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Diagnostic cytogénétique avant et apres un
traitement contre la stérilité
F. Binkert

Cet article démontre quand un diagnostic cytogénétique peut étre opérer avant et aprés le traitement de I'infertilité et les conclusions que I’on peut en

tirer.

Die vorliegende Arbeit zeigt, wann vor und nach einer Behandlung gegen Unfruchtbarkeit eine zytogenetische Diagnostik méglich ist und welche
Aussagen gemacht werden kénnen. ] Fertil Reprod 2006 (Schweiz); 9 (4): 13-17.

La cytogénétique est un domaine de la génétique qui
étudie l'organisation du matériel héréditaire dans la
cellule. La méthode classique est I'analyse par coloration
(marquage en bandes) des chromosomes. Cette méthode
permet de mettre en évidence les anomalies numériques ou
structurelles des chromosomes, comme p. ex. une trisomie
21 (syndrome de Down) ou une translocation (échange de
fragments de chromosomes entre eux). La cytogénétique
moléculaire est apparue au siecle dernier dans les années
80. Au moyen de I'hybridation in situ en fluorescence
(FISH; «Fluorescence In Situ Hybridization»), il est possible
d’analyser aussi bien les chromosomes durant la métaphase
que le noyau cellulaire durant I'interphase. Cela permet
ainsi de déterminer I'origine de certains fragments de chro-
mosomes. L'existence ou I’absence de fragments de chro-
mosomes, qui ne sont parfois méme plus reconnaissables
au microscope optique, peut donc étre établie au niveau
des chromosomes et des noyaux en interphase.

Que sont les chromosomes et comment sont-ils
répartis?

Un chromosome constitue la structure organisationnelle du
matériel héréditaire ou ADN (acide désoxyribonucléique)
contenu dans les cellules des organismes eucaryotes. Il
s’agit d’'une double hélice d’ADN longue et continue qui
peut étre enroulée autour d’un grand nombre d’histones
(protéines nucléaires) et condensée plusieurs fois de ma-
niere compacte en forme de spirale. Les chromosomes sont
porteurs des genes. Une cellule somatique normale est
composée de 46 chromosomes: 22 paires d’autosomes et
une paire de chromosomes sexuels (2 chromosomes X chez
la femme, un chromosome X et un chromosome Y chez
["homme).

En temps normal, les chromosomes sont sous une forme peu
condensée (spirale relachée) et ne sont pas visibles dans le
noyau cellulaire. Ils ne sont identifiables au microscope
optique que lors de la division cellulaire, aprés désagréga-
tion de la membrane nucléaire.

Au cours du cycle cellulaire des cellules somatiques (le cy-
cle de la mitose), chaque chromosome est dupliqué dans
le noyau cellulaire en interphase durant la phase de syn-
thése. Les deux chromatides identiques qui en résultent
sont maintenues ensemble par le centromere (fig. 1). Apres
désagrégation de la membrane nucléaire, les chromoso-
mes deviennent visibles au microscope optique durant la
phase de division cellulaire appelée mitose. Les chromo-
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somes se séparent au niveau du centromere. Chaque chro-
matide de chaque chromosome migre alors vers I'une des
deux cellules filles nouvellement formées, garantissant ainsi
que chaque cellule regoit les mémes genes, étant donné
que les deux chromatides sont identiques.

Dans les cellules germinales, le contenu chromosomique
doit étre divisé en deux étapes. Ce processus est appelé
cycle de la méiose et conduit a la formation des ovules et
des spermatozoides. Au début, comme dans la mitose, les
chromosomes sont dupliqués durant la phase de synthése
(fig. 2) et deviennent alors visibles. Contrairement a la mi-
tose, les paires de chromosomes dupliqués s’apparient
durant la premiére phase de division, la prophase I, et un
échange de fragments de chromatides a lieu. Ce processus
est appelé «crossing-over» et garantit un brassage généti-
que. Durant la métaphase I, les chromosomes ne sont pas
séparés, mais chaque chromosome dupliqué migre vers
I"'une des cellules filles nouvellement formées. Cette divi-
sion réductionnelle s’appelle méiose I. Les cellules ainsi
constituées sont, chez la femme, un ovocyte secondaire et
un premier globule polaire; chez I’homme, il s’agit de
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Figure 1. Répartition des chromosomes dans les cellules filles lors de la
mitose
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deux spermatocytes secondaires, I'un contenant un chro-
mosome dupliqué X et I'autre un chromosomeY.

Aucune phase de synthese n’a lieu entre les deux divisions
de la méiose. Durant la méiose I, les chromosomes dupli-
qués se séparent au niveau du centromere (aussi appelé
kinétochore), comme dans la mitose. Chez la femme se
constituent alors un ovule et un second globule polaire (le
premier globule polaire peut éventuellement se diviser a
nouveau) et, chez I'homme, 4 spermatides. Il ne reste donc
plus qu’une seule copie de chaque chromosome. Le nom-
bre normal de chromosomes est de 23.

Fréquence des aberrations chromosomiques de I'ovule
fécondé a la naissance

On estime que chez la femme un ovule sur deux comporte
une anomalie chromosomique. L'aneuploidie (excés ou
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Figure 2. Répartition des chromosomes durant la seconde division de la
méiose
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Figure 3. L'estimation des avortements spontanés entre la dixieme semaine
de grossesse et la naissance.
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Tableau 1. Fréquence de quelques aberrations chromosomiques a la naissance

Trisomie 21* 1/650
Trisomie 18* 1/5.000
Trisomie 13* 1/12.000
Syndrome de Turner 1/2.500 filles
Triple X (47,XXX)* 1/1.000 filles

Syndrome de Klinefelter (47,XXY)*
Syndrome du double Y (47,XYY)
Translocation balancée

Syndrome du cri du chat (5p-)
Hommes avec caryotype 46,XX

1/1.000 garcons
1/1.000 garcons
1/500

1/50.000
1/10.000 gargons

*dépend de I’age de la mere

défaut de chromosomes dii a une répartition anormale des
chromosomes) prédomine. Beaucoup d’avortements spon-
tanés surviennent avant la nidification et passent en géné-
ral quasiment ou totalement inapergus. Seulement peu de
grossesse arrivent a terme. Environ 15 % des grossesses
aboutissent a un avortement spontané durant le premier
trimestre. Pres de 50% ne présentent pas d’anomalies
chromosomiques [1]. Les aberrations constatées sont en
ordre décroissant la somme de toutes les trisomies auto-
somiques, mis a part la trisomie 16, le syndrome de Turner
avec caryotype 45,X, les triploidies (69 chromosomes) et
d’autres aberrations. Avec |’avancement de la grossesse, les
avortements spontanés dus aux aberrations chromosomi-
ques deviennent plus rares. La fréquence des trisomies 13,
18 et 21 ainsi que le syndrome de Turner est drastiquement
réduite pendant la grosse (fig. 3). L'aberration la plus
fréquemment observée a la naissance, avec environ 1/650
naissances viables, est la trisomie 21 (syndrome de Down);
les aberrations des chromosomes sexuels les plus fréquen-
tes, avec 1/25’000 gargons, sont le syndrome de Klinefel-
ter (47,XXY) et celui du doubleY (47,XYY); enfin, |’aberra-
tion structurelle la plus fréquente, avec 1/50’000 cas, est le
syndrome du cri du chat (5p-) (tableau 1).

A quel moment les analyses cytogénétiques
sont-elles possibles entre le début du traitement
contre la stérilité et la naissance, et que
recherche-t-on?

Diagnostic sur le premier globule polaire durant la méiose
chez la femme

Apreés la stimulation hormonale, des ovocytes secondaires
sont prélevés par ponction des follicules mirs des ovaires
afin d’effectuer la fécondation in vitro en laboratoire. Ces
ovocytes ont déja subi la premiere division réductionnelle
de la méiose (fig. 4). La seconde cellule nouvellement for-
mée, beaucoup plus petite, est un premier globule polaire
(voir le chapitre sur la méiose ci-dessus). Ce globule polai-
re contient normalement chacun des 22 autosomes et I'un
des chromosomes sexuels, tous constitués de deux chromati-
des reliées par un centromere. Il ne sera pas utile pour la
poursuite de la fécondation et peut étre prélevé au moyen
d’une micromanipulation. Les méthodes classiques de cy-
togénétique ne peuvent étre appliquées a I’analyse de ce
globule polaire étant donné qu’il ne contient que peu de
cytoplasme. La méthode de FISH est alors utilisée pour
déterminer le nombre des chromosomes qui sont le plus
souvent répartis de maniére erronée et/ou comportent une
anomalie a la naissance, a savoir les chromosomes 13, 16,
18,21, 22, X et Y. Sur la base de ce résultat, il est possible
d’établir la fréquence de ces chromosomes dans les ovo-
cytes secondaires. Normalement, chaque cellule contient
un chromosome dupliqué de tous les autosomes et un




chromosome sexuel. De cette fagon il est possible d’élimi-
ner les ovocytes anormaux. Désavantage: on ne peut dé-
terminer que les erreurs de division qui ont lieu durant la
méiose | féminine. Par conséquent, seuls les % des trisomies
21 au maximum seront détectés.

Diagnostic supplémentaire sur le second globule polaire
Apres la fécondation, le second globule polaire se forme
durant la seconde division de la méiose. Comme le pre-
mier globule polaire, il peut étre prélevé et analysé sans
dommages pour 'ovule fécondé. En combinaison avec
I"analyse du premier globule polaire, il est par exemple
possible de détecter au maximum 85-90 % de toutes les
trisomies 21. Les ovules fécondés comportant des aberra-
tions peuvent ainsi étre éliminés avant utilisation. Désa-
vantage: on ne peut analyser la répartition anormale des
chromosomes les plus souvent touchés que dans la lignée
germinale de la mere. Les aberrations issues de la lignée
germinale du pére ou survenant lors de la fécondation ne
peuvent pas étre détectées. De plus, cette méthode dia-
gnostique est tres complexe et prend beaucoup de temps.

Examen au stade 6-8 cellules aprés la fécondation

1-2 des cellules encore pluripotentes sont prélevées par
micromanipulation et analysées par la méthode de FISH,
tout comme pour le diagnostic des globules polaires.
'avantage de cet examen par rapport au diagnostic des
globules polaires tient au fait que I'on peut analyser direc-
tement des cellules issues des ovules fécondés avec succes
a ce stade de développement et examiner aussi bien les
anomalies de la lignée germinale masculine que celles
apparues lors de la fécondation. La charge de travail est
réduite et moins complexe. Désavantage: on ne peut dé-
tecter que partiellement les erreurs de répartition des chro-
mosomes qui ont lieu dans la lignée somatique. Cet examen
n’est pas permis dans la zone germanophone.

Choriocentése, ou biopsie du placenta, de la 10e
semaine de grossesse a la naissance

Des villosités choriales, c.-a-d. du placenta, sont prélevées
au moyen d’une aiguille lors d’une ponction contrélée par
échographie. En laboratoire, les villosités sont nettoyées
des tissus maternels et préparées. Elles proviennent de
I'ovule fécondé, comme le foetus. Dans des cultures dites
directes ou a court terme, les cellules du cytotrophoblaste
(enveloppe des villosités choriales) qui se divisent naturel-
lement sont examinées sous 24 heures. Il est ainsi possible
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Figure 4. Méiose durant I'ovogeneése et la spermatogenese

de détecter les répartitions anormales de tous les chromo-
somes, ainsi que beaucoup d’aberrations structurelles.
Outre cette méthode rapide, les cellules mésenchymateu-
ses qui remplissent les villosités sont mises en culture et,
apres 8 a 14 jours, préparées (culture a long terme). Les
mitoses sont alors colorées et analysées. Ces cellules sont
ensuite séparées des cellules qui forment le foetus. Les mi-
toses sont qualitativement meilleures que les cytotropho-
blastes et permettent également de reconnaitre de plus
petites aberrations structurelles. Dans les cas d'urgence, la
méthode de FISH peut aussi étre employée afin d’obtenir
des analyses plus exactes. Désavantages: |'intervention in-
vasive conduit a un risque supplémentaire d’avortement
au moment de I'intervention de 0,5-1% par rapport au ris-
que naturel d’avortement spontané. Dans de tres rares cas,
le résultat de la choriocentese ne correspond pas a I’état
du foetus si I’aberration survient quelques divisions mitoti-
ques apres la fécondation et ne concerne avant tout que
les cellules qui formeront des structures embryonnaires ou
extra-embryonnaires. De tels événements peuvent étre évités
grace a de bonnes méthodes d’analyse et des contréles par
échographie.

Test de dépistage au premier trimestre (entre les semaines
10+6 et 13+6 de grossesse) dans le sang de la meére a la
recherche d’une trisomie 21 — bient6t également possible
pour les trisomies 18 et 21.

Ce dépistage associe la mesure échographique de la lon-
gueur cranio-caudale et du pli de la nuque aux concentra-
tions sériques de B-hCG libres et de PAPP-A. Sur un total
de 5% de grossesses présentant des anomalies chromoso-
miques, cette méthode permet de détecter environ 90 %
des cas de syndrome de Down. Ce dépistage ne constitue
pas un test génétique, mais permet d’exclure avec une for-
te probabilité un syndrome de Down — et bient6t aussi les
trisomies 13 et 18 — chez seulement pres de 95 % des fem-
mes enceintes.

Amniocentese de la 15e semaine de grossesse jusque
tard dans la grossesse

Le gynécologue préleve 15-20 ml de liquide amniotique
qui entoure la graisse. Dans ce liquide baignent des cellu-
les vivantes et mortes provenant de la surface du foetus, de
son tractus uro-génital et de son espace bucco-pharyngé,
ainsi que du cordon ombilical et de I"lamnios qui entoure
la poche des eaux. Quasiment toutes les cellules provien-
nent donc du faetus méme. Un test rapide, au moyen de la
méthode de FISH, permet de déterminer en 24 heures la
fréquence des chromosomes 13, 18, 21, X et Y dans les
noyaux cellulaires en interphase. Une mise en culture
peut également étre réalisée qui permet, en |'espace de
10-14 jours, de déterminer le caryotype, le nombre et la
structure des chromosomes. Comme les cellules en cultu-
re proviennent presque exclusivement du feetus, les résul-
tats représentent avec une quasi-certitude le foetus lui-
méme. Désavantages: le diagnostic ne peut étre obtenu
que relativement tard dans la grossesse. Un avortement ne
peut étre effectué qu’en provoquant un accouchement
prématuré. Le risque d’avortement spontané dé a l'inter-
vention invasive est estimé a 0,5-1%.

Ponction du cordon ombilical (cordocentése)

Elle n’est possible qu’a partir de la 20e semaine de gros-
sesse environ. Elle est rarement effectuée. L'indication est
généralement I'existence d’une échographie anormale et
la nécessité de prélever du sang foetal de toute fagon pour
une autre raison. Les lymphocytes sont mis en culture 2-4
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jours et les mitoses analysées en vue de déterminer les
aberrations chromosomiques numéraires et structurelles.
Désavantage: un résultat normal peut étre obtenu par er-
reur en cas de mosaiques, car les lignées cellulaires anor-
males sont parfois éliminées du sang alors qu’elles restent
présentes dans d’autres tissus.

Quand doit-on effectuer un examen cytogéné-
tique avant un traitement contre la stérilité?

Couple avec deux fausses couches ou plus

Lorsqu’un examen cytogénétique est effectué chez les cou-
ples ayant vécu deux fausses couches ou plus, on observe
dans 5% des cas une aberration chromosomique chez ['un
des deux partenaires [2]. Il s’agit principalement d’une
translocation (échange de fragments de chromosomes en-
tre différents chromosomes), plus rarement d’une inver-
sion (un fragment de chromosome est inséré a |’envers
(rotation de 180 degrés) dans un chromosome). La figure 5
montre une translocation entre les chromosomes 7 et 10
observée lors de I'un de nos examens. Si un parent est
porteur d’une translocation, la moitié des gametes qui en
résultent ne comporteront pas une copie de tous les génes.
Ceci conduit généralement apres la fécondation de I'ovule
a un avortement spontané avant ou apres |'implantation.

Il est connu que lorsque le diagnostic prénatal est apparu,
alors que I’dge représentait essentiellement la seule indi-
cation, des translocations apparemment balancées ont été
constatées ca et |a lors d’amniocenteses. En regle généra-
le, 'un des parents était porteur de cette translocation.
Comme les zygotes non balancés mourraient avant ou au
moment de I'implantation, une grossesse avec chromoso-
mes normaux ou balancés survenait par hasard seulement
a un age avancé.

Hommes avec azoospermie ou oligospermie non obstructive
De Braekeleer et Dao [3] ont montré en 1991 dans une
revue détaillée que 12 % des hommes avec une oligosper-
mie sévere (< 10 millions de spermatozoides/ml) ou une
azoospermie présentaient une translocation ou une cons-
titution de Klinefelter (47, XXY). Dans une prise de position
publiée en 2005 par le groupe de travail sur la génétique
de la reproduction de la Deutsche Gesellschaft fiir Repro-
duktionsmedizin (société allemande pour la médecine de
la reproduction) [4], il a été indiqué que, déja lors d’une
oligozoospermie normale (< 20 millions de spermatozoi-
des/ml), le taux d’aberrations chromosomiques est tres élevé.
Des examens simultanés des chromosomes chez la parte-
naire ont également montré un taux d’aberrations tres élevé
par rapport a la population normale. La cause n’a pas été
définitivement élucidée. Il est possible que I’hypofertilité
masculine combinée a une fertilité féminine moindre due
aux aberrations chromosomiques conduise a I'infertilité.
C’est pourquoi il est recommandé de toujours examiner
également la femme lorsque ces conditions cliniques se
présentent.

Examen du caryotype du couple avant une micro-injection
intracytoplasmique de spermatozoides (ICSl; «Intra Cyto-
plasmic Sperm Injection»)

Cet examen est pratiqué de maniéres tres différentes. Cer-
tains instituts examinent systématiquement tous les couples
au préalable, d’autres n’entreprennent rien ou uniquement
dans des situations particulieres. Il faut tenir compte du fait
que toutes les translocations ne ménent pas forcément a
une oligospermie ou a une zoospermie chez I'homme.
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Dans notre société ol la femme primipare est de plus en
plus agée, les signes d’une éventuelle translocation ou
d’une autre aberration chromosomique ne sont souvent pas
détectés a temps (sous la forme de fausses couches, etc.).

Les recommandations publiées par la Société européenne
de génétique humaine (ESHG; «European Society of Hu-
man Genetics») et la Société européenne de reproduction
humaine et d’embryologie (ESRE; «European Society for
Human Reproduction and Embryology») en mai dernier
[5] fournissent un bon apercu de I’état de cette probléma-
tique complexe en ce qui concerne les aspects techni-
ques, sociaux, éthiques et Iégaux en Europe.

Conclusions

Avant un traitement contre la stérilité

Apres deux fausses couches ou plus, ou en cas d’oligo-
spermie ou d’azoospermie non obstructive chez ['"homme,
les deux partenaires devraient subir un examen cytogénéti-
que afin d’exclure toute aberration chromosomique comme
cause de la stérilité.

Avant une ICSI, I'analyse chromosomique des deux parte-
naires est recommandée dans tous les cas.

Du prélévement de I'ovule a I'implantation

Etant donné que le diagnostic préimplantatoire n’est pas
autorisé dans la zone germanophone, seul un diagnostic
du premier globule polaire et de chacun des seconds glo-
bules polaires apres la fécondation de I'ovule est possible.
Ce travail intensif et de longue haleine ne permet actuelle-
ment que le diagnostic d’une répartition anormale des
chromosomes les plus importants pour le déroulement ul-
térieur de la grossesse durant la méiose chez la mere.

De I'implantation a la naissance

Un test de dépistage effectué au premier trimestre de la
grossesse, entre les semaines 10+6 et 13+6, par échographie
et détermination de marqueurs biochimiques dans le sang
de la mere permet d’exclure avec une forte probabilité une
trisomie 21. Il sera bientdt possible d’exclure également
les trisomies 13 et 18 de la méme facon.

En cas de besoin, une échographie et/ou une choriocente-
se ou amniocenteése permettent d’exclure presque com-
pletement la naissance d’un enfant présentant une aberra-
tion chromosomique.
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Figure 5. Translocation entre les chromosomes 7 et 10
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2000 Membre de la commission d’experts de la FAMH. Depuis 2001 Délégué suppléant de la
génétique médicale et coordinateur du contréle de qualité cytogénétique mandaté par la
QUALAB. Depuis 2002 Chef du laboratoire de cytogénétique des MCL Laboratoires Médicaux.
Depuis 2003 Porte parole de Génétique médicale aux comité d’experts de FAMH.
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