vont confluer et fusionner 

ensemble afin de former la vésicule pro-acrosomique à l’origine de l’acrosome, qui recouvre 

les deux tiers antérieurs du noyau. Il contient des enzymes (hyaluronidase, acrosine, etc.) qui 

sont relarguées entre la membrane cellulaire et la membrane acrosomique externe lors de la 

liaison à la zone pellucide de l’ovocyte qui déclenche la réaction acrosomiale.  

 

- La formation du flagelle : c’est à partir du centriole distal que se formera l’axonème, 

ensemble de doublets de microtubules, autour duquel s’organisent des structures péri-

axonémales. En même temps que celui-ci s’allonge, la membrane cellulaire glisse en direction 

du flagelle naissant en entraînant cytoplasme et mitochondries qui vont former un manchon 

autour du flagelle du spermatozoïde. Les mitochondries vont se regrouper dans la pièce 

intermédiaire. 

 

- L’élimination du cytoplasme résiduel : celui-ci étant phagocyté par la cellule de Sertoli. 

 

Figure 6 : La spermiogenèse (d’après Tachdjian et al. 2016) 

 

La spermiation correspond à l’étape où ils sont libérés dans la lumière du tube séminifère, la 

spermatogenèse est ainsi achevée. 
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3.4 Les spermatozoïdes  

Ce sont les cellules obtenues à la fin de la spermiogenèse, ils mesurent environ 50-60 μm de 

long. La tête du spermatozoïde est pyriforme (4-5 μm de long sur 2-3 μm de large), elle 

contient le noyau qui est coiffé de l’acrosome. Le col la sépare du flagelle qui est constitué de 

la pièce intermédiaire (4-5 μm), puis de la pièce principale (45 μm) et de la pièce terminale 

(1-2 μm) (Figure 7). Même s’il a acquis sa morphologie définitive à cette étape, sa maturation 

n’est pas encore achevée. Ce n’est qu’après un transit dans l’épididyme de 2 à plus de 8 jours 

qu’il aura acquis une mobilité progressive et la capacité de reconnaître et se lier à la zone 

pellucide.  

 

Figure 7 : Structure d’un spermatozoïde (d’après Tachdjian et al. 2016) 

 

3.5 La cinétique et régulation de la spermatogenèse 

Dès la puberté, la production de spermatozoïdes est continue. Elle induit l’arrêt des mitoses 

des cellules de Sertoli, la formation de la barrière hémato-testiculaire sous l’action des 

androgènes. Les cellules souches germinales sont programmées pour entrer en division par un 

phénomène de « vagues spermatogénétiques » tous les 16 jours chez l’homme. Du 

compartiment basal du tube séminifère jusqu’à sa lumière, se forment des associations 
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cellulaires traduisant ce phénomène de division, où différentes générations de cellules 

germinales sont disposées dans les tubes selon des hélices concentriques. 

Les différents types cellulaires au sein du testicule sont sous la dépendance des hormones 

hypophysaires FSH, LH et prolactine. La sécrétion pulsatile de GnRH (Gonadotrophin-

releasing hormone) au niveau hypothalamique induit la sécrétion de FSH et de LH. La LH est 

indispensable au démarrage de la spermatogenèse lors de la puberté, alors que la FSH 

renforce son action. Puis chez l’adulte, la testostérone joue un rôle important dans le maintien 

de la spermatogenèse. La prolactine joue un rôle d’amélioration de la spermatogenèse, elle 

permet d’augmenter le nombre de récepteurs à la LH au niveau des cellules de Leydig, ainsi 

que la fixation de la LH à ses récepteurs, augmentant la synthèse de la testostérone. La 

sécrétion de FSH et de la LH subit un rétrocontrôle au niveau hypothalamo hypophysaire par 

des hormones testiculaires (principalement les stéroïdes sexuels et l’inhibine B). L’inhibine B 

réduit la synthèse et la libération de la FSH. Ainsi les stéroïdes produits par les cellules de 

Leydig exercent un rétrocontrôle de la LH, mais aussi de la FSH avec l’inhibine (Figure 8). 

La FSH stimule la division des spermatogonies alors que les androgènes intratesticulaires 

agissent lors de la méiose et de la spermiogenèse par l’intermédiaire des cellules de Sertoli. 

 

 

 

 

Figure 8 : La régulation hormonale de la spermatogenèse (d’après Ravel et al. 2009) 

 



22 

 

II - L’infertilité masculine  

Dans cette partie nous définirons l’infertilité masculine, ses principales étiologies, les moyens 

pour les explorer et les techniques actuelles de prise en charge en Aide Médicale à la 

Procréation (AMP). 

1 - Définition 

En touchant environ un couple sur six en France, l’infertilité est un motif fréquent de 

consultation. Ses étiologies sont multiples et touchent autant la femme que l’homme.  

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définie l’infertilité par l’absence de conception 

après au moins douze mois de rapports non protégés (Zegers-Hochschild et al. 2009). Cette 

définition est à adapter en fonction de l’âge de la femme et des antécédents des deux membres 

du couple.  Concernant la population masculine, environ 30 millions d’entre eux à travers le 

monde seraient infertiles. Un facteur purement masculin est responsable de l’infertilité du 

couple dans 20-30% des cas (Agarwal et al. 2015). 

2 - Les principales étiologies 

Les causes d’infertilité masculine sont variées et souvent multifactorielles. Dans 61% des cas 

elles se traduisent par une anomalie quantitative et/ou qualitative du sperme (Thonneau et al. 

1991).  

Il se distingue de façon générale les pathologies dites sécrétoires (ou non obstructives) des 

pathologies excrétoires (ou obstructives), en tenant compte du fait que ces deux origines 

pathologiques peuvent s’associer pour donner une forme dite mixte. Cinq grands mécanismes 

peuvent être distingués : les troubles érectiles, éjaculatoires et sexuels, les causes 

endocriniennes, testiculaires, obstructives séminales et les altérations fonctionnelles des 

spermatozoïdes (Schlosser et al. 2007). 

L’absence d’éjaculation intravaginale ne permet pas la fécondation en période périovulatoire 

de la femme, l’incapacité à mener un rapport sexuel peut être conséquent d’une insuffisance 

érectile, d’une anéjaculation, une éjaculation rétrograde ou bien de troubles balistiques dus à 

une malformation pénienne. Elle peut aussi correspondre à un trouble d’ordre psychologique. 
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Parmi les causes endocriniennes, il s’agit des pathologies responsables d’un hypogonadisme 

hypogonadotrophique, par atteinte congénitale génétique, anatomique tumorale, traumatique, 

ischémique (drépanocytose) ou toxique (drépanocytose, hémochromatose, -thalassémie). 

L’axe hypothalamohypophysaire est sensible à l’effet freinateur de nombreux médicaments 

tels que les estrogènes (élevés en cas d’hyperthyroïdie, obésité et éthylisme chronique), 

androgènes (origine tumorale, hyperplasie congénitale des surrénales, hypothyroïdie) et la 

prolactine (origine tumorale).  

Au niveau testiculaire, toute lésion traumatique et ischémique (torsion du cordon spermatique, 

chirurgie, varicocèle), hyperthermie, exposition aux rayonnements ionisants ou aux toxiques 

environnementaux ou médicamenteux, peut altérer sa fonction exocrine. Il en est de même 

pour les causes génétiques, parmi les hommes infertiles, où une anomalie chromosomique 

explicative est retrouvée dans 5,8% des cas. Cette anomalie concerne les chromosomes 

sexuels ou gonosomes dans 4,2% des cas et les autosomes dans 1,5% des cas (Johnson et al. 

1998). Nous développerons les origines génétiques des infertilités masculines dans la partie 

«Anomalie chromosomique de structure et infertilité masculine » (p27). 

Les obstructions des voies génitales se retrouvent dans la forme congénitale de la 

mucoviscidose qu’est l’agénésie vésiculodéférentielle congénitale bilatérale, par des 

mutations du gène CFTR. L’obstruction acquise peut être la conséquence d’un processus 

tumorale, infectieux ou iatrogène, par chirurgie loco-régionale. 

Enfin, les spermatozoïdes peuvent présenter des anomalies congénitales structurales tels que 

les dyskynésies ciliaires primitives et le syndrome de Young, ou bien des anomalies 

congénitales acquises (auto-immunisation, toxiques médicamenteux) pouvant limiter leur 

mobilité et leur pouvoir fécondant.  

3 - Les techniques d’exploration 

Dans l’exploration d’une infertilité chez un couple, l’homme et la femme sont associés à 

égalité dans la recherche du diagnostic. Dans cette partie, nous nous consacrerons plus 

particulièrement à l’exploration masculine.  

 

L’anamnèse est le premier temps exploratoire. Il s’agit d’interroger le patient sur la présence 

de facteurs de risques d’infertilité, afin de mieux orienter le temps dédié à l’examen clinique 

et à la prescription d’examens complémentaires qui suivra.  Ainsi, il faut s’informer du mode 

de vie et de la profession (exposition à la chaleur, aux produits toxiques), d’une exposition au 
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tabac, d’une consommation d’alcool ou de drogue. Il sera recherché aussi l’existence d’un 

traitement médicamenteux qui pourrait avoir un effet néfaste sur le sperme. Les antécédents 

familiaux, médicaux, chirurgicaux et plus particulièrement au niveau génital et urinaire 

(infection génitale ou urinaire, cryptorchidie ou hernie inguinale dans l’enfance, traumatisme 

ou torsion testiculaire, etc.) seront explorés. 

 

S’en suit un examen clinique orienté en fonction de l’anamnèse. De base, il comprend la 

recherche d’une gynécomastie et de signes d’hypogonadisme (telle qu’une pilosité 

insuffisante par exemple). Les organes génitaux externes sont examinés : la verge (taille et 

abouchement de l’urètre à la recherche d’un hypospadia), les testicules (mesure du volume à 

l’orchidomètre, évaluation de leur consistance), la palpation des épididymes et des canaux 

déférents, la recherche d’une varicocèle.  

 

Puis, l’analyse de première intention pour évaluer la fertilité masculine correspond en la 

prescription d’un spermogramme. En fonction de l’anamnèse et de l’examen clinique, 

d’autres examens complémentaires pourront l’accompagner. Si une anomalie ressort de 

l’analyse spermatique, celle-ci devra être confirmée par un second prélèvement.  

Parmi les examens complémentaires, se trouvent des dosages hormonaux (FSH, testostérone, 

inhibine B) et des dosages de marqueurs du liquide séminal, des examens d’imagerie telle 

qu’une échographie scrotale et intra-rectale pour mettre en évidence le carrefour vésiculo-

déférentiel. D’autres examens complémentaires plus approfondis pourront venir compléter ce 

bilan, tel qu’un bilan génétique (caryotype lymphocytaire, recherche de microdélétion du 

chromosome Y, etc.) 

 

L’exploration méthodique de l’infertilité chez l’homme permet souvent d’arriver au 

diagnostic d’une des différentes étiologies (Figure 9), même si à l’issue de cette exploration 

elle reste idiopathique dans 30 à 45% des cas (Jungwirth et al. 2012).  
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Figure 9 : Arbre diagnostique des différentes étiologies des infertilités masculines 

(d’après Bioforma, 2009) 

4 - Prise en charge de l’infertilité masculine en AMP  

 

Une fois le bilan d’infertilité du couple établi, une orientation vers une technique d’Aide 

Médicale à la Procréation (AMP) est envisageable. Plusieurs techniques existent, telles que 

l’induction simple de l’ovulation de la femme, l’insémination intra-utérine (IIU), les 

techniques de fécondation in vitro (FIV). 

 

Les inductions simples de l’ovulation sont indiquées dans certains troubles de l’ovulation. 

 

Les IIU avec sperme du conjoint sont souvent indiquées dans le cadre d’infertilité cervicale, 

d’hypofertilité masculine, de troubles empêchant un rapport sexuel complet, d’infertilité 

inexpliquée, etc.  

 

Les techniques de FIV consistent à reproduire en laboratoire spécialisé en AMP le 

déroulement du développement embryonnaire dans la première semaine ayant lieu 
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normalement dans les trompes de la femme. Il s’agit de la fécondation (fusion d’un ovocyte et 

d’un spermatozoïde) et du développement embryonnaire pré-implantatoire. Deux techniques 

de FIV existent : la fécondation in vitro classique (FIVc) et la fécondation in vitro avec micro-

injection de spermatozoïde (FIV-ICSI). Le bilan d’infertilité du couple, les paramètres 

spermatiques initiaux et la qualité de la préparation spermatique finale orienteront le choix 

entre ces deux techniques. 

Parallèlement à la ponction ovarienne réalisée au bloc opératoire, le recueil de sperme est 

effectué au laboratoire par masturbation. Plusieurs techniques de préparation afin de 

sélectionner les spermatozoïdes progressifs existent et seront abordés dans la partie 

«Techniques de sélection des spermatozoïdes en AMP» (p57).  

 

 La fécondation in vitro classique (FIVc) : 

Quelques heures après la ponction, les complexes cumulo-ovocytaires recueillis sont mis à 

inséminer avec une préparation de spermatozoïdes.  

 

 La fécondation in vitro avec micro-injection de spermatozoïde (FIV-ICSI) : 

Les complexes cumulo-ovocytaires sont décoronisés par exposition à une enzyme (la 

hyaluronidase), puis mécaniquement par refoulement-aspiration via une micropipette de 

200μl. Les ovocytes sont dénudés et leurs degrés de maturation peuvent ainsi être évalués au 

microscope inversé : seuls les ovocytes en métaphase II sont microinjectés (présence du 

premier globule polaire) avec un microscope inversé équipé de micromanipulateurs 

permettant un grossissement à x 400. Un spermatozoïde est sélectionné selon des critères de 

morphologie typique et de mobilité progressive, et sera microinjecté dans le cytoplasme 

ovocytaire. 

De façon générale, une FIV-ICSI sera indiquée lorsque qu’il sera récupéré moins de 500 000 

spermatozoïdes mobiles après préparation du sperme (Barrière, 2008), si des anticorps anti-

spermatozoïdes sont présents, dans un contexte d’échec de FIVc, l’utilisation de 

spermatozoïdes testiculaires ou épididymaires ou bien de sperme cryocongelé.  
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En raison de leur possible transmission à la descendance, il apparaît important de bien 

connaître les mécanismes des infertilités d’origine chromosomique, d’autant plus lors d’une 

prise en charge en AMP, pour permettre au couple de réaliser leur projet parental au meilleur 

des connaissances actuelles. Les hommes porteurs d’un réarrangement chromosomique 

présentent souvent des troubles de la spermatogenèse qui les mènent à consulter en AMP. La 

première question qui se pose chez ces patients est l’évaluation du risque chromosomique 

pour leur descendance. Une évaluation de ce risque est possible en effectuant une FISH sur 

noyaux spermatiques (Spriggs and Martin 1994; Rousseaux et al. 1995). Ainsi le pourcentage 

de spermatozoïdes normaux ou équilibrés évalué en plus d’un conseil génétique personnalisé 

permettra de mieux adapter la conduite à suivre.  

I - Anomalies chromosomiques et infertilité masculine 

Chez l’homme, les anomalies chromosomiques correspondent aux anomalies d’origine 

génétique les plus fréquemment retrouvées avec des troubles de la spermatogenèse. Deux 

principaux groupes peuvent ainsi être définis : les anomalies de nombre des chromosomes (ou 

aneuploïdies) et les anomalies de structure des chromosomes. L’expression de ces anomalies 

est très variable. Parfois elles peuvent être associées à un syndrome clinique, ou elles peuvent 

se traduire par un phénotype d’infertilité uniquement.  

1 - Anomalies chromosomiques de nombre  

Le syndrome de Klinefelter 

  

Le syndrome de Klinefelter touche en moyenne 1/660  hommes (Bojesen and Gravholt 2007). 

Il se traduit par la mise en évidence au caryotype d’une formule à 47,XXY homogène dans la 

plupart des cas, qui peut être aussi en mosaïque 47,XXY/46,XY dans environ 10% des cas 

(Ravel et al. 2011). Deux origines de ce syndrome sont mises en avant : une non disjonction 

d’origine maternelle ou paternelle le plus souvent, ou bien une erreur mitotique post-

zygotique plus rarement (3% des cas) (Smyth and Bremner 1998). Les spermatogonies sont 

présentes à des taux normaux pendant la première année de vie puis diminuent pendant 

l’enfance jusqu’à pratiquement disparaître à la puberté (Aksglaede et al. 2006). Les premiers 

signes histologiques pathologiques au niveau testiculaire sont la fibrose et la hyalinisation des 
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tubules séminifères, ayant pour conséquence l’instauration d’une oligospermie souvent sévère 

et plus souvent une azoospermie. Parmi les patients azoospermiques, le syndrome de 

Klinefelter à une prévalence de 11%, et parmi les patients oligoasthénotératozoospermiques 

(OAT) il a une prévalence de 0,7%. Dans les formes mosaïques, l’atteinte de la 

spermatogenèse est partielle, des foyers de spermatogenèse peuvent être conservés à l’origine 

le plus souvent d’oligospermie. Alors qu’au début de l’AMP, il était recommandé des 

inséminations artificielles avec sperme de donneur (IAD) ou l’adoption à ces hommes, 

l’arrivée de l’ICSI dans les années 1990 a bouleversé leur prise en charge en offrant une 

possibilité de paternité biologique : celle-ci peut s’appliquer dans les rares cas d’oligospermie, 

et plus généralement par la procédure de TESE-ICSI (TEsticular Sperm Extraction) en cas 

d’azoospermie. En effet, dans 50% des azoospermies par trouble de la spermatogenèse, une 

spermatogenèse focale subsiste, et des spermatozoïdes testiculaires peuvent être extraits par 

biopsie testiculaire. Des patients atteints du syndrome de Klinefelter ont des gamètes souvent 

chromosomiquement normaux et face aux nombreux enfants nés de père Klinefelter les 

professionnels de l’AMP sont plus rassurants. La procédure de TESE-ICSI a permis d’obtenir 

des naissances d’enfants en bonne santé (Tournaye et al. 1996). Il est retrouvé 1,6% 

d’anomalies chromosomiques de novo pour les conceptus obtenus en ICSI, par rapport au 

0,5% d’anomalies dans la population générale (Bonduelle et al. 2002). Cependant les patients 

doivent être informés que leur spermatogenèse ne se déroule pas dans un environnement 

hormonal favorable et que cela peut favoriser des erreurs de ségrégation méiotique (Mroz et 

al. 1999; Hennebicq et al. 2001; Vialard et al. 2012). 

Le syndrome 47,XYY 

 

Ce syndrome concerne en moyenne 1-4/1000 hommes. La plupart sont fertiles, quelques 

études suggérant que le chromosome Y supplémentaire serait  perdu avant la méiose (Rives et 

al. 2005; Moretti et al. 2007). Cependant des lésions histologiques ont été décrites au niveau 

de la gonade pouvant altérer la spermatogenèse (Ushijima1 et al. 2000). De même, plusieurs 

études ont montré une association entre syndrome 47,XYY et infertilité, et dans ces cas,  une 

incidence élevée de spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés dans l’éjaculat de ces 

hommes est mise en évidence (Chevret et al. 1997; Wong et al. 2008; Stochholm et al. 2010).  

Il n’y a pas de manifestations cliniques spécifiques à ce syndrome, et son diagnostic est 

souvent tardif. Environ 15% de patients sont diagnostiqués vers l’âge médian de 17,1 ans 

(Stochholm et al. 2010).  
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Le syndrome 46,XX 

 

Ce syndrome très rare concerne 1/20 000 hommes en moyenne. À l’origine, il s’agit, dans 

plus de 90% des cas, d’une recombinaison méiotique entre les chromosomes X et Y paternels 

avec un passage du gène SRY (Sex determining Region Y chromosome) sur le chromosome 

X. Le tableau clinique de ces hommes varie d’une complète masculinisation à des ambiguïtés 

génitales correspondant le plus souvent à un testicule non descendu, un micropénis ou un 

hypospadias (Vorona et al. 2007). 

2 - Anomalies chromosomiques de structure  

Les translocations  

 

Une translocation chromosomique se définit par un échange de matériel chromosomique entre 

deux chromosomes non homologues suite à des cassures sur chacun des chromosomes 

impliqués. Une translocation équilibrée correspond à un réarrangement qui est sans 

conséquence sur le plan génique, et une translocation déséquilibrée correspond à un 

déséquilibre quantitatif du matériel génétique. La translocation robertsonienne et la 

translocation réciproque équilibrée sont les translocations les plus fréquentes. Alors que ces 

patients ont un phénotype tout à fait normal, ils peuvent avoir des paramètres spermatiques 

perturbés, par exemple une oligozoospermie (Vincent et al. 2002). 

 

 Translocation robertsonienne 

Les translocations robertsonienne correspondent à une fusion de deux chromosomes 

acrocentriques, que sont les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22. Le caryotype d’un homme 

porteur d’une translocation robertsonienne comprend donc 45 chromosomes. Cette fusion se 

fait au niveau centromérique avec une perte des bras courts et une fusion des bras longs pour 

former un chromosome dérivé (Figure 10). La perte des bras courts est sans conséquence pour 

le porteur de l’anomalie car il s’agit d’une région riche en séquences répétées correspondant à 

des gènes codant des ARN ribosomiques.  Il s’agit de l’anomalie chromosomique de structure 

la plus fréquente, elle concerne environ 1% des hommes infertiles et est souvent associée à 

une oligozoospermie ou une azoospermie (De Braekeleer and Dao 1991). Les translocations 
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(13;14) et (15;21) sont plus souvent observées, avec une fréquence de 73% et 10% 

respectivement (Therman et al. 1989). 

 

 

Figure 10 : Exemple d’une translocation robertsonienne consistant en la perte des bras 

courts puis la fusion des grands bras restants de deux chromosomes acrocentriques au 

niveau de leur centromère 

 

Les hommes porteurs d’une translocation robertsonienne ont un phénotype normal (Egozcue 

et al. 2000). Une fécondation obtenue à partir d’un spermatozoïde chromosomiquement 

déséquilibré peut mener à un échec d’implantation, une fausse-couche, des malformations 

congénitales ou la naissance d’un enfant atteint de trisomie 21 

(46,XY,rob(14;21)(q10;q10),+21) ou d’une trisomie 13 (46,XY,+13,rob(13;14)(q10;q10)) 

(Neri et al. 1983; Lindenbaum et al. 1985). 

 

 Translocation réciproque équilibrée 

Les translocations réciproques correspondent en l’échange de segments terminaux entre deux 

chromosomes non homologues par cassure sur chacun des chromosomes impliqués. Elle est 

dite équilibrée car il n’y a ni perte ni gain de matériel chromosomique lors de cet échange 

(Figure 11). 
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Figure 11 : Exemple d’une translocation réciproque équilibrée 

 

Il s’agit de la seconde anomalie chromosomique de structure la plus fréquente, elle concerne 

environ 1/1175  naissances (De Braekeleer and Dao 1991). Plusieurs études ont montré que le 

taux de spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés chez les porteurs de translocation 

réciproque équilibrée varie de 19% à plus de 80% (Morel et al. 2004; Anton et al. 2007; 

Cassuto et al. 2011). C’est en fonction du type de chromosomes impliqués et plus 

particulièrement de la taille des segments transloqués, la position du centromère, ainsi que la 

localisation des points de cassure qui peuvent expliquer l’éventail de ces variations (Morel et 

al. 2004). 

 

Inversion 

 

Il s’agit d’un réarrangement qui ne concerne qu’un seul chromosome : suite à deux cassures 

chromosomiques, la partie médiane du chromosome s’inverse pour se réinsérer à la même 

place. Il existe deux types d’inversion que sont l’inversion paracentrique (deux cassures sur le 

même bras chromosomique) et péricentrique (deux cassures avec une de chaque côté du 

centromère, aboutissant à une modification de l’indice centromérique le plus souvent). 

Le nombre de gènes n’est pas affecté et le phénotype du porteur est normal. Cependant, lors 

de la méiose, le chromosome ayant une inversion doit créer une boucle d’inversion pour 

pouvoir s’apparier correctement avec son chromosome homologue, pouvant aboutir à la 

formation de gamètes chromosomiquement déséquilibrés. 
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Marqueur chromosomique surnuméraire (MCS) 

 

Les marqueurs chromosomiques surnuméraires correspondent à des chromosomes 

additionnels de structure anormale. Son origine ne peut être déterminée par les techniques de 

cytogénétique conventionnelle. Sa fréquence est estimée entre 0,028% et 0,15% avec une 

origine parentale dans 30% des cas. Ils peuvent dériver d’un gonosome, autosome, mais le 

plus souvent d’un chromosome acrocentrique. Certains MCS sont sans conséquence 

phénotypique alors que d’autres peuvent appartenir à un syndrome bien défini (syndrome de 

Pallister-Killian, tétrasomie 18p) (Douet-Guilbert et al. 2008; Samri et al. 2013). 

 

Réarrangements chromosomiques complexes (CCR) 

 

Un réarrangement chromosomique complexe correspond à au moins trois points de cassure et 

trois chromosomes impliqués. Il en existe une grande variété, ce qui rend difficile 

l’élaboration d’une classification. Le phénotype est normal chez 70% des sujets présentant un 

CCR, 20-25% présentent des atteintes congénitales (syndrome polymalformatif et/ou retard 

mental) et dans 5-10% des cas, le diagnostic est établi en période anténatale. Environ 30% de 

CCR sont familiaux, et la transmission est d’origine maternelle en majorité. Une apparition de 

novo survient dans 70% des cas, et dans ces situations c’est l’origine paternelle qui est le plus 

souvent incriminée (Gatinois et al. 2014). 

 

Autres anomalies de structure concernant les gonosomes 

 

Les patients porteurs d’isochromosome Y : ils présentent des phénotypes variables 

d’infertilité, avec un tableau clinique allant d’un phénotype féminin de type Turner à un 

phénotype masculin avec azoospermie et ambiguïté sexuelle. Ils sont la conséquence de 

recombinaisons inter-chromatidiennes, probablement dues à des séquences d’orientation 

inverse sur le chromosome Y. Il en existe plusieurs types en fonction du point de cassure : un 

isochromosome dicentrique correspond à une cassure survenant au niveau du bras court ou 

long, alors que si la cassure intervient au niveau du centromère, le chromosome reste 

monocentrique.  

Les patients porteurs d’un chromosome Y en anneau : ils ont un phénotype normal mais sont 

azoospermes, on retrouve une cassure au niveau du chromosome Y dans 90% des cas proche 

de la région AZF (AZoospermia Factor). Le chromosome Y est refermé sur lui-même par ses 
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bras courts et longs suite à une cassure chromosomique. Du fait des différentes tailles des 

anneaux de l’Y possibles, et de l’association à une mosaïque plus ou moins importante, le 

phénotype de ces patients peut être très variable, surtout lorsqu’il s’agit d’hommes : il peut 

alors se traduire par une petite taille avec infertilité, une taille normale et une atteinte 

testiculaire modérée, voire une fertilité normale. 

II - Ségrégation méiotique et risque pour la descendance  

Au cours de la méiose, les chromosomes s’apparient pour former des bivalents, des échanges 

par crossing-over ont alors lieu, puis les bivalents se séparent pour que chaque homologue 

migre dans une cellule fille différente. Cette étape de recombinaison et de séparation peut être 

perturbée par la présence d’une anomalie chromosomique, à l’origine d’une mal ségrégation 

des chromosomes homologues. Dans cette partie nous nous intéresserons plus 

particulièrement au mécanisme de ségrégation méiotique des deux translocations les plus 

fréquentes : la translocation robertsonienne et la translocation réciproque équilibrée. 

1 - Translocation robertsonienne 

Au cours de la prophase de la première division méiotique (méiose I), le chromosome portant 

la translocation (chromosome dérivé) et les deux autres chromosomes homologues normaux 

vont former un trivalent. Ce trivalent peut théoriquement être en configuration cis ou trans, 

mais seul la configuration cis est observée (Vidal et al. 1982; Templado et al. 1984).  

 

À partir de ce trivalent, les chromosomes homologues vont se séparer soit via le mode de 

ségrégation alterne, adjacent ou 3:0 (Figure 12).  

 

 Le mode de ségrégation alterne est à l’origine de spermatozoïdes 

chromosomiquement normaux (les deux chromosomes acrocentriques normaux 

migrent dans un spermatocyte II), et de spermatozoïdes chromosomiquement 

équilibrés (le chromosome dérivé migre dans l’autre spermatocyte II). Plusieurs études 

ont montré que le mode alterne est le mode de ségrégation méiotique prédominant. Il 

représente 70 à 91,2% des spermatozoïdes d’un éjaculat (Ogur et al. 2006; Perrin et al. 

2010; Cassuto et al. 2011). La prédominance de ce mode peut être expliqué par le fait 



35 

 

que lors de la première division méiotique, la configuration en mode cis est observée 

(Luciani et al. 1984).  

 

Les autres modes de ségrégation méiotique (adjacent et 3:0) forment des spermatozoïdes 

chromosomiquement déséquilibrés (Morel et al. 2004). Plusieurs études ont montrées que la 

proportion de spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés, chez les porteurs d’une 

translocation robertsonienne, varie de 7% à 40% (Morel et al. 2004; Anton et al. 2007; Perrin 

et al. 2009). 

 

 Le mode de ségrégation adjacent donne quatre combinaisons possibles : le 

chromosome dérivé part dans un spermatocyte II avec un chromosome acrocentrique 

normal appartenant à une des paires incluses dans la translocation, aboutissant à un 

spermatozoïde à 23 chromosomes. Dans l’autre spermatocyte II se trouve un seul 

chromosome acrocentrique issu de l’une des paires ayant la translocation, aboutissant 

à un spermatozoïde à 22 chromosomes. Le mode de ségrégation adjacent est à 

l’origine de 8,9% à 23,3% des spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés 

(Syme and Martin 1992; Escudero et al. 2000; Perrin et al. 2009).  

 

 Le mode de ségrégation 3:0 est plus rare, et aboutit à la formation d’un 

spermatozoïde à 21 et à 24 chromosomes.  

 

La ségrégation méiotique des translocations robertsonienne peut aboutit à une trisomie ou une 

monosomie complète. Le risque de déséquilibre pour le conceptus pour ces hommes, 

dépendra des chromosomes impliqués : risque de trisomie 21 ou bien de disomie uniparentale 

si elle concerne les chromosomes 14 ou 15.  

Concernant la translocation (13;14), qui est la plus fréquente (Gardner et al. 2011) , le risque 

théorique de déséquilibre fœtal est de 1%, et peut aboutir à une grossesse avec la naissance 

vivante d’un enfant atteint de trisomie 13. Cependant, le risque de fausses-couches précoces 

est plus important (Scriven et al. 2001). Concernant les translocations (14;21), le risque  de 

déséquilibre fœtal est plus important, et est de l’ordre de 5% (Boué and Gallano 1984). 
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Figure 12 : Ségrégation méiotique gamétique de patients porteurs d’une translocation 

robertsonienne 

 



37 

 

2 - Translocation réciproque équilibrée 

Au cours de la prophase de la première division méiotique (méiose I), les deux centromères 

homologues chromosomiques concourent à la formation d’un quadrivalent. Ce quadrivalent 

aboutit à 5 modes de ségrégations méiotiques différents que sont le mode alterne, l’adjacent 1, 

l’adjacent 2, 3:1 et 4:0, et cela en fonction des chromosomes et des points de cassures 

impliqués (Figure 13). 

 

 Le mode de ségrégation alterne est à l’origine de spermatozoïdes 

chromosomiquement normaux ou équilibrés. Les chromosomes transloqués sont 

transmis dans un spermatocyte II et leurs homologues normaux dans un autre 

spermatocyte II. Le mode de ségrégation alterne produit une fréquence égale de 

spermatozoïdes chromosomiquement normaux ou équilibrés.  

Les modes de ségrégations adjacent 1, adjacent 2, 3:1 et 4:0, aboutissent à des spermatozoïdes 

chromosomiquement déséquilibrés (Morel et al. 2004). Plusieurs études ont montrées que la 

proportion de spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés, chez les porteurs d’une 

translocation réciproque équilibrée, varie de 18,6% à 80,7% (Morel et al. 2004 ; Anton et al. 

2007 ; Wiland et al. 2008 ; Perrin et al. 2010). Ces variations peuvent s’expliquer par le fait 

que le pourcentage de spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés va dépendre du type 

de chromosomes impliqués (position du centromère et taille des segments transloqués) et de 

la localisation des points de cassure (Simpson and Bishoff, 2002 ; Morel et al. 2004). 

 

 Le mode de ségrégation adjacent 1, transmet un chromosome transloqué dans un 

spermatocyte II, avec le chromosome normal non homologue inclus dans la 

translocation. Le mode de ségrégation adjacent 1 est le plus fréquent parmi les modes 

aboutissant à des spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés, et correspond à 

une moyenne d’environ 37%. La proportion de spermatozoïdes chromosomiquement 

déséquilibrés varie d’une translocation à l’autre  (Benet et al. 2005). 

 

 Le mode de ségrégation adjacent 2, transmet un chromosome transloqué dans un 

spermatocyte II, avec son chromosome homologue normal.  
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 Le mode de ségrégation 3:1, correspond à la ségrégation de trois chromosomes dans 

un spermatocyte II (aboutissant à la formation de spermatozoïdes avec 22 

chromosomes), et de la ségrégation de un chromosome dans un autre spermatocyte II 

(aboutissant à la formation de spermatozoïdes avec 24 chromosomes). 

 

 Le mode de ségrégation 4:0, plus rare, correspond à la ségrégation de quatre 

chromosomes dans un spermatocyte II (aboutissant à la formation de spermatozoïdes 

avec 25 chromosomes), tandis que l’autre spermatocyte II n’en reçoit aucun 

(aboutissant à la formation de spermatozoïdes avec 21 chromosomes). 
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Figure 13 : Ségrégation méiotique gamétique de patient porteur d’une translocation réciproque équilibrée
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III - Techniques d’analyse de la ségrégation méiotique 

Pour étudier la ségrégation méiotique dans les spermatozoïdes, deux méthodes classiques 

existent : la fécondation inter-spécifique homme – hamster afin d’obtenir des caryotypes 

spermatiques, et la FISH sur noyaux spermatiques. 

1 - Fécondation inter-spécifique homme – hamster 

La fécondation inter-spécifique entre un spermatozoïde humain et un ovocyte de hamster doré 

permet l’analyse des caryotypes spermatiques. Les chromosomes métaphasiques humains 

peuvent être observés avec les techniques de marquages en bandes de la cytogénétique 

conventionnelle. C’est cependant une technique coûteuse, de faible rendement et difficile à 

mettre en œuvre et seul des spermatozoïdes ayant la capacité de féconder un ovocyte pourront 

être analysés.  

 2 - Hybridation in situ en fluorescence (FISH) 

La technique d’hybridation in situ permet d’étudier un grand nombre de spermatozoïdes. Son 

principe repose sur la mise en place d’un appariement spécifique entre une séquence d’acides 

nucléiques et une sonde complémentaire. Elle permet ainsi la détection de séquences d’acides 

nucléiques sur des chromosomes en métaphase ou des noyaux en interphase.  

C’est une technique très sensible et spécifique, qui n’est pas affectée par la capacité du 

spermatozoïde à féconder un ovocyte contrairement à la technique de fécondation inter 

spécifique homme – hamster (Egozcue et al. 1997). En fonction des sondes utilisées, la FISH 

permet de détecter des séquences répétées, uniques ou de chromosomes entiers (Trask et al. 

1991). Le marquage des sondes s’effectuait avec des composants radioactifs au début, puis 

sont apparus les composants non radioactifs dont les fluorochromes (il s’agit alors de sondes 

dites fluorescentes)  (Pieters et al. 1990). Cependant cette technique ne se concentre que sur 

les anomalies des chromosomes étudiés et ne permet pas de donner des informations sur les 

autres chromosomes. 

L’utilisation de plusieurs fluorochromes permet aujourd’hui d’hybrider plusieurs sondes en 

même temps. Il existe plusieurs types de sondes capables de s’hybrider à une région 

chromosomique. 
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- Les sondes composées de séquences d’ADN répétées s’hybrident sur des séquences 

spécifiques répétées en tandem sur plusieurs centaines de kilobases. Il s’agit des sondes 

centromériques ou CEP (Chromosome Enumeration Probe). 

 

- Les sondes spécifiques d’un locus, ou LSI (Locus Specific Identifier), s’hybrident sur des 

séquences spécifiques d’une région de l’ADN. 

 

- Les sondes composées de séquences uniques, englobent deux types de sondes : 

 

Les BACs ou Bacterial Artificial Chromosome. Il s’agit de segments de 100-200 

kilobases du génome humain qui ont été clonés dans des vecteurs. Les BACs sont des ADN 

circulaires dans lequel un fragment d’ADN du génome humain a été inséré et dont l’origine 

de réplication est issue de la bactérie Escherichia Coli. Le site internet public UCSC Genome 

Browser (https://genome.ucsc.edu/) permet de connaître la position précise d’un BAC dans le 

génome humain et donc de choisir les BACs d’intérêt en fonction du réarrangement 

chromosomique à étudier.  

 

Les « sondes de peinture chromosomique », correspondent à un ensemble de 

fragments d’ADN représentant un chromosome entier. 

 

La technique de FISH est développée dans le chapitre « 2 – Réalisation de la technique 

FISH » (p76). 

IV - Quelles solutions actuellement ? 

Pour un couple dont l’homme est porteur d’une anomalie chromosomique de structure, les 

chances d’obtenir une grossesse avec naissance d’un enfant en bonne santé sont donc 

directement liées à la fréquence d’embryons chromosomiquement normaux ou équilibrés, qui 

est elle-même liée à la fréquence des spermatozoïdes normaux ou équilibrés. L’analyse par 

FISH des noyaux spermatiques permet d’évaluer le risque génétique et d’orienter le couple, 

qui bénéficiera d’un conseil génétique adapté à l’anomalie chromosomique parentale afin 

d’établir la meilleure stratégie de diagnostic d’une éventuelle transmission déséquilibrée. 

Selon que le risque de déséquilibre pour le conceptus est élevé, modéré ou faible par rapport à 

https://genome.ucsc.edu/
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la population générale, il pourra être discuté avec le couple de la possibilité de réaliser un 

diagnostic prénatal, éventuellement un diagnostic préimplantatoire, ou les diriger vers 

l’utilisation d’un sperme de donneur ou une adoption (Munné et al. 2000; Escudero et al. 

2000, 2003). 

1 - Le diagnostic prénatal (DPN) 

Le diagnostic prénatal (DPN), correspond à l’ensemble des moyens médicaux cliniques, 

biologiques et d’imageries qui peuvent être mis en œuvre en cours de la grossesse pour 

détecter in utero chez l’embryon ou le fœtus une affection d’une particulière gravité, en vertu 

de l’Arrêté du 1er juin 2015 déterminant les recommandations de bonnes pratiques relatives 

aux modalités d'accès, de prise en charge des femmes enceintes et des couples, d'organisation 

et de fonctionnement des centres pluridisciplinaires de diagnostic prénatal en matière de 

diagnostic prénatal et de diagnostic préimplantatoire. 

 Le diagnostic prénatal chromosomique peut être proposé à un couple dont le conjoint est 

porteur d’un remaniement équilibré. Le risque de déséquilibre à terme va dépendre du type de 

la translocation et des chromosomes impliqués. 

 

 Le dépistage non invasif des anomalies chromosomiques fœtales (DPNI) 

Il s’agit d’un test de dépistage préconisé pour le dépistage de la trisomie 21, qui peut 

s’appliquer au dépistage des trisomies 13 et 18 fœtales. Parmi ses indications se trouve les 

patientes à risque accru de trisomie 21 (parents porteurs d’une translocation robertsonienne 

impliquant un chromosome 21). Il consiste en un prélèvement veineux périphérique chez la 

femme enceinte à partir de la 10
ième

 semaine d’aménorrhée. Même si ce test présente une 

excellente sensibilité et spécificité pour dépister une trisomie 21, il n’est pas fiable à 100% et 

il existe de rares cas de faux positifs et de faux négatifs. De même, l’ensemble du génome 

n’est pas exploré, et d’autres anomalies chromosomiques peuvent être méconnues. 

(Recommandations pour le dépistage non invasif des anomalies chromosomiques fœtales 

(DPNI), version 2 – 2015) ACLF). Les tests ADN libre circulant de la trisomie 21 

(ADNlcT21), disponibles depuis 2015, reposent sur la recherche d’une surreprésentation 

éventuelle du nombre de copies du chromosome 21 dans l’ADN libre circulant dans le sang 

maternel. En cas de résultat positif, il devra être confirmé par l’établissement d’un caryotype 

fœtal. En France, les femmes ont accès à ces tests. D’après l’HAS (Haute Autorité de Santé), 

la procédure de dépistage combiné au 1
er

 trimestre de grossesse, avec proposition de réaliser 
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le test ADNlcT21, doit être maintenue et proposée aux femmes enceintes dont le risque de 

trisomie 21 fœtale est compris entre 1/1 000 et 1/51 (Place des tests ADNlcT21 dans le sang 

maternel dans le dépistage de la T21 fœtale, HAS, avril 2017). 

2 - Le diagnostic préimplantatoire (DPI) 

En France, la pratique du diagnostic préimplantatoire (DPI) est autorisée depuis 1999. Il 

correspond à un diagnostic biologique réalisé à partir de cellules prélevées sur l’embryon in 

vitro. Le DPI concerne les couples ayant une forte probabilité de donner naissance à un enfant 

atteint d’une maladie génétique grave et reconnue comme incurable au moment du diagnostic. 

Le statut génétique ou chromosomique de l’embryon peut être connu après FIV-ICSI et avant 

un transfert dans l’utérus. Au 3
ème

 jour de développement, un ou deux blastomères peut être 

prélevé, ou au 5
ème

 jour de développement par prélèvement des cellules du trophectoderme 

pour contourner le problème lié à un mosaïcisme (Figure 14). Ces cellules sont ensuite 

analysées par FISH pour les anomalies chromosomiques recherchées. La prise en charge en 

DPI est généralement longue, et le délai avant d’obtenir un enfant en bonne santé est allongé, 

du fait de la perte d’ovocytes qui seront fécondés par un spermatozoïde chromosomiquement 

déséquilibré pouvant parfois aboutir à une absence d’embryon sain. Idéalement, pour éviter 

cette perte, il faudrait pouvoir sélectionner en ICSI un spermatozoïde chromosomiquement 

normal ou équilibré. Le seul moyen actuel de s’assurer de la présence d’un génome équilibré 

est la réalisation d’une FISH sur les noyaux spermatiques, mais avec l’inconvénient que ces 

spermatozoïdes ne seront pas utilisables en AMP une fois la technique effectuée. Plusieurs 

techniques de sélection des spermatozoïdes ont été développées dans ce but, et seront 

développées dans la partie « Technique de sélection des spermatozoïdes en AMP » (p57).  
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Figure 14 : Biopsie des cellules du trophectoderme à J5 (d’après Kokkali et al. 2007) 

 

(A) Blastocyste à J5. (B) Ouverture crée dans la zone pellucide, à l’opposé de la masse 

cellulaire interne via un laser. (C) Des cellules du trophectoderme forment une hernie en 

dehors de la zone pellucide 4h plus tard, elles seront prélevées lors de la biopsie du 

trophectoderme. (D) Peu après la biopsie du trophectoderme. 

3 - Preimplantation Genetic Screening (PGS) 

Cette technique est employée dans plusieurs pays pour des couples ayant un risque d’obtenir 

des embryons porteurs d’une anomalie chromosomique de nombre. Elle peut être indiquée 

dans le cadre d’un âge maternel avancé ou d’antécédents de fausses couches à répétition et 

d’échecs d’implantations répétés (Sifer et al. 2012). Une analyse des blastomères est effectuée 

par une technique FISH, et de 6 à 15 chromosomes par embryon peuvent être analysés 

(généralement les chromosomes 13, 16, 18, 21, 22, X et Y). Le dépistage d’aneuploïdie en 

préimplantatoire permet de sélectionner les embryons normaux candidats à un transfert dans 

l’utérus. Cependant, son utilité est de plus en plus controversée suite à la publication de 

plusieurs études qui montrent des difficultés à mettre en évidence un réel bénéfice de cette 

technique (Sifer et al. 2012). 
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Marqueurs de l’apoptose 

dans l’infertilité masculine 
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Dans notre organisme, l’apoptose correspond à un mécanisme de mort cellulaire programmée. 

Elle participe à éliminer les cellules âgées, anormales ou surnuméraires afin d’obtenir une 

homéostasie au sein des tissus. Lors de la spermatogenèse, le processus d’apoptose est 

nécessaire pour maintenir constant le nombre de spermatocytes entrant en méiose et préserver 

l’équilibre entre les cellules germinales et les cellules de Sertoli. Ce sont ces dernières qui 

permettent de réguler la prolifération et la différenciation des cellules germinales, elles sont  

responsables de l’induction de 50% - 70% du mécanisme d’apoptose des cellules germinales 

entrant en méiose I (Billig et al. 1995). L’avènement des techniques de détection au niveau 

moléculaire a considérablement développé nos connaissances sur les mécanismes cellulaires. 

Nos données concernant l’apoptose cellulaire se sont enrichies au fil des dernières années. 

Plusieurs travaux ont montré une augmentation des altérations apoptotiques dans les 

spermatozoïdes éjaculés de patients infertiles. Même si leurs origines restent encore 

controversées, leur détection dans le sperme éjaculé représente un intérêt dans l’exploration 

de l’infertilité en AMP.  

I - Présence de marqueurs apoptotiques dans le sperme de 

patients infertiles 

Bien qu’un phénomène physiologique d’apoptose des spermatozoïdes ait lieu au niveau 

testiculaire, des taux plus élevés d’apoptose dans le sperme éjaculé sont rapportés chez des 

hommes infertiles comparés à des hommes fertiles. Une étude précurseur de Bacetti et al. a 

mis en évidence 0,1% de spermatozoïdes apoptotiques dans un groupe d’hommes fertiles, 

contre 10% chez ceux ayant une varicocèle, 20% chez les patients avec cryptorchidie, et 

jusqu’à 50% chez les hommes porteurs d’un séminome testiculaire. Ces spermatozoïdes et 

spermatides présentaient les mêmes altérations apoptotiques qu’une cellule somatique en 

apoptose au niveau de la chromatine, de l’enveloppe nucléaire et de la membrane plasmique, 

la présence de vacuoles intracytoplasmiques, un statut particulier des mitochondries, 

indépendemment de l’origine de l’infertilité masculine  (Baccetti et al. 1996).  

De façon générale, ces altérations apoptotiques sont principalement des altérations 

membranaires avec externalisation de la phosphatidylsérine (PS), une réduction du potentiel 

de membrane mitochondriale, une activation des caspases et une fragmentation de l’ADN 

spermatique.  
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Ces stigmates apoptotiques présents dans les spermatozoïdes correspondent à différentes 

étapes de l’apoptose cellulaire (Figure 15). L’engagement du récepteur Fas, suivi de 

l’activation de la caspase-8 puis de la caspase-3, précèderaient la fragmentation de l’ADN 

spermatique. Ces voies extrinsèques permettraient la libération de facteurs proapoptotiques 

par les mitochondries, conduisant à l’activation de la caspase-3, conduisant aussi à la 

fragmentation de l’ADN spermatique (Marchetti et al. 2017). 

La signification de l’expression de ces marqueurs et leur impact sur les résultats de l’ICSI 

concernant les taux de fécondation, le développement pré-embryonnaire, les taux 

d’implantation et/ou de fausses couches spontanées, de grossesses et de naissances restent 

controversés (Herrero et al. 2013; Caroppo et al. 2013; Lewis et al. 2013; Parmegiani et al. 

2014). Cependant, le lien existe entre résultats obtenus en AMP, potentiel de fertilité 

masculine et degré d’intégrité de l’ADN spermatique (Garrido et al. 2013). 

 

 

*Marqueurs associés à l’apoptose 

Figure 15 : Voies apoptotiques hypothétiques dans le sperme de patients infertiles  

(d’après Marchetti and Marchetti, 2017)  
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 II - La fragmentation de l’ADN spermatique 

L’intégrité du génome paternel est un paramètre important pour obtenir une grossesse avec la 

naissance d’un enfant en bonne santé, aussi bien de conception naturelle que par des 

techniques d’AMP. La mesure de la fragmentation de l’ADN est plus fiable que la 

concentration et la mobilité des spermatozoïdes, car elle présente un moindre degré de 

variation biologique comparé aux paramètres spermatiques (Evenson et al. 1991; A. Zini et al. 

2001). 

1 - Organisation de la chromatine spermatique  

Au cours de l’étape de la spermiogenèse, la chromatine spermatique subit plusieurs étapes de 

compaction et de protamination, pour aboutir à une structure condensée, qui rend les 

spermatozoïdes résistant aux dommages de l’ADN. 

Au sein d’une cellule somatique, la chromatine est organisée en structure nucléosomale. La 

molécule d’ADN s’enroule sur 146 paires de bases autour d’un octamère d’histone. Un 

octamère est formé de deux copies de chaque histone H2A, H2B, H3 et H4. La cinquième 

histone est l’histone de liaison H1 (Figure 16). 

 

Figure 16 : Le nucléosome  

 

Lors des premières étapes de la spermiogenèse, une perte de la structure nucléosomale se 

réalise en remplaçant les histones par des protéines de transition. Au cours de la 

différenciation des spermatides, les protéines de transition représentent 90% des protéines 

basiques de la chromatine entre l’étape d’enlèvement des histones et l’étape d’incorporation 

des protamines (Figure 17). 
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L’ADN spermatique est plus sensible au stress oxydatif (SO) dans les cas où la compaction et 

la protamination de la chromatine au cours de la spermiogenèse sont incomplètes. Ainsi, des 

cassures de l’ADN résultant de l’action de substances réactives de l’oxygène (ROS) ont été 

observées dans les spermatozoïdes (Kemal et al. 2000). A l’intérieur du noyau spermatique, le 

génome haploïde est empaqueté en une structure très compacte contenant les protamines et 

quelques histones persistantes, restant ainsi sous une forme transcriptionnellement inactive 

jusqu’à la fécondation. 

 

Figure 17 : Les différentes étapes du remodelage de la chromatine lors de la 

spermiogenèse  

 

2 - Origines de la fragmentation de l’ADN spermatique  

L’origine exacte de la fragmentation de l’ADN des spermatozoïdes n’est pas encore bien 

établie, elle serait multifactorielle (Zini et al. 2009). Les altérations de l’ADN spermatique 

pourraient avoir lieu lors de la spermatogenèse et/ou lors de leur transport dans le testicule. 

L’association de différents mécanismes a été proposée, telles que l’altération de la 

compaction de la chromatine lors de la spermiogenèse, la production de ROS, l’action de 

caspases et endonucléases endogènes, la radiothérapie et chimiothérapie, l’action de toxiques 

issues de l’environnement (Sakkas and Alvarez 2010). 
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2-1 L’apoptose 

Le facteur Fas est une protéine de surface cellulaire impliquée dans le phénomène de mort 

cellulaire programmée (Lee et al. 1997). Il s’agit d’une protéine transmembranaire 

appartenant à la famille du récepteur du TNF (Tumor Necrosis Factor), qui peut induire le 

signal de mort cellulaire par sa liaison avec des anticorps anti-Fas ou par le ligand de Fas 

(Fas-L) (Griffith et al. 1995) (Figure 18). 

 

Figure 18 : Le rôle de la protéine Fas au cours de la spermatogenèse chez les hommes 

ayant des paramètres spermatiques (a) normaux et (b) anormaux (oligozoospermique, 

asthénozoospermique et tératozoospermique) (d’après Sakkas et al. 1999). 

 

2-2 Production de ROS  

Des antioxydants sont naturellement présents dans le liquide séminal, donnant une protection 

aux gamètes contre les ROS. Lorsque ceux-ci dépassent le système de défense naturelle des 

antioxydants, les ROS contribuent à la dégradation des lipides, des protéines et de l’ADN. Or, 

la membrane plasmique des spermatozoïdes est très riche en acides gras poly-insaturés, et est 
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sensible aux dommages causés par la peroxydation des lipides, qui peuvent entraîner une 

destruction des acides gras, d’où une altération des propriétés membranaires du 

spermatozoïde (Sanocka and Kurpisz 2004). Normalement, au cours de la spermiogenèse, la 

chromatine spermatique subit plusieurs étapes de compaction, et de protamination, pour 

aboutir à une structure condensée, qui rend les spermatozoïdes résistants aux dommages de 

l’ADN. L’ADN spermatique est plus sensible au SO dans les cas où la compaction et la 

protamination de la chromatine au cours de la spermiogenèse sont incomplètes. Ainsi, des 

cassures de l’ADN résultantes de l’action de ROS ont été observées dans les spermatozoïdes 

(Kemal Duru et al. 2000).  

Il existe des sources endogènes et exogènes des ROS. Parmi les causes endogènes, il y a dans 

le sperme deux principales sources que sont les leucocytes et les spermatozoïdes immatures. 

Les leucocytes sont la source prédominante de ROS. Il s’agit en majorité de polynucléaires, et 

de macrophages, en provenance de la prostate et des vésicules séminales. Un stimulus de 

nature inflammatoire peut leur faire relarguer jusqu’à 100 fois plus de ROS qu’habituellement 

(Agarwal et al. 2003). Pendant la spermatogenèse, les spermatides endommagées, voient leurs 

évolutions stoppées : elles conservent alors un excès de cytoplasme autour de leur pièce 

intermédiaire, appelé cytoplasme résiduel. Celui-ci peut activer le système de la NADPH, 

aboutissant à la production de ROS (Rengan et al. 2012). Une varicocèle de haut grade est 

associée à de hauts taux de ROS au niveau du plasma séminal, qui est fortement corrélé à une 

diminution de l’intégrité de l’ADN spermatique (Smith et al. 2006). Les hommes infertiles 

présentant une varicocèle, ont des concentrations de ROS plus élevées et d’antioxydants 

diminuées dans leur sperme par rapport à des hommes fertiles (Abd-Elmoaty et al. 2010). Il 

existe aussi des sources exogènes de ROS. En effet plusieurs toxiques peuvent augmenter la 

production de ROS au niveau testiculaire : les hydrocarbures, les métaux lourds tels que le 

cadmium, le chrome, le plomb, le manganèse et le mercure, les xénobiotiques tels que les 

insecticides, les pesticides et les phtalates, qui sont tous sources de SO (Aitken, et al. 2006). 

Les radiations électromagnétiques, dont des études ont mis en évidence un impact significatif 

des radiations des téléphones mobiles sur la qualité du sperme, et une augmentation des ROS 

dans le sperme (Agarwal et al. 2008). Le tabac, dont la consommation augmente de 48% la 

concentration en leucocytes du plasma séminal, et de 107% le taux de ROS (Saleh et al. 

2002). La consommation excessive d’alcool augmente la production de ROS via la présence 

de l’éthanol, alors que des carences en antioxydants sont mises en évidence chez les 

personnes alcooliques (Koch et al. 2004). Le stress, dont des études ont montré un lien entre 

une période d’exposition au stress psychologique et une diminution de la qualité spermatique, 
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par l’intermédiaire de l’augmentation de la production de ROS dans le plasma séminal, et une 

diminution des antioxydants (Eskiocak et al. 2006). L’obésité, par l’intermédiaire du tissu 

adipeux qui libère des cytokines pro-inflammatoires, augmente la production de ROS des 

leucocytes (Singer and Granger 2007). La qualité globale du sperme est influencée par 

l’équilibre entre la production de ROS et l’apport d’antioxydants (Figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Balance entre oxydants et antioxydants, et ses conséquences sur la qualité 

spermatique  

2-3 L’altération de la compaction de la chromatine  

Toute altération dans le mécanisme de remodelage de la chromatine peut causer une altération 

de sa compaction. Les altérations de la compaction de la chromatine pendant la 

spermiogenèse peuvent provoquer une fragmentation de l’ADN dans les spermatozoïdes 

éjaculés. Dans le noyau des spermatozoïdes, environ 85% des histones sont remplacés par les 

protamines lors de la spermiogenèse (Barone et al. 1994). Les protamines sont des petites 

protéines nucléaires participant à la compaction de l’ADN, en remplaçant les protéines de 

transitions, qui avaient elles-mêmes remplacées les histones des spermatozoïdes, au cours de 

la spermiogenèse (Figure 17). La protamine P1 est synthétisée comme une protéine alors que 

la protamine P2 est issue de la protéolyse d’un précurseur (Oliva et al. 2006). Un ratio 

déséquilibré des protamines P1 et P2 peut provoquer une diminution de la quantité de 

protamines liées à l’ADN, rendant la chromatine spermatique plus sensible aux phénomènes 
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de cassures (Muratori et al. 2000). Des études ont montrés qu’une élévation anormale du ratio 

P1/P2 chez des hommes infertiles était due à une diminution de l’expression de P2 (Carrell 

and Liu 2001; Aoki et al. 2005; Castillo et al. 2011), voir une absence totale de P2 dans 

certains cas (Carrell and Liu 2001). 

3 - Techniques d’évaluation de la fragmentation de l’ADN 

spermatique 

La fragmentation de l’ADN spermatique comme indicateur de bonne qualité spermatique est 

récemment devenue source d’intérêt, et beaucoup de méthodes ont été développées pour 

mesurer l’intégrité de l’ADN spermatique (Ménézo et al. 2007). La qualité de la chromatine 

des spermatozoïdes peut être évaluée par plusieurs techniques. 

- La technique TUNEL (TdT-mediated-dUTP nick-end labeling) 

Parmi les techniques classiquement utilisées pour la détection de l’apoptose, l’étude de 

l’intégrité de l’ADN spermatique avec la technique TUNEL est une des plus courantes. Elle 

permet de quantifier l’incorporation de dUTP (DéoxyUridine TriPhosphate) au niveau des 

groupements 3’OH accessibles suite aux cassures de l’ADN, et cela en présence de TdT 

(Terminal désoxynucléotidyl Transférase). Le dUTP est couplé à un fluorochrome dont la 

fluorescence est détectable in situ. La quantification peut ainsi être réalisée par cytométrie de 

flux ou au microscope à fluorescence.  

La technique TUNEL est développée dans le chapitre « VII - La technique TUNEL » (p77). 

- La technique COMET 

Les spermatozoïdes sont lysés en milieu alcalin et une électrophorèse est réalisée, l’ADN est 

alors révélé par un colorant fluorescent spécifique.   

- Le SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) 

 

C’est une technique développée en cytométrie de flux, qui utilise une coloration à l’acridine 

orange (AO). L’AO est un agent intercalant, qui met en œuvre la propriété de dénaturation de 

l’ADN en condition acide, ou thermique complémentaire. La fluorescence verte (AO associé 

à de l’ADN bicaténaire) et rouge (AO associé à l’ADN simple brin ou dénaturé) sont 

mesurées pour chaque spermatozoïde, qui permet le calcul de l’index de fragmentation de 
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l’ADN (DFI, DNA fragmentation index) et l’hétérogénéité de la population de 

spermatozoïdes analysée.  

D’une certaine façon, TUNEL, SCSA et COMET sont des techniques complémentaires. 

TUNEL et COMET peuvent mesurer les cassures simples et doubles brins de l’ADN, et le 

SCSA peut détecter les anomalies de compaction de la chromatine (Evenson et al. 2002; 

Perreault et al. 2003).  

D’autres méthodes, plus subjectives, existent : 

- Le SCD test (Sperm Chromatin Dispersion), étudie la dispersion des boucles d’ADN après 

dénaturation acide et extraction des nucléoprotéines par le DTT (DiThioThreitol) associé au 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). 

- L’Acridine Orange Test, le test au bleu d’aniline, le test chromomycine A3.  

4 - Conséquences et risques en AMP 

La fragmentation de l’ADN spermatique pourrait influencer de façon négative la capacité 

fécondante des spermatozoïdes in vitro (Sergerie et al. 2005).  

Chez des hommes ayant une fragmentation d’ADN spermatique mesurée par TUNEL 

supérieure à 25%, le taux de fécondation après ICSI est inférieur à 20% (Lopes et al. 1998). 

Une étude de Benchaib et al. a mis en évidence, chez 104 couples prise en charge en AMP 

avec ICSI qu’une fragmentation de l’ADN spermatique supérieure à 10% amenait à une 

diminution significative du taux de grossesse (Benchaib et al. 2003). Fernandez Gonzalez et 

al. ont mené une étude sur les conséquences à long terme concernant le développement et le 

comportement de souris nées après ICSI avec un spermatozoïde à ADN fragmenté. Ils mettent 

en évidence l’apparition d’effets tardifs tels qu’une croissance anormale, un vieillissement 

prématuré, un comportement anormal, le développement de tumeurs mésenchymateuses. En 

fonctio du taux de fragmentation de l’ADN spermatique, les ovocytes pourraient partiellement 

réparer l’ADN fragmenté et se développer jusqu’à un stade blastocyste capable de s’implanter 

et de donner une naissance vivante. Cependant une réparation incomplète peut mener à des 

pathologies s’exprimant tardivement dans la vie (Fernández-Gonzalez et al. 2008).  

Un spermatozoïde à l’ADN fragmenté peut féconder un ovocyte mature, et un développement 

embryonnaire est possible tant que les dommages de l’ADN spermatique ne dépassent pas la 

capacité de réparation de l’ovocyte. Il apparaît donc prudent de ne pas réaliser une 
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fécondation avec un spermatozoïde à l’ADN fragmenté lors d’une ICSI (Delbes et al. 2013; 

Sakkas 2013).      

Dans le but de diminuer le taux de fragmentation de l’ADN spermatique, plusieurs méthodes 

sont proposées. Par exemple, la mise en place d’un traitement anti-oxydant pendant plusieurs 

mois avant la réalisation d’une ICSI (Greco et al. 2005). Cependant les avis sont controversés 

quant aux effets de ces traitements antioxydants, certaines études ont mis en évidence une 

inefficacité voire des effets délétères de ceux-ci (Menezo et al. 2014). Plus récemment, de 

nouvelles techniques de sélection des spermatozoïdes ont été développées, et sont abordées 

dans la partie « Techniques de sélection des spermatozoïdes en AMP » (p.57). 

III - Marqueurs des altérations membranaires 

1 - Externalisation membranaire de phosphatidylsérine  

Au cours du phénomène d’apoptose, la membrane du spermatozoïde subit une modification 

de son asymétrie accompagnée de l’externalisation d’un phospholipide particulier : la 

phosphatidylsérine (PS). La translocation de la PS de la membrane interne vers la membrane 

externe est à l’origine de l’envoi d’un signal destiné aux macrophages à proximité de la 

cellule dans le but qu’ils la phagocytent. La PS possède une forte affinité pour l’annexine V, 

une protéine de 35 kDa. L’annexine V ne peut pas traverser la membrane plasmique et sa 

fixation à la PS au niveau membranaire signe une altération de cette dernière et correspond à 

une étape précoce de l’apoptose. Par ailleurs, lorsque la cellule est à un stade de nécrose 

cellulaire, la membrane plasmique devient perméable et laisse entrer l’annexine V. Cette 

liaison spécifique PS – annexine V permet la détection et la quantification des cellules 

apoptotiques (Van Engeland et al. 1998). Cependant, ces mêmes modifications de la 

membrane plasmique peuvent être observées dans d’autres situations différentes de 

l’apoptose : par exemple, le phénomène de capacitation des spermatozoïdes s’accompagne 

d’une expression de la PS sur la membrane externe de la membrane plasmique (Martin et al. 

2005; Baumber and Meyers 2006). Cette situation peut remettre en cause l’utilisation de la PS 

pour détecter l’apoptose cellulaire.  
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2 - Perte de l’intégrité membranaire  

La perte de l’intégrité membranaire peut être mise en évidence à l’aide de colorants vitaux, tel 

que l’iodure de propidium (IP). Le double marquage par annexine V couplée à un 

fluorochrome d’une part et d’autre part l’IP, qui ne pénètre qu’à un stade tardif de l’apoptose 

ou lors de la nécrose, est une technique intéressante pour détecter la perméabilité 

membranaire. Elle permet de faire la distinction entre les spermatozoïdes vivants (annexine 

V- / IP-), les spermatozoïdes nécrosés (annexine V- / IP+), les spermatozoïdes en phase 

précoce d’apoptose (annexine V+ / IP-) et les spermatozoïdes en phase tardive d’apoptose ou 

nécrosés (annexine V+ / IP+) (Glander and Schaller 1999). De nombreux autres 

fluorochromes ont été utilisés pour déterminer la viabilité des spermatozoïdes par cytométrie 

en flux (Gillan et al. 2005), mais sont d’utilité limitée puisqu’ils ne permettent pas d’évaluer 

le pouvoir fécondant. Aussi, une technique récente a été développée afin d’exclure les 

spermatozoïdes ayant une altération membranaire : la technique de tri magnétique, basée sur 

l’utilisation de microbilles magnétiques recouvertes d’annexine V. Cette technique sera 

développée dans le chapitre « 7 - Magnetic activated cell sorting (MACS) » (p65). 

IV - Altération du potentiel de membrane mitochondriale 

Les mitochondries jouent un rôle majeur dans l’apoptose cellulaire. Ces organites participent 

à l’activation de réactions cataboliques, il est observé une chute du potentiel de membrane 

mitochondriale précédant l’apoptose nucléaire. Cette chute est associée à une production de 

ROS accrue qui contribuent à l’apoptose cellulaire. Des méthodes de mesure à l’aide de 

fluorochromes lipophiles cationiques ont été développées en cytométrie en flux pour mesurer 

la chute du potentiel de membrane mitochondriale dans le sperme éjaculé (Marchetti et al. 

2004). 

V - Activation des caspases 

Les caspases sont une famille de protéases à cystéine qui jouent un rôle majeur dans les 

phases d’initiation et d’exécution du processus d’apoptose (Said et al. 2004). La présence de 

plusieurs caspases actives (caspases 1, 3, 8 et 9) a été mise en évidence dans les 

spermatozoïdes de patients infertiles par l’intermédiaire de dosage enzymatique (Marchetti et 
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al. 2004). Cependant, leur activation n’est pas totalement spécifique de l’apoptose car elles 

sont aussi impliquées dans d’autres voies de signalisation tels que la réponse inflammatoire, 

la différenciation et la prolifération cellulaire (Lamkanfi et al. 2007). 

Les marqueurs apoptotiques sont une piste intéressante. La possibilité d’exclure des 

spermatozoïdes apoptotiques représente un avantage majeur en AMP.  
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Techniques de sélection des 

spermatozoïdes en AMP  
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Depuis l’apparition de la technique d’ICSI introduite par Palermo en 1992, la prise en charge 

des infertilités masculines a été révolutionnée (Palermo et al. 1992). Certains patients 

abusivement qualifiés de stériles pour une origine génétique pouvaient alors concevoir. La 

question du risque encouru par les enfants nés des techniques d’AMP d’hommes porteurs 

d’une translocation chromosomique s’est alors posée. Les seules solutions existantes à l’heure 

actuelle pour éviter les fausses couches à répétitions, ou les naissances avec malformation et 

déséquilibre chromosomique, concernant cette population d’hommes, reposent sur le DPN ou 

la prise en charge en DPI. Mais ces techniques sont longues de réalisation, et le statut 

chromosomique du spermatozoïde à l’origine de la fécondation est inconnu. Alors que l’ICSI 

se base sur la sélection d’un spermatozoïde à partir de critère de morphologie typique et de 

mobilité, l’idée de pouvoir sélectionner un spermatozoïde avec un génome normal ou 

équilibré est de plus en plus explorée.  

Dans une première partie, nous rappellerons les techniques classiques de séparation des 

spermatozoïdes en vue d’une ICSI, puis nous aborderons les méthodes plus récentes de 

sélection de spermatozoïdes.  

I - Techniques classiques de séparation des spermatozoïdes 

en vue d’ICSI 

Parmi les techniques classiques de préparation des spermatozoïdes en AMP, les plus usuelles 

sont le gradient de densité (GD) et la migration ascendante ou Swim-Up (SU). Ces méthodes 

permettent de sélectionner les spermatozoïdes en fonction de leur mobilité et de leur 

morphologie (Le Lannou and Blanchard 1988).  Elles visent à reproduire les étapes de 

sélection des spermatozoïdes qui ont lieu lors de leur remontée dans le tractus génital féminin, 

avec, pour conséquence, l’élimination du plasma séminal qui contient des agents 

décapacitants pour le remplacer par un milieu favorisant la capacitation des spermatozoïdes. 

Elles permettent aussi une élimination des débris cellulaires, des spermatozoïdes morts ou 

immobiles et favorisent l’élimination d’agents infectieux. 
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1 - Gradient de densité (GD) 

Le principe du GD (ou DGC, Density Gradient Centrifugation) repose sur la sélection de 

spermatozoïdes en fonction de leur densité, qui dépend de la tête du spermatozoïde contenant 

le noyau ainsi que de sa forme générale. Elle est réalisable grâce à l’utilisation d’une solution 

mère colloïdale de particules de silice recouvertes de siliane. Le sperme pur est délicatement 

déposé sur un gradient à deux phases, l’une à 90% et l’autre à 45%. Après centrifugation, la 

phase supérieure est retirée et seul le culot est conservé (Figure 20). 

2 - Migration ascendante ou Swim-Up (SU) 

Les spermatozoïdes sont séparés du plasma séminal et des agents décapacitants par un simple 

lavage (mélange à un milieu de lavage, étape de centrifugation simple et récupération du 

surnageant). Le principe du SU repose sur la sélection active des spermatozoïdes mobiles à 

partir du culot au-dessus duquel est ajoutée une phase de milieu de culture. Les 

spermatozoïdes les plus mobiles vont migrer vers la surface alors que ceux qui seront morts, 

immobiles et peu mobiles resteront au niveau du culot. Le SU est réalisé dans une étuve à 

37°C sous 5% de CO2, pendant 45 min. Après migration, la surface est aspirée à l’aide d’une 

pipette afin de recueillir les spermatozoïdes les plus mobiles (Figure 21).  
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Figure 20 : Schéma de réalisation d’un gradient de densité (GD) 

 (d'après Beydola et al. 2012)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Schéma de réalisation d’une migration ascendante ou Swim-Up (SU) 

(d'après Beydola et al. 2012) 
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II - Nouvelles techniques de sélection des spermatozoïdes 

Même si les techniques classiques sont efficaces pour sélectionner des spermatozoïdes 

mobiles et morphologiquement typiques, elles ne prennent pas en compte d’autres paramètres 

spermatiques important tels que les altérations apoptotiques, l’intégrité de l’ADN spermatique 

et l’ultrastructure du spermatozoïde (Ghaleno et al. 2014). Ainsi, plusieurs nouvelles 

méthodes de sélection des spermatozoïdes ont été développées : certaines se basent sur la 

morphologie, l’empaquetage de l’ADN, la vitalité, l’aptitude à se lier à l’acide hyaluronique, 

la mobilité, la présence de charges ou de marqueurs apoptotiques sur la membrane plasmique. 

1 - Potentiel Zeta 

Cette méthode se base sur le fait que la charge électrique à travers la membrane plasmique 

d’un spermatozoïde mature est de -16mV à -20mV (Henkel 2012). Lors de la maturation 

épididymaire, la membrane plasmique du spermatozoïde acquiert des glycoprotéines de 

revêtement Gp20/CD52 à l’origine de cette charge négative. La séparation des 

spermatozoïdes matures peut alors s’effectuer par leur adhésion à une surface chargée 

positivement dans un milieu sans albumine (Said and Land 2011). La suspension de 

spermatozoïdes est déposée dans un tube chargé positivement. Les spermatozoïdes matures 

chargés négativement (A) adhéreront contre la paroi du tube alors que les spermatozoïdes 

immatures (B) n’adhèreront pas et seront éliminés (Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Principe de la technique de sélection des spermatozoïdes par Zeta-potentiel 

(d’après Said and Land 2011) 
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2 - MSOME  

Le MSOME, ou Motile Sperm Organelle Morphology Examination, correspond à une analyse 

morphologique des spermatozoïdes à un fort grossissement (x6 600). Il permet d’analyser  

l’acrosome,  la région post-acrosomale,  la pièce intermédiaire,  les mitochondries et le noyau 

(Bartoov et al. 2002). La présence de vacuoles au niveau du noyau, ainsi que leur taille sont 

évaluées. Un spermatozoïde contenant plus de 50% de vacuoles est associé à un ADN 

spermatique fragmenté et peut être utilisé comme critère de qualité du spermatozoïde 

(Oliveira et al. 2010). La technique du MSOME est souvent associée à l’ICSI et revêt alors le 

terme d’IMSI (Intracytoplasmic Morphologically Selected sperm Injection). 

Une classification morphologique des spermatozoïdes en fonction des différentes anomalies 

qu’ils présentent (nombre de vacuoles, surface vacuolaire par rapport à la surface de la tête) a 

été proposée (Tableau 1 et Figure 23). 

 

 

Tableau 1 : Classification des spermatozoïdes observés en MSOME(d’après Saïdi et al. 2008) 

Type 0 Spermatozoïde sans vacuole 

Type I Spermatozoïde avec une seule vacuole couvrant ≤4% de la surface de la tête 

Type II Spermatozoïde avec une seule vacuole couvrant 4-16% de la surface de la tête 

ou au moins deux vacuoles couvrant 0-16% de la surface de la tête 

Type III Spermatozoïde avec une ou plusieurs vacuole(s) occupant plus de 16% de la 

surface de la tête 
 

 

 

  

 Figure 23 : Différents types de spermatozoïdes observés en MSOME. (A) Type 0, I et 

III (B) Type II (d’après Saïdi et al. 2008) 
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3 - Liaison à l’acide hyaluronique 

Cette technique se base sur la capacité des spermatozoïdes matures à se fixer à l’acide 

hyaluronique contenu dans le cumulus oophorus pour le traverser et féconder l’ovocyte par la 

suite. Seul un spermatozoïde mature, c'est-à-dire ayant achevé le remodelage de sa membrane 

plasmique et sa maturation nucléaire, peut se fixer à l’acide hyaluronique (Cayli et al. 2003; 

Huszar et al. 2003). Deux systèmes de sélection par l’acide hyaluronique sont 

commercialisés : HA-binding et PICSI (Picked Spermatozoa for ICSI). La méthode de l’HA-

binding consiste à venir déposer les spermatozoïdes dans un milieu hypervisqueux contenant 

l’acide hyaluronique : les spermatozoïdes matures sont identifiables à leur mouvement ralenti 

(Figure 24 (A)). La méthode PICSI consiste en l’usage d’une boîte de culture contenant des 

points recouverts d’un hydrogel d’acide hyaluronique, sur lesquels la tête des spermatozoïdes 

matures vient s’immobiliser par liaison à ce dernier, tout en conservant la mobilité de leur 

flagelle (Figure 24 (B)). 

 

  

         

(A) Méthode de l’HA-binding, (B) Méthode PICSI 

 

Figure 24 : Sélection de spermatozoïdes par liaison à l’acide hyaluronique  

(d’après Jakab et al. 2005) 
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4 - La biréfringence des spermatozoïdes 

Cette technique se base sur la propriété de biréfringence qui reflète une texture compacte et 

organisée du spermatozoïde en microscopie polarisée. Elle permettrait de sélectionner des 

spermatozoïdes de structure en apparence normale (Gianaroli et al. 2010; Petersen et al. 

2011). Les spermatozoïdes ayant un acrosome intact peuvent être distingués de ceux ayant 

déjà accompli leur réaction acrosomique en fonction du type de réfringence observée 

(biréfringence totale versus biréfringence partielle respectivement). Une étude de Petersen et 

al. a montré un taux de fragmentation d’ADN spermatique significativement plus élevé dans 

les spermatozoïdes ayant une biréfringence totale par rapport à ceux ayant une biréfringence 

partielle (Petersen et al. 2011). Ainsi, la technique de sélection par biréfringence permettrait 

de sélectionner des spermatozoïdes à l’ADN peu fragmenté et ayant débuté leur réaction 

acrosomique (Figure 25). 

 

 

                 

(A) La biréfringence au niveau post-acrosomal indique que la réaction acrosomale a déjà eu lieu (B) la 

biréfringence au niveau de la tête, de l’acrosome et du noyau permet d’identifier un spermatozoïde n’ayant pas 

réalisé de réaction acrosomale. 

 

Figure 25 : Technique de sélection par biréfringence (d’après Gianaroli et al. 2010) 

 

5 - Technologie microfluidique 

La technologie microfluidique permet de sélectionner des spermatozoïdes sur des critères de 

mobilité et de morphologie. Il s’agit d’un dispositif à deux chambres séparées par une 

membrane en matière plastique poreuse, le sperme brut est injecté dans une chambre et seuls 

les spermatozoïdes les plus mobiles peuvent passer l’obstacle (Asghar et al. 2014). 
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6 - L’Hypo-Osmotic Swelling Test (HOS-test) 

Cette technique se base sur la propriété de semi-perméabilité de la membrane intacte du 

spermatozoïde qui induit un gonflement de ce dernier et une courbure du flagelle dans des 

conditions hypo-osmotiques. Selon l’aspect de la courbure de son flagelle, le spermatozoïde 

peut être classé en 7 grades de (a) à (g) (Figure 26). L’intégrité de l’ADN spermatique se 

reflèterait à travers l’intégrité de la membrane du spermatozoïde (Aitken et al. 1998). Bassiri 

et al. ont montré qu’il existait une association entre un faible taux de fragmentation d’ADN 

spermatique et certains profils HOS, notamment le grade d.  

 

             

(a) : aucun changement, (b à g) : différents types de changement du flagelle, la zone 

grisée correspond au gonflement flagellaire. 

Figure 26 : Représentation schématique des changements morphologiques typiques 

des spermatozoïdes induits par un stress hypo-osmotique (après HOS-test) (d’après 

World Health Organization, 2010) 

 

7 - Magnetic activated cell sorting (MACS) 

Cette technique se base sur la détection d’un marqueur apoptotique au niveau de la membrane 

plasmique du spermatozoïde. Lors de l’apoptose, la phosphatidylsérine (PS) est un 

phospholipide externalisé au niveau de la membrane cellulaire de façon précoce. Ce dernier a 

une très forte affinité pour l’annexine V, une protéine qui est conjuguée à des microbilles 

magnétiques pour cette méthode. Le mélange de sperme mis en incubation avec les 

microbilles magnétiques conjuguées à l’annexine V, est déposé sur une colonne contenant des 
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billes magnétiques, le tout soumis à un champ magnétique externe (aimant). Le passage à 

travers la colonne aimantée permet de séparer le prélèvement en deux populations : une 

population de spermatozoïdes annexine V- (spermatozoïdes sans externalisation de la PS, 

correspondant à la fraction recueillie) et une population annexine V+ (spermatozoïdes ayant 

externalisé la PS, correspondant à la fraction retenue dans la colonne aimantée). 

Son principe est illustré à la Figure 28 (p73). 
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Objectifs de l’étude 
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Des études récentes montrent que les gamètes chromosomiquement déséquilibrés ont un taux 

d’ADN fragmenté significativement plus élevé que les gamètes chromosomiquement 

normaux ou équilibrés. Plusieurs théories sont avancées pour expliquer la présence de 

spermatozoïdes vivants et fécondants avec un ADN fragmenté et chromosomiquement 

déséquilibré dans l’éjaculat de ces patients. Nous avons émis l’hypothèse qu’une apoptose 

abortive au niveau testiculaire, c’est-à-dire un processus apoptotique qui n’aurait pas été mené 

à terme, pourrait expliquer la présence de ces spermatozoïdes. 

 

Dans cette étude, nous appliquerons la technique MACS afin de séparer les spermatozoïdes de 

patients porteurs d’une anomalie chromosomique de structure en deux populations distinctes 

annexine V- (spermatozoïdes non apoptotiques) et annexine V+ (spermatozoïdes 

apoptotiques).  

Nous étudierons la fragmentation de l’ADN spermatique par la technique TUNEL et la 

ségrégation méiotique par FISH. Ces évaluations seront réalisées sur l’éjaculat total et sur 

chaque population de spermatozoïdes issus du tri par MACS, chez un même patient. Ces 

analyses nous permettront de voir s’il existe des variations de la fréquence des 

spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés et/ou fragmentés.  

Ce projet nous permettra aussi d’avoir une première idée quant à son potentiel de sélection 

concernant des spermatozoïdes de meilleure qualité. Cela pourrait contribuer à développer 

une nouvelle stratégie de prise en charge des couples dont l’homme est porteur d’une 

anomalie chromosomique de structure afin d’augmenter les chances de grossesse et de donner 

naissance à un enfant en bonne santé. Il s’agit d’une étude innovante car, à notre 

connaissance, aucune étude n’a comparé les taux de spermatozoïdes chromosomiquement 

déséquilibrés des deux populations annexine V- et V+ à ceux observés dans l’éjaculat total 

dans ce type d’infertilité masculine chromosomique.  
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Patients et méthodes 
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I - Patients 

Quatre hommes porteurs d’une anomalie chromosomique de structure ont été inclus dans cette 

étude. L’analyse chromosomique par caryotype a été réalisée à partir de culture de 

lymphocytes issus d’un prélèvement de sang périphérique. Nous avions un porteur d’une 

translocation robertsonienne et trois porteurs d’une translocation réciproque équilibrée 

(Tableau 2). Nous avons travaillé sur des paillettes de sperme cryocongelées qui ont été 

obtenues avec la participation de différents centres nationaux (CHU de Clermont Ferrand et 

de Toulouse). Les patients avaient reçu une information claire et avaient donné leur 

consentement écrit au sujet d’une utilisation des paillettes de sperme cryocongelées dans le 

cadre de la recherche. 

 

Tableau 2 : Caryotype de quatre hommes porteurs d’une translocation robertsonienne ou 

réciproque équilibrée 

Patient Caryotype 

P1 45,XY,rob(13;14)(q10;q10) 

P2 46,XY,t(4;12)(q31;q23) 

P3 46,XY,t(9;12)(q31;p12) 

P4 46,XY,t(1;15)(p22.2;q21.1) 

 

II - Déroulement de l’étude 

Après décongélation d’une paillette de sperme cryocongelé, trois analyses ont été réalisées : 

une analyse de la ségrégation méiotique par technique de FISH, une évaluation de la 

fragmentation d’ADN spermatique par technique TUNEL et une mesure de l’apoptose par 

annexine-FITC (Fluorescein IsoThioCyanate). Une nouvelle mesure de la fragmentation 

d’ADN spermatique est réalisée après la mise en incubation du reste de sperme avec les 

microbilles magnétiques et le BB (Binding Buffer), ceci afin d’évaluer l’impact du BB sur ce 

paramètre. Suite à la technique de séparation des spermatozoïdes par MACS, cet ensemble de 

trois analyses a été renouvelé sur la fraction d’annexine V-, et sur la fraction d’annexine V+. 

De plus la concentration en spermatozoïde a été estimée après chaque étape de l’étude (Figure 

27). 
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Figure 27 : Diagramme de flux de l’étude  

 

III - Préparation des échantillons de sperme 

Les échantillons de sperme cryocongelés ont été décongelés pendant 30 min à température 

ambiante et ont subi une étape de lavage simple dans 1 ml de BB 1X (Binding buffer, 

Miltenyi Biotec SAS, Paris) afin d’éliminer le cryoprotecteur. Après centrifugation, le 

surnageant a été éliminé et le culot remis en suspension dans du BB 1X. Des frottis ont été 

réalisés pour la réalisation d’une FISH, d’une technique TUNEL et d’une analyse de 

l’apoptose par annexine-FITC+. Le reste du prélèvement a été utilisé pour la séparation par 

technique MACS.  
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IV - Concentration totale en spermatozoïdes 

Afin d’évaluer le nombre de spermatozoïdes obtenu dans les différentes fractions séparées 

avant et après tri, nous avons mesuré la concentration totale en spermatozoïdes (10
6
) à chaque 

étape de l’étude : après la décongélation des paillettes cryocongelées, après l’incubation avec 

les microbilles magnétiques et le BB, dans la fraction d’annexine V- et dans la fraction 

d’annexine V+. Ces mesures ont été réalisées en accord avec les recommandations de l’OMS 

(World Health Organization 2010), par dilution au 1/10
ème

 (20 µl de sperme dilué dans 180 µl 

d’eau distillée), dans une cellule de Malassez.  

V - Séparation par la technique MACS 

Après réalisation des frottis, le culot de spermatozoïdes restant est remis en suspension et a 

été incubé avec 100 µL de microbilles d’annexine V, complété jusqu’à obtention d’un volume 

final de 500 µL par du BB 1X, puis un temps d’incubation à température ambiante de 15 min 

a été respecté. La suspension de microbilles et de spermatozoïdes a été déposée au sommet de 

la colonne de séparation contenant des microbilles ferromagnétiques, le tout placé dans un 

champ magnétique externe (MiniMACS, Miltenyi Biotec, SAS Paris). Les spermatozoïdes 

sans externalisation de la PS (non apoptotiques) sont passés à travers la colonne et 

constituaient la fraction annexine V négative (annexine V-). La colonne a ensuite été lavée 

avec 500 µl de BB 1X. Les spermatozoïdes avec externalisation de la PS (apoptotiques) 

retenus dans la colonne de séparation ont été élués avec du BB 1X après que celle-ci ait été 

retirée du champ magnétique externe, les spermatozoïdes ainsi recueillis constituaient la 

fraction annexine V positive (annexine V+). La technique MACS est schématisée à la Figure 

28. 
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Figure 28 : Schéma explicatif de la technique MACS 
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VI - Technique FISH sur sperme 

Nous avons effectué une FISH avec un mélange de sondes spécifiques pour chaque patient 

permettant de détecter tous les variants de la ségrégation méiotique (Tableau 3). Ces sondes 

correspondaient à des BACs, sélectionnés avec l’aide du site UCSC Genome Browser 

(https://genome.ucsc.edu/), et des sondes commerciales prêtes à l’emploi. Afin d’obtenir un 

signal satisfaisant lors de la lecture au microscope, un « pool de BACs » marqué par un même 

fluorochrome a été réalisé. Il s’agissait d’un ensemble de 5 à 6 BACs contigus de façon à 

atteindre une longueur moyenne de 500 000 pb. Les étapes de mise en culture, extraction, 

marquage et précipitation des BACs ont toutes été réalisées au laboratoire et sont détaillées ci-

dessous. 

 

Tableau 3 : Mélange des sondes utilisées pour effectuer la FISH sur les spermatozoïdes de 

quatre hommes porteurs d’une translocation robertsonienne ou réciproque équilibrée 

Patient Mélanges des sondes utilisées pour l’analyse par FISH 

P1 BACs en 13q33.3 (Green), BACs en 14q32.33 (Orange), CEP18 (Aqua) 

P2 BACs en 4q22.1 (Aqua), BACs en 4q34.1 (Green), CEP12 (Orange) 

P3 BACs en 12p13.33 (Aqua), BACs en 9q34 (Green), CEP12 (Orange) 

P4 BACs en 1q24.1-24.2 (Aqua), BACs en 15q26.3 (Green), BACs en 1p36.33 

(Orange) 

1 - Méthode de préparation des BACs  

 Mise en culture des BACs  

Les BACs sont stockés au laboratoire au sein d’une BACthèque, à -80°C dans du glycérol. 

Après sélection des BACs d’intérêts, 1 ml de ceux-ci sont décongelés et mélangés à 25 ml 

d’une solution de LB / Chloramphénicol (1,6 ml de Chloramphénicol avec 800 ml de milieu 

LB (Luria Bertani). Le tout est placé une nuit à agitation à 37°C. Après une centrifugation (25 

min, 3000 g à 4°C), le surnageant est éliminé et le culot conservé à -20°C jusqu’à l’étape 

d’extraction. 

 

 

https://genome.ucsc.edu/
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 Extraction des BACs  

Le culot est mis en suspension dans 800 µl de GTE 1X (Glucose Tris EDTA) / lysozyme et 

incubé 15 min dans de la glace. Sont rajoutés 1,6 ml de SDS/NaoH, incubation 5 min dans la 

glace, puis 1,2 ml d’acétate de potassium 3M, incubation 15 min dans la glace. Une 

centrifugation est effectuée (25 min, 3000 g à 4°C), et le surnageant est filtré et mélangé à    

1,8 ml d’isopropanol, incubation 15 min dans la glace. Après élimination du surnageant, 500 

µl de TE 1X (Tris-HCl-EDTA) et 500 µl de chlorure de lithium sont ajoutés, incubation 15 

min dans la glace, suivi d’une centrifugation (25 min, 3000 g à 4°C). Le surnageant est 

éliminé, 300 µl de TE 1X (et 7 µl de RNases A (10mg/ml) sont ajoutés, incubation au bain 

marie à 37°C pendant 1 heure. Sont ajoutés 8 µl de protéinase K (10 mg/ml) et mis en 

incubation une nuit à 37°C. Le lendemain, 400 µl de phénol-chloroforme sont ajoutés, suivi 

d’une centrifugation (10 min, 11000g, à température ambiante), permettant l’obtention de 

deux phases distinctes. Au niveau de la phase supérieure, 250 µl sont prélevés, auxquels sont 

rajoutés 100 µl d’acétate d’ammonium 7,5M et 600 µl d’éthanol absolu, incubation 1 heure à 

-20°C. Après une centrifugation (15 min, 11000g, à température ambiante), le surnageant est 

éliminé, 500 µl d’éthanol à 70° sont ajoutés, puis une centrifugation est de nouveau effectuée 

(10 min, 11000g, à température ambiante). Le surnageant est éliminé, puis en fonction de la 

taille du culot obtenu, 50 à 100 µl de TE 1X sont ajoutés. Une quantification des échantillons 

est réalisée par spectrophotomètre. 

 

 Marquage des BACs  

Les BACs sélectionnés ainsi que les réactifs du kit Vysis (Rungis, France) sont décongelés à 

température ambiante. En fonction du nombre de BACs, un mélange est réalisé (Tableau 4). 

L’ensemble de la manipulation doit être réalisé à l’abri de la lumière.  

Lorsque le mix est préparé et bien homogénéisé, 10,2 µl du mélange sont répartis dans des 

microtubes et 0,7 µl de fluorochrome sont ajoutés dans chacun d’eux, ainsi que 1 µl d’ADN 

de BAC. Après homogénéisation, les microtubes sont mis en incubation une nuit au bain-

marie à 15°C. Le lendemain, la réaction enzymatique est stoppée en incubant les microtubes 

au bain-marie 10 min à 72°C. Ils sont conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 
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 Précipitation des BACs  

Cette étape correspond à la préparation des BACs afin de réaliser la technique FISH. 

Un microtube par pool de BACs doit être préparé. Le mélange est préparé en fonction du 

nombre de BACs et du nombre de frottis à analyser. Afin d’éviter les hybridations non 

spécifiques, le réactif Cot-1 est utilisé. La précipitation des BACs est réalisée par l’acétate et 

l’éthanol. Après homogénéisation, le mélange est placé 15 min à -20°C, puis une 

centrifugation est réalisée (30 min, 17000g, à 4°C). Le surnageant est éliminé, 10 µl de 

tampon Locus Specific Identifier sont ajoutés et après homogénéisation, les pools de BACs 

ainsi préparés, sont conservés à -20°C. 

 

 

Tableau 4 : Composition des mélanges correspondant aux étapes de marquage et de 

précipitation des BACs.  

Etapes Mélange 

Marquage des 

BACs 

4,43 μl d’H2O + 0,42 μl dTTP 0,3 mM + 0,84 μl dATP 0,3 mM + 

0,84 μl dCTP 0,3 mM + 0,84 μl dGTP 0,3 mM +  

1,2 μl de tampon 10X + 1,80 μl d’enzyme 

Précipitation des 

BACs 

4 μl d’H2O + 5 μl de BAC marqué + 1 μl Cot-1 DNA +                  

1 μl d’acétate Na3M + 25 μl d’éthanol 100° 

2 - Réalisation de la technique FISH  

Une fois secs, les frottis ont subi une étape de fixation dans une solution de Carnoy pendant 

une nuit. Avant l’hybridation, les noyaux spermatiques ont été décondensés dans une solution 

de NaOH 1N à température ambiante puis lavés dans un bain de SSC 2X (Saline Sodium 

Citrate) pendant 5 à 10 min à température ambiante. Ils ont été immergés dans un bain 

contenant une solution de SSC 2X/0,4%NP40 pendant 30 min à 37°C et ont été passés dans 

une série de bain d’éthanol de concentration croissante (70, 90 et 100%) pendant 3 min 

chacun à température ambiante et séchés à l’air libre sous hotte. La dénaturation a été 

effectuée simultanément sur les spermatozoïdes et les sondes pendant une durée de 1 min à 

70°C. Les frottis ont été incubés durant la nuit dans une chambre d’incubation humidifiée à 

l’abri de la lumière à 37°C. Ils ont été lavés pendant 30 secondes dans une solution de SSC 

0,4X/0,3%NP40 à 72°C et 15 secondes dans une solution de SSC 2X/0,1%NP40 à 

température ambiante. Finalement, du 4’,6-diamidino-2-phenyl-indole (DAPI) a été ajouté sur 
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chaque frottis et une lamelle de verre est déposée. Les frottis ainsi préparés ont été conservés 

au réfrigérateur à +4°C jusqu’à la lecture. L’analyse s’effectue sur microscope à 

épifluorescence dans l’obscurité (Zeiss AxioPlan Microscope (Zeiss, Le Pecq, France)). Le 

contenu chromosomique des spermatozoïdes a été déterminé selon la combinaison des 

signaux fluorescents observés. Au moins 2000 spermatozoïdes devaient être analysés par 

frottis. L’acquisition a été réalisée avec une caméra CDD couplée à ISIS (In Situ Imaging 

System) (Metasystems, Altlussheim, Allemagne).  

Les différentes compositions des solutions utilisées pour réaliser une FISH sont disponibles 

dans le Tableau 5. 

 

Tableau 5 : Compositions des différentes solutions utilisées pour réaliser une FISH 

VII - La technique TUNEL 

La fragmentation de l’ADN spermatique a été réalisée après décongélation des paillettes 

cryocongelées, après incubation avec les microbilles magnétiques et le BB et après la 

technique de séparation par MACS dans la fraction d’annexine V- et d’annexine V+.  

Une fois séchés, les frottis ont subi une étape de fixation dans une solution de Carnoy pendant 

une nuit. Ils ont été immergés dans une solution de prétraitement de SSC 2X/0,4% NP40 

pendant 30 min à 37°C, puis ils sont immédiatement placés dans une série de bains d’éthanol 

de concentration croissante pendant 3 min chacun (70%/90%/100%).  

Nous avons utilisé le kit ApopTag (Millipore, Saint Quentin en Yvelines, France) afin de 

réaliser la technique TUNEL selon les recommandations du fournisseur. Les compositions des 

différentes solutions utilisées sont disponibles dans le Tableau 6.  

Brièvement, une solution de Buffer Equilibration est déposée sur les frottis ainsi qu’une 

lamelle souple pendant 30 secondes à température ambiante. Puis la lamelle souple est retirée 

et un mélange de Buffer Reaction avec de l’enzyme TdT (solution 1) est ajouté, et une 

nouvelle lamelle souple est déposée, le tout est mis à incuber dans une chambre noire humide 

à 37°C pendant 1 heure. La lamelle est retirée et les frottis sont incubés pendant 10 min dans 

Solutions Compositions 

Carnoy 20 ml acide acétique + 60 ml méthanol 

SSC 2X/0,4%NP40 10 ml SSC20X + 90 ml H2O distillée + 400 µl NP40 

SSC 2X/0,1%NP40 10 ml SSC20X + 90 ml H2O distillée + 100 µl NP40 

SSC 0,4X/0,3%NP40 10 ml SSC4X + 90 ml H2O distillée + 300 µl NP40 
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une solution de Stop Wash Buffer (solution 2). Les frottis sont ensuite lavés dans deux bains 

successifs de PBS 1X pendant 1 min 30 chacun à température ambiante et laissés égouttés. 

Une dernière solution anticorps anti-DIG conjuguée à la rhodamine est déposée (solution 3), 

recouverte d’une lamelle souple, et les frottis sont laissés incubés pendant 30 min dans une 

chambre noire d’humidification à 37°C. Une fois la lamelle retirée, les frottis sont à nouveau 

passés successivement dans deux bains de PBS 1X pendant 4 min chacun à température 

ambiante. Une fois séchés à l’air libre, une contre coloration de l’ADN avec du DAPI est 

effectuée, les frottis peuvent alors être conservés à l’obscurité à +4°C jusqu’à la lecture.  

L’analyse s’effectue sur un microscope à épifluorescence dans l’obscurité. Le matériel 

chromosomique normal émet une fluorescence bleue, et une fluorescence de couleur rouge 

signe un ADN spermatique fragmenté. Un total de 500 spermatozoïdes est nécessaire pour 

l’analyse. Seuls les spermatozoïdes avec un flagelle ont été comptabilisés. 

 

Tableau 6 : Compositions des différentes solutions utilisées pour la technique TUNEL 

Solution de 

prétraitement SSC 

2X/0,4% NP40 

90 ml H2O distillée + 10 ml solution SSC 20X + 400 μl NP40 

Solution 1  

(pour 1 frottis) 
31,5 μl tampon de réaction + 13,5 μl enzyme TdT 

Solution 2  

(pour 1 frottis) 
58,2 ml H2O distillée + 1,8 ml Stop Wash Buffer 

Solution 3  

(pour 1 frottis) 

22,5 μl solution de blocage + 20,5 μl solution anticorps anti-

DIG conjugué à la rhodamine 

 

VIII - Analyse de l’apoptose spermatique par l’annexine 

V-FITC 

L’analyse de l’apoptose par l’annexine V-FITC a été réalisée après décongélation des 

paillettes cryocongelées et après séparation par la technique MACS dans la fraction 

d’annexine V- et d’annexine V+. L’échantillon est mis en incubation pendant 15 min à 

l’obscurité avec 10 μl d’annexine V-FITC et complété jusqu’à 100 μl final avec du BB 1X. 

Puis 1 ml de BB 1X est ajouté, et après homogénéisation, l’échantillon est mis à centrifuger 

10 min à 400 g à température ambiante. Le culot est récupéré et repris dans 10 μl de BB 1X. 
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Des frottis sont réalisés à partir de l’échantillon homogénéisé et une fois ceux-ci séchés, une 

contre coloration avec du DAPI est effectuée. Ils peuvent alors être conservés à l’obscurité au 

réfrigérateur à +4°C jusqu’à la lecture.  

L’analyse s’effectue sur un microscope à épifluorescence dans l’obscurité. Les 

spermatozoïdes émettant une fluorescence verte sont comptabilisés comme des 

spermatozoïdes apoptotiques.  Un total de 500 spermatozoïdes sur cinq zones différentes est 

nécessaire pour l’analyse. 

VII - Analyse statistique 

Un test de chi² indépendant a été utilisé pour comparer le nombre de spermatozoïdes ayant un 

contenu chromosomiquement déséquilibrés au nombre de ceux ayant un contenu 

chromosomique normal ou équilibré. Un test de chi² indépendant a aussi été réalisé pour 

évaluer les variations de fréquence des différents modes de ségrégation méiotique chez un 

même patient. Ce même test a été utilisé pour évaluer le nombre de spermatozoïdes avant et 

après la technique de séparation par MACS. 

Les pourcentages de spermatozoïdes avec fragmentation de l’ADN et ceux des 

spermatozoïdes apoptotiques ont été comparés avant et après tri par MACS pour chaque 

patient.  

Les analyses de données ont été réalisées avec l’aide du logiciel en ligne BiostaTGV 

(http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/). Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme 

significative. 

 

 

 

 

 

http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/
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Résultats 
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I - Patients 

Quatre hommes porteurs d’une anomalie chromosomique de structure ont été inclus dans cette 

étude : un patient avec une translocation robertsonienne : 45,XY,rob(13;14)(q10;q10) (P1), et 

trois patients avec une translocation réciproque équilibrée entre deux autosomes : 

46,XY,t(4;12)(q31;q23) (P2), 46,XY,t(9;12)(q31;p12) (P3) et 46,XY,t(1;15)(p22.2;q21.1) 

(P4). 

II - Paramètres spermatiques de base 

Les paramètres spermatiques de base sur sperme frais avant la cryocongélation sont présentés 

dans le Tableau 7. Les concentrations totales de sperme vont de 124,8 millions (P1) à      

374,4 millions de spermatozoïdes (P2). Les mobilités progressives s’échelonnent de 28% (P1) 

à 52% (P3). 

 

Tableau 7 : Paramètres spermatiques de base pour chaque patient sur sperme frais. 

Patient Volume 

 

(ml) 

Concentration 

totale  

(10
6
) 

Mobilité 

progressive 

(%) 

Mobilité 

totale  

(%) 

Vitalité  

 

(%) 

Morphologie 

(critères stricts) 

(%) 

P1 3,2 124,8 28 48 - - 

P2 3,2 374,4 34 41 - - 

P3 5,3 265,0 52 55 - - 

P4 2,8 302,4 35 40 51 31 

 

III - Évolution de la concentration en spermatozoïdes à 

chaque étape de l’étude 

Les données concernant la concentration totale des spermatozoïdes à chaque étape de l’étude 

sont présentées dans le Tableau 8 et illustrées à la Figure 29.  

Après décongélation des paillettes de sperme, la concentration totale en spermatozoïdes allait 

de 6,55 millions (P1) à 12,9 millions (P4). Le nombre de spermatozoïdes était 

significativement diminué après l’incubation avec les microbilles magnétiques et le BB. De 



83 

 

même, le nombre de spermatozoïdes était significativement diminué dans la fraction 

d’annexine V- et d’annexine V+ après l’incubation avec les microbilles magnétiques et le BB. 

 

Tableau 8 : Concentration totale en spermatozoïdes (10
6
) dans l’échantillon de sperme 

décongelé, après l’incubation avec les microbilles magnétiques et le BB, et dans les fractions 

d’annexine V- et d’annexine V+ 

 

Patient 

Sperme 

décongelé 

Après incubation avec 

les microbilles 

magnétiques et le BB * 

Fraction 

d'annexine 

V-** 

Fraction 

d'annexine V+ 

** 

P1 6,55 5,55 1,16 2,73 

P2 12,00 11,30 6,68 3,43 

P3 9,81 9,10 1,16 3,99 

P4 12,90 12,20 5,26 1,98 

Moyenne 10,32 9,54 3,57 3,03 

 

 

 

*Diminution statistiquement significative comparée à l’échantillon de sperme décongelé 

**Diminution statistiquement significative comparée à l’échantillon après lavage simple 

 

Figure 29 : Concentration totale en spermatozoïdes (10
6
) dans l’échantillon de sperme 

décongelé, après l’incubation avec les microbilles magnétiques et le BB, et dans les 

fractions d’annexine V- et d’annexine V+ 
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IV - Analyse de la ségrégation méiotique par FISH 

Un exemple de capture de FISH au microscope à épifluorescence est disponible à la Figure 

30. Les résultats des mesures par FISH sont illustrés aux Figures 31 et 32 et les données dans 

le Tableau 9.  Entre 2016 (P4) et 2864 (P2) spermatozoïdes ont été analysés.  

 

 

Figure 30 : Capture au microscope à épifluorescence de la FISH sur spermatozoïdes de 

l’éjaculat total du patient P2 (46,XY,t(4;12)(q31;q23)), avec un pool de BACs en 

4q22.1 (Aqua) et en 4q34.1 (Green), et une sonde commerciale CEP12 (Orange) 

 

Concernant les spermatozoïdes normaux ou équilibrés, qui correspondaient au mode de 

ségrégation alterne : pour tous les patients (de P1 à P4), les taux de spermatozoïdes après 

décongélation étaient de 79,99%, 44,27%, 48,36% et 37,75% respectivement. Après MACS, 

il y avait une augmentation significative des spermatozoïdes normaux ou équilibrés dans la 

fraction annexine V- pour P1, P2, P3 et P4 : avec respectivement 88,03%, 62,77%, 66,16% et 

54,76% de spermatozoïdes normaux ou équilibrés (p < 0,01 pour les 4 patients). Nous 

observons, à l’inverse, une diminution significative dans la fraction d’annexine V+ pour P1, 

P2 et P4 : avec respectivement 75%, 31,63%, et 27,63% de spermatozoïdes normaux ou 

équilibrés (p < 0,01 pour les 3 patients). Pour tous les patients, nous avons observé une 

différence significative entre les deux fractions annexine V- et V+ (p < 0,05), avec une 

majorité de spermatozoïdes normaux ou équilibrés dans la première, et de spermatozoïdes 

déséquilibrés dans la seconde (Figure 31). 
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Figure 31 : Taux de spermatozoïdes déséquilibrés et normaux ou équilibrés dans l’échantillon de sperme décongelé, la fraction 

d’annexine V- et la fraction d’annexine V+. 
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Concernant la population de spermatozoïdes déséquilibrés, les données obtenues par FISH 

sont illustrées à la Figure 32 et détaillées dans le Tableau 9. Pour le patient avec la 

translocation robertsonienne (P1), le mode de ségrégation majoritaire donnant des 

spermatozoïdes déséquilibrés était l’adjacent (18,82%) puis 3:0 (0,47%). À propos des 

patients avec une translocation réciproque équilibrée, pour P2 et P4 respectivement, le mode 

de ségrégation majoritaire donnant des spermatozoïdes déséquilibrés était l’adjacent I 

(36,43% et 32,49%) suivi de l’adjacent II (8,64% et 16,12%), puis de 3:1 (7,5% et 12,75%) et 

4:0 (0,91% et 0,79%). Pour P3, le mode 3:1 (50,83%) était le mode de ségrégation 

préférentiel, suivi par l’adjacent II (0,18%), l’adjacent I (0,15%) et 4:0 (0,07%). Après 

MACS, les proportions de spermatozoïdes déséquilibrés issus de chacun de ces différents 

modes de ségrégation diminuaient significativement dans la fraction annexine V-, et 

augmentaient dans la fraction annexine V+, excepté pour P3, pour qui, nous observions une 

diminution significative du mode de ségrégation 3:1 uniquement (ceci s’expliquant par le 

faible taux des autres modes de ségrégation méiotique (< 0,4%)).  

  



87 

 

 

 

 

 

 

* : Différence statistiquement significative par rapport à l’échantillon de sperme décongelé 

* : Différence statistiquement significative entre les deux fractions d’annexine V- et V+ 

 

Figure 32 : Variation des pourcentages des différents modes de ségrégation méiotique 

de la population de spermatozoïdes déséquilibrés dans l’échantillon de sperme après 

décongélation et dans les fractions d’annexine V- et V+ 
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Tableau 9 : Données des ségrégations méiotiques par FISH  

 

*Différence significative lors de la comparaison après décongélation versus fraction 

d’annexine V- ou fraction d’annexine V+ (p < 0,05) 

**Différence significative en comparant les deux fractions d’annexine V- et V+ entre elles (p 

< 0,05) 

NS : Non Significatif (p ≥ 0,05) 

 

Patient
Modes de ségrégation 

méiotique

Après 

décongélation

Fraction 

d'annexine 

V-

Fraction 

d'annexine 

V+

Différence entre 

fraction 

d'annexine V- et 

V+

Alterne (%) 79,99 88,03* 75* **

Adjacent (%) 18,82 11,14* 21,77* **

 3 : 0 (%) 0,47 0,43 1,87* **

Diploidie (%) 0,47 0,2 1,1* **

Autres (%) 0,24 0,2 0,26 NS

2534 2531 2728

Alterne (%) 44,27 62,77* 31,63* **

Adjacent I (%) 36,43 27,58* 51,99* **

Adjacent II (%) 8,64 4,77* 7,19 **

3 : 1 (%) 7,5 3,66* 6,81 **

Diploidie ou 4 : 0 (%) 0,91 0,59 2,16* **

Autres (%) 2,25 0,63* 0,21* **

2627 2705 2864

Alterne (%) 48,36 66,16* 50,77 **

Adjacent I (%) 0,15 0,04 0,16 NS

Adjacent II (%) 0,18 0,19 0,2 NS

3 : 1 (%) 50,83 33,38* 48,64 **

Diploidie ou 4 : 0 (%) 0,07 0,19 0,24 NS

Autres (%) 0,41 0,04* 0* NS

2707 2651 2531 NS

Alterne (%) 37,75 54,76* 27,63* **

Adjacent I (%) 32,49 30,13 36,21 **

Adjacent II (%) 16,12 10,06* 22,15* **

3 : 1 (%) 12,75 4,76* 12,64 **

Diploidie ou 4 : 0 (%) 0,79 0,19 * 1,08 **

Autres (%) 0,1 0,1 0,29 NS

2016 2078 2041

P4

Nombre de spermatozoïdes analysés

P1

Nombre de spermatozoïdes analysés

P2

Nombre de spermatozoïdes analysés

P3

Nombre de spermatozoïdes analysés
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V - Analyse de la fragmentation de l’ADN spermatique 

par TUNEL 

Un exemple de capture des spermatozoïdes au microscope à épifluorescence est présenté à la 

Figure 33. Les données concernant le taux de fragmentation d’ADN spermatique à chaque 

étape de l’étude sont présentées dans le Tableau 10 et illustrées à la Figure 34.  

Après décongélation des paillettes de sperme, la fragmentation d’ADN spermatique allait de 

15% (P1) à 20,6% (P4). Les taux de fragmentation de l’ADN étaient significativement 

augmentés après l’incubation avec les microbilles magnétiques et le BB (p = 0,03). Ils étaient 

significativement diminués de l’échantillon après l’incubation avec les microbilles 

magnétiques et le BB, comparé à la fraction d’annexine V- (p = 0,04). Aucune différence 

significative n’a été retrouvée en comparant les taux de fragmentation de l’ADN spermatique 

de l’échantillon après l’incubation avec les microbilles et le BB (p = 0,8). 

 

 

Tableau 10 : Taux de fragmentation de l’ADN spermatique (TUNEL%) dans l’échantillon de 

sperme décongelé, après incubation avec les microbilles magnétiques et le BB, dans la 

fraction d’annexine V- et d’annexine V+ 

Patient 

Sperme 

décongelé 

(%) 

Après incubation avec 

les microbilles 

magnétiques et le BB 

(%) * 

Fraction 

d'annexine V- 

(%) ** 

Fraction 

d'annexine V+ 

(%) *** 

P1 15 23 9,2 28 

P2 16,2 23,4 16,2 36,2 

P3 18,4 37 18,6 25,4 

P4 20,6 23,8 20 23,4 

Moyenne 17,5 26,8 16 28,2 

 

* La fragmentation de l'ADN augmente significativement après incubation avec le BB et les 

microbilles magnétiques du sperme décongelé (p < 0,05) 

** La fragmentation de l'ADN diminue significativement de l’incubation avec le BB et les 

microbilles magnétiques lavage simple, à la fraction d'annexine V- (p < 0,05) 

*** Aucune différence significative de la fragmentation de l'ADN entre l'échantillon après 

incubation avec le BB et les microbilles magnétiques, à celui de la fraction d'annexine V+   

(p = 0,8). 
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Figure 33 : Capture au microscope à épifluorescence de spermatozoïdes après la 

technique TUNEL 

 

 

* La fragmentation de l'ADN augmente significativement après lavage simple du sperme 

décongelé (p < 0,05) 

** La fragmentation de l'ADN diminue significativement du lavage simple à la fraction 

d'annexine V- (p < 0,05) 

*** Aucune différence significative de la fragmentation de l'ADN entre l'échantillon après 

lavage simple à celui de la fraction d'annexine V+ (p = 0,8) 

 

Figure 34 : Évolution du taux de fragmentation de l’ADN spermatique (TUNEL%) 

aux différentes étapes de l’étude chez les 4 patients. 
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VI - Évaluation de l’apoptose avec la liaison annexine V-

FITC 

Un exemple de capture de spermatozoïdes au microscope à épifluorescence est présenté à la 

Figure 35. Les données concernant le taux de spermatozoïdes apoptotiques avant et après la 

technique de séparation MACS sont disponibles dans le Tableau 11 et sont illustrées à la 

Figure 36. 

En comparaison du pourcentage de spermatozoïdes apoptotiques évalué dans les échantillons 

de sperme après décongélation (57,4%-38%-72,8%-67,2%), celui-ci diminue 

significativement dans la fraction d’annexine V- (19,6%-14,2%-36%-35,4%) et augmente 

significativement dans la fraction d’annexine V+ (84,2%-85,6%-88%-83,4%), de P1 à P4 

respectivement.  

 

 

Tableau 11 : Pourcentage de spermatozoïdes annexine V-FITC+ dans le sperme après 

décongélation et les fractions d’annexine V- et V+ 

 

Patient Sperme après 

décongélation (%) 

Fraction d'annexine 

V- (%) * 

Fraction d'annexine 

V+ (%) * 

P1 57,4 19,6 84,2 

P2 38,0 14,2 85,6 

P3 72,8 36,0 88,0 

P4 67,2 35,4 83,4 

Moyenne 58,9 26,3 85,3 

 

*Diminution statistiquement significative de la fraction d’annexine V- ou d’annexine V+ par 

rapport à l’échantillon de sperme après décongélation  
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Figure 35 : Capture au microscope à épifluorescence de spermatozoïdes après 

marquage avec de l’annexine V-FITC 

 

 

 

*Diminution statistiquement significative de la fraction d’annexine V- ou d’annexine V+ par 

rapport à l’échantillon de sperme après décongélation  

 

Figure 36 : Population de spermatozoïde apoptotiques (annexine V-FITC+) dans les 

échantillons de sperme après décongélation, et dans les fractions d’annexine V- et 

d’annexine V+ chez les 4 patients 
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I - Techniques de sélection des spermatozoïdes : le lien 

entre apoptose et contenu chromosomique 

Plusieurs techniques de sélection des spermatozoïdes ont montré leur efficacité à réduire 

significativement la présence d’altérations apoptotiques dans les spermatozoïdes (MSOME, 

liaison à l’acide hyaluronique, Zech-selector, MACS) (Zahedi et al. 2013; Parmegiani et al. 

2014). Depuis 2005, 9 études utilisant ces différentes techniques ont tenté de sélectionner les 

spermatozoïdes en fonction de leur équipement chromosomique chez des hommes 46,XY 

infertiles (Tableau 12). Parmi ces études, certains auteurs concluaient à une diminution 

significative des fréquences d’aneuploïdies dans les spermatozoïdes sélectionnés (Jakab et al. 

2005; Garolla et al. 2008; Perdrix et al. 2011; Mongkolchaipak et al. 2013; Seiringer et al. 

2013; Vendrell et al. 2014; Esbert et al. 2017). D’autres auteurs n’observaient au contraire 

aucune différence significative (Levron et al. 2001; Boitrelle et al. 2011). 

À notre connaissance, seules 5 études ont été publiées en rapport avec la sélection de 

spermatozoïdes chromosomiquement équilibrés chez des patients porteurs de translocations 

(Tableau 13). Deux études ont évalué le potentiel de la technique MSOME pour sélectionner 

des spermatozoïdes normaux ou équilibrés (Cassuto et al 2011; Chulli et al.2013). Le taux de 

spermatozoïdes déséquilibrés dans l’éjaculat total après MSOME avait été évalué chez 9 

patients porteurs de translocations (6 hommes avec une translocation réciproque équilibrée et 

3 hommes avec une translocation robertsonienne) (Cassuto et al. 2011), et 6 hommes 

présentant une translocation réciproque équilibrée (Chelli et al. 2013). Ces deux études ont 

conclus que le MSOME ne permettait pas de sélectionner les spermatozoïdes normaux ou 

équilibrés chez des hommes présentant une anomalie chromosomique constitutionnelle.  

Cependant, Vozdova et al. ont évalué les effets des techniques de SU et de liaison à l’acide 

hyaluronique (HA-binding) sur la sélection de spermatozoïdes déséquilibrés chez 9 porteurs 

de translocation réciproque équilibrée. Ils retrouvaient une diminution significative des 

spermatozoïdes déséquilibrés après ces méthodes (Vozdova et al. 2012). En 2014, une étude a 

rapporté une diminution de 63,6% à 52,3% de spermatozoïdes déséquilibrés après un 

traitement du sperme par simple GD chez un porteur d’une translocation réciproque 

équilibrée, avec la naissance par insémination intra-utérine d’un enfant présentant la 

translocation paternelle (Rouen et al. 2014). Une autre étude plus récente a évalué le potentiel 

de sélection de spermatozoïdes normaux ou équilibrés par un HOS-test chez 15 hommes 

porteurs de translocation (10 hommes porteurs d’une translocation réciproque équilibrée et 5 



95 

 

hommes porteurs d’une translocation robertsonienne). Ils montraient une diminution de 96% 

de la proportion de spermatozoïdes déséquilibrés par cette méthode (Rouen et al. 2017). 

À notre connaissance, notre étude est la première en son genre à évaluer le taux de 

spermatozoïdes normaux ou équilibrés et celui des spermatozoïdes déséquilibrés après 

utilisation de la technique MACS, dans les deux fractions annexine V- et V+ chez des patients 

porteurs d’une anomalie chromosomique de structure.  
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Tableau 12 : FISH sur spermatozoïdes sélectionnés chez des hommes 46,XY infertiles 

 

Publication 
Patients 

Nombre   Sperme 
Sélection 

FISH 

Chromosomes 

FISH 

Nombre spermatozoïdes analysés 

FISH 

Résultat 

FRAGMENTATION (TUNEL) 

 

Jakab 

2005 

32               O ou N AH X-Y-17 

 

Ejaculat : 4770 

 

Après sélection : 495 à 2079 

Disomie : 0,79% ; Diploïdie : 0,51% 

 

Disomie : 0,21% (S) ; Diploïdie : 0,09% (S) 

Non fait 

Garolla 

2008 

10                   O MSOME X-Y-18 

 

Ejaculat : 1000 

 

MSOME Morphologie spz normale : 

10 

MSOME Morphologie avec 

au moins une large vacuole : 10 

14,50% 

 

0% (S) 

5,1% (S) 

 

58% (analyse de 400 spz) 

 

9,3% (S) 

40,1% (S) 

Perdrix 

2011 

20                   T MSOME X-Y-18 

 

Ejaculat : 1000 

 

MSOME spz avec une large vacuole 

>13% de la surface de la tête :  

25 à 50 

Disomie : 0,84%   Diploïdie : 0,47% 

 

Disomie : 5,16% (S) Diploïdie : 2,63% (S) 

Frag complète 8,6%   partielle 11,5% 

(analyse 500 spz) 

Frag complète 1,7% (S)    partielle 14,5% 

(NS) 

Boitrelle 

2011 

15                   D 

46,XY 

MSOME X-Y-18 

 

MSOME « top spz » : 30 

 

MSOME spermatozoïde avec 

vacuole >25% de la surface de la 

tête : 30 

Disomie : 1,1% 

 

Disomie 2,2% (NS) 

30,1% (analyse 500 spz après GD) 

0,7% (S par rapport 3,1%) 

(NS par rapport à 1,3%) 

1,3% (NS par rapport 0,7%) 

(NS par rapport à 3,1%) 

Levron 

2013 

8                  OAT 

46,XY 

MSOME 

Bord 

Goutte 

ICSI 

X-Y-18 Ejaculat : 648 

 

MSOME « top spz » : 165 

Bord goutte ICSI : 174 

Disomie : 7,62% 

 

Disomie : 8,75% (NS) 

Disomie : 4,25% (S) 

Non fait 

Mongkolchaipak 

2013 

50                  D 

46,XY 

MSOME 

AH 

X-Y-13-18-21 

 

 

Après GD 90%/40% : 200 

 

AH : 200 

 

MSOME : 30 

Disomie : 7% 

Disomie : 0,8% (S par rapport 7%) (NS par 

rapport à 0,7%) 

 

Disomie : 0,7% (S par rapport 7%) (NS par  

rapport à 0,8%) 

26,8% 

2,6% (S par rapport 26,8%) (NS par rapport 

à 1,7%) 

1,7% (NS par rapport 2,6%) (S par rapport 

à 26,8%) 

  



97 

 

 

 

Tableau 12 (suite) : FISH sur spermatozoïdes sélectionnés chez des hommes 46,XY infertiles 

 

Seiringer 

2013 

53        N ou T ou D ZS X-Y-18 Ejaculat : 250 

Après sélection : 250 

Disomie + nullisomie + diploïdie : 2,3% 

Disomie + nullisomie + diploïdie : 1,2% 

(S) 

13,3% (analyse 500 spz par halosperm 

assay) 

0,1% (S) (analyse 300 spz par halosperm 

assay) 

Vendrel 

2014 

6                    N 

46,XY 

GD 

MACS 

X-Y-18 

 

En moyenne 14 151 +/- 2721 spz 

analysés à chaque étape 

 

Ejaculat : Aneuploïdie : 7,10% +/- 2,92 

Diploïdie : 1,91% +/- 0,75 

 

Après GD 90%/50% : 

Aneuploïdie : 5,13% +/- 2,22  

(S par rapport à 7,10%) 

Diploïdie : 1,79% +/- 1,11 

(S par rapport à 1,91%) 

Après GD 90%/50% + MACS 

Aneuploïdie : 4,22% +/- 2,52  

(S par rapport à 5,13%)                                                            

Diploïdie : 1,19% +/- 0,48 

(S par rapport à 1,91%) 

Après GD 90%/50% :  

75,77% +/- 14,73 

(S par rapport à 2,84%) 

 

 

Après GD 90%/50% + MACS :  

2,84 +/- 3,09 

(S par rapport à 75,77%) 

Esbert 

2017 

16  9N-4A-2OA-1O 

     T non précisé 

46,XY 

MACS X-Y-13-18-21 

 

Après GD 90%/70%/45% + MACS : 

Annexine V- : 1017 

 

Annexine V+ :1020 

 

Diploïdie : 0,5%     Aneuploïdie : 0,59%                                                                                  

(S par rapport à Annexine V+) 

Diploïdie : 0,37%   Aneuploïdie : 0,75%                                                                              

(S par rapport à Annexine V-) 

Non fait 

 

 

N : normozoospermie, O : oligozoospermie, T : tératozoospermie, A : asthénozoospermie, D : anomalies spermatiques diverses, 

Méthodes de sélection, AH : liaison à l’acide hyaluronique, MSOME : motile sperm organelle morphology examination, DG : gradient de densité, Bord goutte ICSI : Bordure 

de goutte ICSI, ZS : Zech-selector, MACS : Magnetic activated cell sorting 

NS : non significatif, S : significatif  

Spz : spermatozoïde 
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Tableau 13 : FISH sur spermatozoïdes sélectionnés chez des hommes porteurs d’une anomalie chromosomique de structure 

 

Publication Patients Sélection FISH 

Nombre de spermatozoïdes             Gamètes équilibrés (%)                      Significativité 

FRAGMENTATION 

Nombre de spermatozoïdes                       Résultat 

Cassuto 

2011 

6 trans rec 

3 trans rob 

 

2 N, 3 OAT, 

1 AT, 3 T 

MSOME Ejaculat trans rec : 250                            37,1% à 52,6%                                           NS 

MSOME trans rec 

       Classe 1 : 30 à 50                              23,4% à 59,6%                                           NS 

       Classe 2 : 30 à 50                              35,5% à 64,0%                                           NS 

       Classe 3 : 30 à 50                              38,3% à 51,7%                                           NS 

Ejaculat trans rob : 250                            70,0% à 88,6% 

MSOME trans rob 

       Classe 1 : 30 à 50                             80,4% à 84,9%                                            NS 

       Classe 2 : 30 à 50                             82,6% à 87,3%                                            NS 

       Classe 3 : 30 à 50                             73,7% à 82,4%                                            NS 

 

Vozdova 

2012 

9 trans rec 

3 trans rob 

 

9 N, 1 OA, 2 

T 

SU  

AH 

Ejaculat trans rec : 1000                                44,6% 

SU : 1000                                                       45,5%                                                   NS 

AH : 1000                                                      49,1%                      S(par rapport à l’éjaculat) 

 

Ejaculat trans rob : 3000                               82,5%                                                    NS 

SU : 3000                                                      83,5%                                                    NS 

Etude de « l’effet interchromosomique » 7 / 8 / 13 / 18 / 21 / X / Y 

10 000 spermatozoïdes analysés 

Diminution significative après SU par rapport à l’éjaculat 

Disomie 18, disomie XY et diploïdie 

          Sperm Chromatin Structure Assay 

 

Ejaculat : 5000           11,90% 

SU : 5000                     3,10%    S(par rapport à l’éjaculat) 

AH : non étudié 

Chelli 

2013 

6 trans rec 

 

1 N, 8 D 

MSOME 

Sélection ICSI 

Ejaculat : 1000                                             57,2% 

MSOME : 82                                               53,7%                                                     NS 

Selection « ICSI » : 126                              56,3%                                                     NS 

Etude de « l’effet interchromosomique » X / Y / 18 

Ejaculat : 936                                        disomie 1,9%                                                NS 

MSOME : 90                                        disomie 1,0%                                                NS 

Sélection « ICSI » : 113                       disomie 3,4% 
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Tableau 13 (suite) : FISH sur spermatozoïdes sélectionnés chez des hommes porteurs d’une anomalie chromosomique de structure 

 

Rouen  

2014 

1 trans rec 

 

GD Ejaculat                                                        63,6% 

GD                                                               52,3% 

 

Rouen  

2017 

10 trans rec 

5 trans rob 

 

12 N, 2 OA, 1 

OAT 

HOS-test 

 

Ejaculat : 500                                               23,0% à 84,2%                                                

HOS-test  

      A : 50                                                     24,0% à 78,0%                                         NS 

      B : 20                                                     56,0% à 99,1%                                         NS 

      B+ : 20                                                69,0% à 100,0%            S(par rapport à l’éjaculat) 

      C : 20                                                     24,0% à 90,0%                                         NS 

      D/E : 25                                                 10,0% à 88,0%                                         NS 

      F : 30                                                     23,0% à 82,0%                                         NS 

      G : 70                                                    12,2% à 75,0%                                         NS                                                                                 

  

Caire-

Tetauru 

(en cours) 

3 trans rec 

1 trans rob 

 

3 N, 1 A 

MACS Ejaculat : 2016 à 2707                            37,75% à 79,99% 

MACS :  

      Annexine V- : 2078 à 2705              54,74% à 88,03%             S(par rapport à l’éjaculat)                             

      Annexine V+ : 2041 à 2864             27,63% à 75,00%                                          NS      

                               TUNEL 

Ejaculat : 500                                       15,0% à 20,6% 

 

MACS : Annexine V- : 500                   9,2% à 20,0%    

                                                   S(par rapport à l’éjaculat) 

 

              Annexine V+ : 500                 23,4% à 36,2%    

                                                   S(par rapport à l’éjaculat) 

 

trans rec : translocation réciproque équilibré, trans rob : translocation robertsonienne 

N : normozoospermie, O : oligozoospermie, T : térazoospermie, A : asthénozoospermie, A : asthénozoospermie, D : anomalies spermatiques diverses 

AH : liaison à l’acide hyaluronique, MSOME : motile sperm organelle morphology examination, SU : swim-up, GD : gradient de densité     

HOST-test : hypo-osmotic swelling test, MACS : Magnetic activated cell sorting  

NS : non significatif, S : significatif  
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II - Apports de l’analyse de la ségrégation méiotique 

 

 Spermatozoïdes chromosomiquement normaux ou équilibrés versus 

spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés 

 

Les porteurs d’anomalie chromosomique de structure font partie d’une population particulière 

d’hommes infertiles qui présentent un taux élevé de spermatozoïdes chromosomiquement 

déséquilibrés dans leur éjaculat (Vegetti et al. 2000). Dans les translocations robertsonienne, 

le mode alterne permet la production de spermatozoïdes normaux ou équilibrés. Pour P1, pour 

qui nous trouvions 79,99% de gamètes issus du mode alterne, nos résultats étaient cohérents 

avec ceux de la littérature avec une production de plus de 75% de spermatozoïdes équilibrés 

(Anton et al. 2004; Roux et al. 2005). Dans la littérature, les hommes porteurs d’une 

translocation réciproque produisent entre 18,6% et 80,7% de spermatozoïdes normaux ou 

équilibrés (Morel et al. 2004; Anton et al. 2007; Wiland et al. 2008; Perrin et al. 2009). C’était 

le cas de nos trois patients porteurs d’une translocation réciproque, P2, P3 et P4, avec 

respectivement 44,27%, 48,36% et 37,75% de spermatozoïdes normaux ou équilibrés. 

La technique FISH est fréquemment utilisée pour l’analyse de la ségrégation méiotique des 

spermatozoïdes chez les patients porteurs de translocation (Estop et al. 1997; Van Assche et 

al. 1999; Escudero et al. 2000; Frydman et al. 2001). Cette technique permet d’estimer la 

proportion de spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés pour chaque patient, dans le 

but de leur donner une information au sujet des risques de conception. En effet, les patients 

porteurs de translocation présentent un risque plus élevé d’entraîner des fausses couches 

répétées ou de donner naissance à des enfants présentant des anomalies chromosomiques 

(Stern et al. 1999; Munné et al. 2000). Escudero et al. avaient  reporté qu’à partir de 63% de 

spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés, il n’y avait pas de grossesse dans les 

couples où l’homme était porteur d’une translocation (Escudero et al. 2003). Ces résultats 

étaient basés sur une analyse de diagnostic pré-implantatoire (DPI) chez 11 couples où 

l’homme était porteur d’une translocation, afin de discuter à partir de quand une stratégie de 

don de sperme ou d’adoption pour ces couples devait être proposée. 

Néanmoins, ces résultats ont été récemment contredits par l’étude de 2017 de Haapaniemi 

Kouru et al. Les auteurs ont étudié 10 couples où l’homme était porteur de translocation 
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réciproque, là aussi dans le cadre d’un DPI. Ils concluaient qu’il y avait un faible degré de 

corrélation entre la proportion de spermatozoïdes équilibrés et celle des embryons équilibrés 

issus du DPI (Haapaniemi Kouru et al. 2017). 

Il serait intéressant d’évaluer si après sélection des spermatozoïdes par technique MACS, le 

nombre d’embryons équilibrés puisse augmenter. Il apparaît donc primordial d’éliminer le 

maximum de spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés afin de diminuer les risques 

de fausses couches à répétition ou de naissances d’enfants présentant des anomalies 

chromosomiques chez ces populations d’hommes infertiles. 

À notre connaissance, seules ces deux études ont décrit les effets de la technique MACS sur le 

taux d’aneuploïdie du sperme chez un patient présentant un caryotype normal (Vendrell et al. 

2014; Esbert et al. 2017) (Tableau 12). Elles ont montré que l’utilisation de cette technique 

permettait de diminuer le taux d’aneuploïdie dans la fraction annexine V-. De plus, en 

comparant le taux d’aneuploïdie dans les deux fractions annexine V- et V+, ils ont conclu que 

les spermatozoïdes aneuploïdes étaient retenus préférentiellement dans la colonne MACS 

(Esbert et al. 2017). Nos résultats concernant les patients ayant une anomalie chromosomique 

de structure sont concordants avec les leurs. Nous avons mis en évidence une augmentation 

significative des spermatozoïdes normaux ou équilibrés dans la fraction annexine V- et une 

diminution significative de cette même catégorie de spermatozoïdes dans la fraction annexine 

V+, la différence en comparant ces deux fractions était toujours significative. 

 

 Analyse des modes de ségrégation méiotique des spermatozoïdes 

chromosomiquement déséquilibrés 

 

Nous avions aussi analysé l’impact de la technique MACS sur les différents modes de 

ségrégation méiotique au sein de la population de spermatozoïdes chromosomiquement 

déséquilibrés. Dans la littérature, concernant les hommes porteurs d’une translocation 

robertsonienne, les modes de ségrégation méiotique produisant des spermatozoïdes 

chromosomiquement déséquilibrés avec des disomies et des nullisomies des chromosomes 

concernés par la translocation sont les modes adjacent et 3:0. Chez les hommes porteurs d’une 

translocation réciproque, les spermatozoïdes déséquilibrés sont issus des modes adjacent I, 

adjacent II, 3:1 et 4:0  (Morel et al. 2004). Nos résultats étaient concordants avec ces données. 

À noter que pour P3, le principal mode de ségrégation des spermatozoïdes déséquilibrés était 

le mode 3:1 (50,83%). Ce phénomène a déjà été rapporté dans de précédentes études (Morel 

et al. 2004; Brugnon et al. 2006). Au sujet des différents modes de ségrégation méiotique 
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parmi les spermatozoïdes déséquilibrés, nous trouvions qu’il y avait toujours une différence 

significative entre les deux fractions d’annexine V- et V+, toujours au bénéfice de la fraction 

d’annexine V- avec une diminution significative des spermatozoïdes déséquilibrés. Il n’existe 

donc pas de sélection préférentielle selon le déséquilibre chromosomique. Ces résultats sont 

consistants avec l’idée que cette technique de sélection permet de retenir, dans la colonne 

MACS, les spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés et cela, sans distinction du 

mode de ségrégation dont ils sont issus, pour améliorer la sélection d’un spermatozoïde 

normal ou équilibré en AMP. 

III - Apports de l’analyse des marqueurs apoptotiques 

Plusieurs études comparatives ont mis en évidence une proportion de marqueurs apoptotiques 

significativement plus importante dans la population de spermatozoïdes annexine V+ (Said et 

al. 2006; M.B. Herrero et al. 2012; Gil et al. 2013; Delbes et al. 2013), faisant de la technique 

MACS une méthode recommandée avant ICSI chez les hommes ayant des taux de 

fragmentation d’ADN élevé. 

 

 Liaison annexine V – FITC  

 

Pour évaluer la proportion de spermatozoïdes exprimant une externalisation de la PS, nous 

avions utilisé un marquage par l’annexine V couplée à un fluorochrome vert (annexine V-

FITC). Nous avons ainsi pu évaluer le réel effet de séparation avant et après la technique 

MACS des spermatozoïdes externalisant de la PS de ceux ayant leur membrane spermatique 

intacte. Nous avions mesuré les taux de spermatozoïdes marqués par l’annexineV-FITC dans 

l’échantillon de sperme décongelé, et les fractions d’annexine V- et d’annexine V+. Ces 

spermatozoïdes marqués par la liaison annexineV-FITC correspondaient donc aux 

spermatozoïdes apoptotiques. Nous avons trouvé une moyenne de 58,9% de spermatozoïdes 

apoptotiques dans les échantillons de sperme décongelé, ces taux diminuaient 

significativement à une moyenne de 26,3% dans la fraction d’annexine V-, et augmentaient 

significativement à une moyenne de 85,3% dans la fraction d’annexine V+.  

Paash et al. ont analysé les effets de la séparation par technique MACS chez des donneurs de 

sperme par cytométrie en flux en utilisant l’annexine V conjugué à FITC, et ont conclu à une 

moyenne de 5,2% +/- 1,0% de spermatozoïdes marqués dans la fraction d’annexine V- versus 
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72,2% +/- 2,7% de spermatozoïdes marqués dans la fraction d’annexine V+ (Paasch et al. 

2003). Plus récemment, Vendrell et al. ont étudié la proportion de spermatozoïdes exprimant 

une externalisation de la PS, en utilisant un marquage par l’annexine V couplée à l’iodure de 

propidium (IP). Ils ont montré une augmentation du taux de spermatozoïde non apoptotique 

dans la fraction d’annexine V-. Cette augmentation était significative concernant la population 

de spermatozoïdes à membrane intacte (Vendrell et al. 2014). 

La technique MACS n’élimine pas totalement la population de spermatozoïdes apoptotiques. 

La présence de spermatozoïdes marqués par l’annexine V-FITC dans la fraction d’annexine 

V-, pourrait s’expliquer par une liaison non spécifique, ou une quantité insuffisante de 

microbilles magnétiques pour permettre leur rétention dans la colonne MACS. Cela pourrait 

être lié à un phénomène de dégradation membranaire en cours. En effet, Glander et Schaller 

ont montré que la structure primaire de la membrane spermatique pouvait perturber la 

capacité de l’annexine V à se lier à la PS (Glander and Schaller 2000). 

 

 La fragmentation de l’ADN spermatique  

 

Plusieurs études ont montré que l’utilisation de MACS après un GD diminuait le taux de 

fragmentation de l’ADN et des marqueurs apoptotiques, comparé à l’application d’un GD seul 

(Said et al. 2008 ; Lee et al. 2010 ; Gil et al. 2013 ; Vendrell et al. 2014). 

Dirican et al. montraient d’ailleurs, chez 122 couples, une amélioration du taux de clivage et 

de grossesse par ICSI, après que les spermes aient été traités par MACS, par rapport à un 

groupe contrôle dont le sperme avait été traité uniquement par GD. Il s’agissait d’hommes qui 

avaient des paramètres spermatiques altérés (OAT) (Dirican et al. 2008). Cependant, Romany 

et al. concluaient à une absence de différence significative au sujet du taux de fécondation, 

d’implantation, de grossesse et de naissance vivante, en comparant 237 couples dont le 

sperme avait été traité soit par SU suivi de MACS, soit par SU seul, avant ICSI. Il s’agissait 

de couple pris en charge dans le cadre d’un don d’ovocyte, dont les hommes ayant une 

fragmentation de l’ADN spermatique, ou des marqueurs apoptotiques, étaient exclu (Romany 

et al. 2014). Une méta-analyse de 2013, montrait, chez des couples ayant bénéficié de la 

technique MACS dans le cadre d’une AMP une amélioration du taux de grossesse, avec 

cependant, aucune différence concernant le taux d’implantation et de fausse-couche (Gil et al. 

2013). Ils concluaient que la technique MACS présentait des résultats prometteurs chez les 

couples ayant une infertilité inexpliquée dans le cadre d’IIU (Lee et al. 2009, 2010), ainsi que 
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chez les hommes ayant une fragmentation de l’ADN élevé, pris en charge en ICSI (Polak de 

Fried and Denaday 2010; Thillo et al. 2011).  

Récemment, Sanchez-Martin et al. se sont intéressés à l’application de la technique MACS 

chez 305 couples dont les hommes présentaient une fragmentation de l’ADN ≥30%. Les 

spermes étaient traités soit par GD, soit par la technique MACS suivi d’un GD, avant de 

réaliser une ICSI. Ils ne montraient pas de différence concernant le taux de naissance vivante 

entre ces deux groupes, et retrouvaient cependant, une diminution importante de l’incidence 

des fausses-couches, lorsque le sperme avait été traité par GD suivi de MACS. La baisse du 

taux de fausse-couche après MACS, pourrait s’expliquer par une élimination des 

spermatozoïdes fragmentés, mais partielle, puisque le taux de naissance vivante restait 

inchangé (Sánchez-Martín et al. 2017). 

Concernant les hommes ayant une anomalie chromosomique de structure, plusieurs équipes 

ont mis en évidence un taux de spermatozoïdes avec fragmentation de l’ADN plus élevé chez 

eux (Perrin et al. 2009; García-Peiró et al. 2011; Ferfouri et al. 2012; Olszewska et al. 2013). 

Certains montraient un lien avec l’âge et les paramètres spermatiques (Vozdova et al. 2012), 

alors que d’autres non (Perrin et al. 2009). Plus récemment, Perrin et al. mettaient en évidence 

que les spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés avaient un taux de fragmentation 

de l’ADN significativement plus élevé que les spermatozoïdes chromosomiquement normaux 

ou équilibrés (Perrin et al. 2011, 2013). Ils proposaient alors l’hypothèse d’une apoptose 

abortive pour expliquer l’origine de cette fragmentation d’ADN. En effet, les spermatozoïdes 

au contenu chromosomiquement déséquilibré, qui auraient dû être éliminés au cours de la 

méiose I,  auraient pu échapper à ce processus apoptotique pendant la spermatogenèse tout en 

conservant leurs marqueurs apoptotiques telles que l’externalisation de la PS et la 

fragmentation de l’ADN.  

Dans une précédente étude, Rouen et al. avaient analysé la fragmentation d’ADN spermatique 

et la ségrégation chromosomique de spermatozoïdes chez 6 hommes porteurs d’un 

réarrangement chromosomique (3 translocations réciproques équilibrés, 2 translocations 

robertsonienne et 1 inversion péricentrique). Ces résultats obtenus dans cette étude 

corroboraient ceux de Perrin et al. Ils suggéraient que la modification de l’architecture 

tridimensionnelle du noyau spermatique par la présence d’un contenu chromosomique 

déséquilibré pouvait expliquer une plus forte sensibilité des spermatozoïdes à des facteurs 

exogènes de l’apoptose durant leur transit dans les voies génitales masculines (Rouen et al. 

2013). Pour ces auteurs, la fragmentation de l’ADN dans les spermatozoïdes 
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chromosomiquement déséquilibrés serait donc induite durant le transit dans les voies génitales 

masculines.  

Après l’incubation avec les microbilles magnétiques et le BB de l’échantillon de sperme 

décongelé, nous observions une augmentation significative de la fragmentation de l’ADN 

pour chaque patient. Cette augmentation après incubation peut s’expliquer par l’utilisation de 

la solution de BB comme milieu de lavage. Le BB rend la membrane plasmique perméable. 

Nous avions précédemment évalué ces effets au laboratoire, en comparant des analyses de la 

fragmentation de l’ADN avec ceux de la liaison à l’annexine V-FITC avant et après que les 

spermatozoïdes aient été incubés avec cette solution (données non montrées). Nous trouvions, 

alors, que le taux de fragmentation d’ADN augmentait, alors que celui d’apoptose restait 

totalement inchangé. Ce résultat confirmait donc que le BB n’avait aucun effet sur l’apoptose, 

et n’induisait pas non plus la fragmentation d’ADN. Le BB en perméabilisant la membrane 

plasmique faciliterait l’accès et donc l’intégration des enzymes révélant l’ADN à la lecture de 

la technique TUNEL. Cependant, en comparant les taux de fragmentation d’ADN 

spermatique des échantillons de sperme décongelé à ceux de la fraction d’annexine V-, il n’y 

avait pas de diminution significative de cette dernière. Une diminution significative de la 

fragmentation de l’ADN spermatique dans la fraction d’annexine V-, et une augmentation 

significative dans la fraction annexine V+ étaient observées, par rapport à l’échantillon de 

sperme décongelé après incubation avec les microbilles magnétiques et le BB.  

IV - Effets sur la concentration des spermatozoïdes 

Il est reconnu que la technique MACS peut mener à une perte significative du nombre de 

spermatozoïdes. Cakar et al. ont montré une diminution significative de la concentration et du 

nombre de spermatozoïdes de mobilité progressive après séparation par MACS d’échantillons 

de 10 patients normozoospermiques, et de 10 patients oligozoospermiques (Cakar et al. 2016). 

Concernant la concentration en spermatozoïdes, notre étude confirme cette tendance. La 

fréquence de spermatozoïdes recueillie après la technique MACS dans la fraction d’annexine 

V- variait de 20,9% (P1) à 59,11% (P2), et celle recueillie dans la fraction d’annexine V+ 

variait de 16,22% (P4) à 49,19% (P1). Le nombre total de spermatozoïdes diminuait 

significativement aussi après l’incubation avec les microbilles magnétiques et le BB, qui 

suivait la décongélation des paillettes. En connaissance de cette perte de spermatozoïdes après 

application de la technique MACS, il apparaît plus difficile de l’utiliser dans la réalisation de 
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FIV ou d’IIU, et l’ICSI devrait être plus adaptée, d’autant plus lorsque les paramètres 

spermatiques de base sont perturbés.  

V - Comment optimiser la technique MACS ?  

Plusieurs études ont montré un bénéfice dans le fait d’associer des techniques classiques de 

sélection des spermatozoïdes que sont le GD et/ou le SU à la technique MACS. La plupart 

mettent en évidence une optimisation de la sélection des spermatozoïdes non apoptotiques 

lorsqu’elles sont associées à la technique MACS. Pour exemple, Tavalee et al. montraient une 

diminution de plus de 48,6% du taux de fragmentation d’ADN spermatique dans la fraction 

annexine V- après une préparation associant la technique MACS suivi d’un GD, 

comparativement à la technique MACS, qui lorsqu’elle est appliquée seule diminuait de 

26,9% le taux de fragmentation d’ADN (Tavalaee et al. 2012). 

Dans le but de réaliser toutes les étapes d’analyse de notre étude et de voir les apports 

seulement liés à la technique MACS, nous n’avons pas réalisé de GD ou de SU. Nous avions 

réalisé un simple lavage du sperme après décongélation, une étape qui était nécessaire à 

l’élimination du cryoprotecteur. De nombreuses études comparatives sur la séquence idéale à 

effectuer ont été menées et les avis restent controversés (Tavalaee et al. 2012; Bucar et al. 

2015). Certains réalisent un GD avant MACS (de Vantéry Arrighi et al. 2009; Herrero et al. 

2012), Herrero et al. ont montré une amélioration de la qualité spermatique des 

spermatozoïdes congelés-décongelés dans le cadre d’une ICSI chez un patient ayant un 

cancer, en utilisant un GD avant la technique MACS (Herrero et al. 2013). D’autres auteurs 

recommandent de réaliser un SU supplémentaire après MACS et GD. Bucar et al. trouvaient 

une diminution de 83,3% du taux de fragmentation d’ADN après une association de la 

technique MACS suivi d’un GD puis d’un SU (Bucar et al. 2015). Certains auteurs ne 

montraient aucune différence dans l’ordre de ces séquences (Zahedi et al. 2013), par exemple 

Cakar et al. ont montré qu’il n’y avait aucune différence significative en comparant des 

séquences de SU ou GD avant MACS et de SU et GD seules (Cakar et al. 2016). D’autres 

recommandent de réaliser un GD après MACS (Tavalaee et al. 2012; Berteli et al. 2017). Une 

récente étude de Berteli et al. concluait que les séquences GD suivies de MACS ou MACS 

suivi de GD étaient plus efficaces pour diminuer les taux de fragmentation d’ADN par rapport 

aux techniques seules (MACS ou GD), mais recommandait le protocole MACS + GD car 

celui-ci permettait d’obtenir significativement plus de spermatozoïdes à la mobilité 
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progressive et de morphologie typique (Berteli et al. 2017). Par ailleurs, il a été émis 

l’hypothèse que l’externalisation de la PS pouvait être due à un phénomène physiologique 

correspondant à l’initiation de la capacitation et de la réaction acrosomiale. Certains auteurs 

préconisent donc de réaliser un GD après MACS pour pouvoir séparer les spermatozoïdes 

réellement apoptotiques et non pas les spermatozoïdes annexine V+ induits par la capacitation 

qui a lieu lors de la séparation du liquide séminal des spermatozoïdes au moment du GD 

(Tavalaee et al. 2012; Zahedi et al. 2013). 

VI - Application en AMP : les premières naissances humaines  

La technique MACS est une méthode simple, sans effet délétères ou magnétiques détectables 

sur les spermatozoïdes suite à leur passage dans la colonne de séparation (Grunewald et al. 

2009). Les microbilles magnétiques n’affecteraient pas la viabilité cellulaire et sont 

biodégradables (Miltenyi et al. 1990). Les premières grossesses réalisées par ICSI après 

traitement du sperme du conjoint OATS par MACS ont été publiées en 2008  et montraient un 

taux de clivage et de grossesse augmentés comparativement à la technique d’ICSI seule 

(Dirican et al. 2008). En 2010, les premières naissances d’enfants nés après ICSI d’un 

spermatozoïde sélectionné avec MACS ont été publiées (Polak de Fried and Denaday 2010; 

Rawe et al. 2010). La question de l’inocuité de cette technique du fait de la présence de 

microparticules sur la membrane plasmique des spermatozoïdes annexine V-, et de la méthode 

de sélection immuno-magnétique reste toujours d’actualité. Dès 2013, une première étude 

s’est penchée sur les paramètres néonataux des grossesses issues d’ICSI avec MACS (poids 

de naissance, âge gestationnel, malformation, mort périnatale), montrant que les enfants nés 

par MACS avaient des caractéristiques similaires aux enfants nés après ICSI (Ugozzoli et al. 

2013). Une étude de Lukaszuk et al. rapporte le cas d’une naissance par ICSI suite à une 

TESA (aspiration testiculaire de spermatozoïdes) préparée avec MACS, dont l’enfant a été 

suivi pendant 4 années, et qui concluait à une croissance et un développement psychomoteur 

et mental normal (Lukaszuk et al. 2015). Plus récemment, Romany et al. ont analysé plusieurs 

critères obstétricaux et périnataux de 65 naissances issues d’ICSI préparées par MACS 

comparés à un groupe de 66 naissances issues d’ICSI seules, et ne montraient aucune 

différence entre ces deux groupes (Romany et al. 2017). Ces premières analyses sont 

encourageantes mais la question des effets à long terme sur le développement et la santé des 

enfants nés de cette technique persistent. 
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Dans notre étude, nous avons observé après technique MACS une diminution significative des 

spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés, du taux de fragmentation d’ADN 

spermatique et de la proportion des spermatozoïdes apoptotiques dans la fraction d’annexine 

V-, et inversement dans la fraction d’annexine V+. Dans de précédentes études nous avions 

émis l’hypothèse qu’une apoptose abortive au niveau testiculaire, c'est-à-dire, un processus 

apoptotique non mené à terme, pourrait expliquer la présence de spermatozoïdes vivants à 

l’ADN fragmenté, et chromosomiquement déséquilibrés, dans l’éjaculat de ces hommes 

porteurs d’une anomalie chromosomique de structure.  

Néanmoins tous les mécanismes qui permettent à ces spermatozoïdes de ne pas être éliminés 

restent actuellement débattus. Leurs présences dans l’éjaculat des porteurs d’une anomalie 

chromosomique de structure nous font poser la question du risque encouru par la femme 

(risque de fausse couche à répétition), et de celui de l’enfant à naître (risque de malformation). 

Le seul moyen pour éviter ces risques est de proposer un DPI. Mais ce dernier est de prise en 

charge longue pour permettre au couple d’avoir un enfant en bonne santé. En effet, le statut 

chromosomique équilibré ou non du spermatozoïde injecté lors de l’ICSI, reste inconnu. La 

technique MACS utilisée dans notre étude, permettrait de réduire significativement le taux de 

spermatozoïdes chromosomiquement déséquilibrés et fragmentés. Il s’agit d’une méthode 

prometteuse pour augmenter les chances de sélectionner un spermatozoïde 

chromosomiquement normal ou équilibré lors de techniques d’AMP, telle que l’ICSI chez des 

hommes porteurs d’une anomalie chromosomique de structure. Ainsi, en s’inscrivant dans une 

stratégie de prise en charge réfléchie, elle pourrait diminuer le risque chromosomique pour le 

conceptus, et pourrait augmenter le taux de grossesse et diminuer celui de fausses-couches.  
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RESUME :  
Le tri cellulaire à l’aide de microbilles magnétiques conjuguées à l’annexine V (MACS) est 

une technique qui permet de séparer les spermatozoïdes en deux populations annexine V+ et 

annexine V- (spermatozoïdes apoptotiques et non apoptotiques respectivement). 

L’objectif de cette étude est d’estimer le taux de spermatozoïdes chromosomiquement 

normaux, le taux de fragmentation de l’ADN et le taux de spermatozoïdes apoptotiques, avant 

et après MACS, pour évaluer sa potentielle utilisation auprès de ces hommes infertiles. 

Quatre patients ont été inclus dans cette étude, un porteur d’une translocation robertsonienne 

et trois porteurs d’une translocation réciproque équilibrée. Une analyse de la ségrégation 

méiotique par FISH, de la fragmentation de l’ADN spermatique par TUNEL, et de l’apoptose 

par l’annexine V-FITC, ont été réalisés chez ces patients. La proportion de spermatozoïdes 

chromosomiquement déséquilibrés, le taux de fragmentation de l’ADN et de spermatozoïdes 

apoptotiques, diminuent significativement dans la population d’annexine V- et augmentent 

significativement dans la population d’annexine V+, par rapport à l’éjaculat de départ.Ces 

premiers résultats encourageants suggèrent une application de cette technique MACS dans le 

cadre d’une aide médicale à la procréation chez ces hommes infertiles, afin de mieux 

sélectionner la population de gamètes chromosomiquement normaux et non apoptotiques qui 

diminuerait le risque chromosomique pour le conceptus, et pourraient augmenter le taux de 

grossesse et diminuer celui de fausse couche. 
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