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INTRODUCTION ET OBJECTIF DE L’ETUDE            
 
 
Les techniques d’assistance médicale à la procréation (AMP) représentent un outil 

indispensable à la prise en charge de l’infertilité du couple. Dans cette optique, au quotidien 

dans les centres d’AMP, l’ensemble des équipes clinico-biologiques œuvre pour tenter de 

féconder in vitro, des gamètes qui n’y parviennent pas ou difficilement in vivo. Cependant, 

l'essor des procédures de Fécondation In Vitro (FIV) a mis l'accent sur des anomalies de 

fécondation, qui pour certaines ont été mises en lumière ou favorisées par les techniques 

employées.  Ainsi, l'injection intra-cytoplasmique de spermatozoïde (ICSI) a été impliquée 

dans l'apparition d'anomalies de nombre des pronuclei, menant d'une part à la formation de 

zygotes tripronucléés, en raison d’altérations de l'ovocyte et des mécanismes essentiels au bon 

déroulement de la deuxième division de la méïose (Macas et al., 1996).  D'autre part, la FIV-

ICSI semble également favoriser la formation de zygotes monopronucléés par le biais d'une 

activation ovocytaire parthénogénétique impliquant le calcium présent dans le milieu 

d'injection (Feng et Hershlag, 2003). Les embryons issus de ces zygotes porteurs d'anomalies 

numériques des pronuclei sont considérés comme à risque majeur d'aneuploïdie uniquement 

sur la base du décompte des pronoyaux (Capalbo et al., 2017). Ainsi, ces critères 

morphologiques déterminent le devenir de l’embryon, puisqu’afin de minimiser les risques 

d’échec d’implantation, de fausses couches ou d’autres complications, engendrées par des 

embryons aneuploïdes, seuls les embryons issus de zygotes présentant deux pronuclei avec 

extrusion du deuxième globule polaire sont généralement transférés (Papale et al., 2012) selon 

la politique de chaque centre. Pourtant, des études ont démontré qu'une partie des embryons 

issus des zygotes possédant un nombre anormal de pronuclei est euploïde (Capalbo et al., 

2017).  De ce fait, en se rapportant uniquement aux critères morphocinétiques actuels, il est 

possible d'éliminer un ou plusieurs embryons, qui pourraient aboutir à une grossesse normale 

et à la naissance d’un enfant en bonne santé. Cela représenterait donc une perte de chance 

pour le couple, puisque la présence d'une anomalie chromosomique, bien que fortement 

suspectée, ne peut être certifiée par l’utilisation seule de ces critères.   

L'objectif de cette étude est d'analyser la composition chromosomique des zygotes présentant 

un ou plus de deux pronuclei à l'issu d'une procédure d'ICSI, à l’aide de sondes spécifiques 

des chromosomes X, Y et 18 par la technique d’hybridation in situ par fluorescence (FISH), et 

de comparer ces résultats au nombre de pronuclei évalué au préalable par la simple 

observation.  
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1.1 Mécanismes cytogénétiques et moléculaires aboutissant à une 

fécondation normale 
 

 

1.1.1 Rappels : Divisions méiotiques et gamètes 

 

Les gamètes sont des cellules dites haploïdes, car elles possèdent un seul lot de chromosomes 

de chaque paire. L'haploïdie gamétique est essentielle pour le déroulement d'une fécondation 

normale, afin de garantir la transmission équilibrée des chromosomes à la cellule-œuf. Elle se 

met en place grâce à différentes étapes intégrées dans deux divisions méiotiques, qui ont lieu 

au cours de la spermatogénèse et de l’ovogénèse. Ainsi, deux divisions cellulaires vont se 

succéder, précédées d’une seule réplication de l’ADN avant la méiose I. A l’issue de la 

méiose, quatre cellules haploïdes seront formées, chacune constituée d’un seul représentant 

chromosomique de chaque paire et à une seul chromatide (Petronczki et al., 2003). 

 

 

1.1.2 Cas particuliers de l'ovogénèse 

 

Contrairement au processus méiotique masculin, la méiose féminine est discontinue, marquée 

par différentes interruptions au cours des divisions. En effet, après l’appariement des 

chromosomes homologues durant la prophase I, une couche de cellules de la granulosa 

entoure les ovocytes, constituant ainsi des follicules primordiaux. Après cette phase, les 

follicules primordiaux poursuivent leur croissance en restant bloqués au stade de prophase I. 

A ce stade, les chromosomes homologues sont alors contenus dans la vésicule germinative. A 

la puberté, lorsque les follicules primordiaux sensibles à la FSH deviennent des follicules 

préovulatoires et que le pic de LH se produit, la méiose reprend avec notamment la 

ségrégation des chromosomes homologues et l’expulsion d’un lot de chromosomes 

homologues de chaque paire au sein du premier globule polaire durant l’anaphase I. Le jeu de 

chromosome restant poursuit la division méiotique jusqu’à la métaphase II. La méiose 

s’interrompt une nouvelle fois, et ne reprendra qu’au moment de la fécondation de l’ovocyte 

(Herbert et al., 2015) 
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1.1.3 La fécondation normale et la mise en place des pronuclei 

 

Lors de la pénétration du spermatozoïde dans l'ovocyte, un mécanisme moléculaire, marqué 

notamment par des oscillations calciques répétées (Rogers et al., 2004), se met en route 

permettant la reprise de la méiose II. Ainsi, suite à la fécondation, l’achèvement de la méiose 

aboutit à la séparation des chromatides-sœurs de chaque chromosome homologue. La moitié 

sera exclue de la cellule pour former le deuxième corps polaire. Le matériel chromosomique 

maternel et paternel restant dans l’ovocyte fécondé, s’entoure individuellement d’une 

membrane nucléaire, formant ainsi les pronucléi maternel et paternel (Rosenbusch, 2008). La 

fécondation normale aboutit donc à la fusion de cellules haploïdes, qui formeront une cellule-

œuf diploïde.  

Par ailleurs, afin d’assurer une ségrégation normale des chromosomes lors des divisions 

mitotiques qui auront lieu dans l’embryon en devenir, l’ADN paternel, fortement compacté 

par la présence de complexes nucléoprotaminiques, va subir une décompaction parallèlement 

à la formation du pronucléus mâle (Clift et Schuh, 2013). 

 

 

1.1.4 Blocage de la polyspermie 

 

La fécondation d'un ovocyte par plus d'un spermatozoïde, entraîne un risque majeur 

d’aneuploïdie embryonnaire, généralement non viable et à l'origine souvent d'une perte de 

chance de grossesse. Cet évènement indésirable, appelé polyspermie, est normalement 

prévenue par des mécanismes de blocage de la polyspermie, qui se produisent lors de 

l’activation ovocytaire provoquée par la pénétration du spermatozoïde. Ces mécanismes 

reposent sur un enchainement de réactions, dont l’objectif est d’inhiber l’entrée de 

spermatozoïdes supplémentaires dans la cellule. Ainsi, l’introduction d’un facteur protéique, 

la phospholipase C zeta (PLCζ), induira la production d’inositol 1,4,5-trisphosphate et 

l’augmentation fluctuante du taux de calcium intracellulaire (Rogers et al., 2004). Ces 

oscillations calciques, déclenchent une réaction corticale à l’origine de l’exocytose de 

granules situées au niveau de l’espace périvitellin. Cette exocytose provoquera à son tour des 

modifications structurales et biochimiques telles que le durcissement de la zone pellucide, qui 

sera secondaire à la conversion de la glycoprotéine ZP2 en ZP2f, empêchant ainsi la 

pénétration de spermatozoïdes surnuméraires dans l’ovocyte. En outre, la conversion de ZP2 
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en ZP2f et la perte de son extrémité N-terminale, empêchera également la liaison de nouveaux 

spermatozoïdes et donc leur pénétration dans la zone pellucide (Sun, 2003).  

 

 

1.2 Mécanismes à l'origine de l'observation des aneuploïdies 
 

1.2.1 Les zygotes triploïdes 

 

La triploïdie est une anomalie caractérisée par la présence de trois copies de chaque 

chromosome (Rosenbusch, 2008) dans la cellule soit 69n au lieu de 46n chromosomes (n=23). 

Son existence est suspectée en présence de zygotes possédant trois pronuclei, dits 

tripronucléés.  La survenue de zygotes tripronucléés au cours des procédures d’AMP est un 

évènement fréquent. Suite à une FIV-ICSI, l'incidence de la triploïdie a été rapportée à 6,2% 

par certains auteurs (Macas et al., 1996) et 6,5% par d'autres (Staessen et Van Steirteghem, 

1997). Cette incidence semble légèrement diminuée à la suite d'une procédure de FIV 

conventionnelle avec un taux de 5% rapporté par Pieters et al., (1992). Les mécanismes à 

l'origine de la survenue de cette anomalie de nombre semblent donc différer selon la 

technique utilisée, mais aussi en fonction de paramètres intrinsèques propres aux individus.  

 

1.2.1.1 Origine diandrique 

 

L'origine diandrique désigne le matériel chromosomique paternel comme facteur responsable 

de la survenue de la triploïdie. Les zygotes qui présentent une triploïdie d'origine paternelle 

auront trois combinaisons chromosomiques sexuelles possibles : XXX, XXY ou XYY 

(Rosenbusch, 2008). Les mécanismes qui sous-tendent l’origine diandrique de la triploïdie 

sont divers. 

 

 

- La polyspermie  

 

La fécondation anormale d’un ovocyte haploïde par deux spermatozoïdes haploïdes résulte 

d'un défaut des mécanismes de blocage de la polyspermie. Parmi les mécanismes, des 

anomalies de la réaction corticale ou encore une fragilité accrue de la zone pellucide 
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survenant lors de la récupération ou de la manipulation des follicules ont été évoquées dans la 

littérature pour expliquer l'échec du blocage (Rosenbusch et al., 1997).  Cela conduit à la 

formation d'un zygote contenant deux pronuclei d'origine paternelle et d'un seul pronucléus 

maternel, associés à la présence de deux globules polaires dans l'espace périvitellin. La 

survenue de cette anomalie serait favorisée chez les patients normozoospermiques et serait 

donc la cause principale de formation des zygotes tripronucléés lors des procédures de FIV 

conventionnelle, car l'ovocyte est exposé à un grand nombre de spermatozoïdes. A contrario, 

cet évènement ne devrait pas survenir dans les procédures de FIV-ICSI puisqu'un seul 

spermatozoïde est injecté dans l'ovocyte (Rosenbusch, 2008). 

 

 

- Erreur de la méiose II masculine et diploïdie 

 

La diploïdie spermatique se caractérise par la présence de deux lots de chromosomes dans un 

spermatozoïde censé être haploïde. A l'inverse de la polyspermie, cette anomalie se rencontre 

plus fréquemment chez les hommes atteints d'oligotératozoospermie sévère, de 

cryptozoospermie ou d'azoospermie, ce qui implique en général une prise en charge du couple 

et de leurs gamètes en FIV-ICSI. La fécondation de l'ovocyte par un spermatozoïde diploïde 

conduit à la formation d'un zygote avec deux pronuclei et deux globules polaires, lorsque 

l'expulsion du second corps polaire se fait correctement. Si tel est le cas, l'anomalie peut alors 

passer inaperçue, donnant un zygote morphologiquement normal si l’on s’en tient au 

décompte des pronoyaux. Néanmoins, d’un point de vue cytogénétique, la cellule sera 

constituée d'un complément chromosomique haploïde d'origine paternelle (Rosenbusch, 

2008). 

 

1.2.1.2 Origine digynique 

 

L'origine digynique désigne le matériel chromosomique maternel comme facteur responsable 

de la survenue de la triploïdie. Les zygotes qui présentent une triploïdie d'origine maternelle 

auront deux combinaisons chromosomiques sexuelles possibles : XXX, XXY et ne peuvent 

donc pas avoir deux composants chromosomiques Y. Là aussi, comme précédemment, les 

mécanismes varient.  



 18 

                              - Diploïdie ovocytaire et non-extrusion du second globule polaire  

 

Le défaut d'expulsion du deuxième corps polaire est décrit comme l’une des causes 

principales de formation des zygotes tripronucléés. Dans une publication, Grossman et al., 

(1997) retrouvent un ratio Y/X de 0,206 en analysant par FISH des zygotes tripronucléés, 

appuyant ainsi la théorie de la non-extrusion du deuxième corps polaire comme origine de la 

tripronucléation du zygote. Plusieurs publications ont mis l'accent sur l'implication des 

procédures de FIV-ICSI dans la survenue de cet évènement, par le biais d'une altération des 

fuseaux méiotiques (Staessen et Van Steirteghem, 1997, Rosenbusch, 2008). Le second corps 

polaire non expulsé est ainsi incorporé dans l'ovocyte nouvellement fécondé sous forme d'un 

troisième pronucléus. Ce type de d’anomalie entraine donc la formation d’un zygote 

tripronucléé avec un seul globule polaire.  

 

             - Ovocyte géant diploïde  

 

Les ovocytes géants sont des ovocytes anormaux, présentant généralement une vésicule 

germinative binucléée et un volume décrit comme étant 1,6 à 2 fois celui d'un ovocyte 

normal, selon les publications. Bien que ce mécanisme ait rarement été étudié en fécondation 

humaine, deux études récentes ont décrit ces ovocytes particuliers (Rosenbusch et al., 2002, 

Balakier et al., 2002). Ils ont ainsi démontré que deux populations d'ovocytes géants issus de 

deux modes de maturation permettent d'atteindre la métaphase II. Ces modes de maturation 

permettent, soit le maintien de la binucléation, à l'origine d'un ovocyte contenant deux noyaux 

haploïdes et deux premiers globules polaires haploïdes, soit la fusion des noyaux, donnant un 

ovocyte avec un noyau diploïde et un premier globule polaire haploïde. Ainsi, lors de la 

fécondation par un spermatozoïde haploïde, le processus de maturation avec maintien de la 

binucléation entrainera la formation d'un zygote tripronucléé avec expulsion de deux seconds 

globules polaires haploïdes. Dans l’autre cas de figure, cela conduira à la formation d’un 

zygote présentant un pronucléus paternel haploïde et un pronucléus maternel diploïde avec 

expulsion d'un second corps polaire diploïde, aboutissant à une cellule morphologiquement 

normale au vu du nombre de pronuclei. La présence d'ovocytes géants a été rapportée comme 

pouvant être en lien avec un taux d'œstradiol élevé lors de la stimulation ovarienne en vue 

d'une FIV (Balakier et al., 2002). 
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1.2.2 Les zygotes monopronucléés 

 

1.2.2.1 Activation parthénogénétique 

 

La parthénogénèse correspond à l'activation de l'ovocyte sans l’action du spermatozoïde, en 

lien avec un stimulus extérieur qui provoque l'augmentation du calcium intracellulaire.  

La présence d'un chromosome Y permet de distinguer les zygotes monopronucléés issus d'une 

activation parthénogénétique, des zygotes monopronucléés normalement fécondés. 

L'incidence des zygotes à 1PN a été rapportée comme étant plus élevée après une procédure 

de FIV-ICSI, qu'après une FIV conventionnelle. Ainsi, les zygotes monopronucléés issus 

d'une FIV conventionnelle seraient généralement diploïdes, par asynchronisme d'apparition 

des pronuclei ou par fusion des pronuclei.  A l'inverse, les zygotes monopronucléés issus 

d’une FIV-ICSI ont tendance à être secondaires à une activation parthénogénétique (Munné et 

Cohen, 1998). 

 

 

1.2.2.2 Formation asynchrone des pronuclei 

 

L’apparition asynchrone des pronuclei est un phénomène qui engendre un risque d'élimination 

d'un zygote qui serait en réalité bipronucléé et diploïde, mais considéré comme 

monopronucléé avec un risque d'aneuploïdie. Comme décrit ailleurs, cet asynchronisme peut 

être marqué par la formation et la disparition précoce d'un pronucléus entre 6 et 8 heures après 

l'insémination ou la microinjection du spermatozoïde, ou alors par une apparition retardée au-

delà des vingt premières heures qui suivent la procédure de FIV dans une faible proportion 

des zygotes (Nagy et al., 1994). Il est donc recommandé de renouveler l'observation des 

pronuclei à différentes heures afin de ne pas rater la formation d'un pronucléus précoce ou 

tardif (Staessen et Van Steirteghem, 1997). Ainsi, l'émergence des systèmes utilisant la 

technologie Time-Lapse
®

, permet de pallier à ces fenêtres d'observations manquantes du 

développement zygotique précoce (Payne et al., 1997) et essentielles dans la sélection des 

embryons, grâce à un enregistrement continu du développement de la cellule-œuf, permettant 

de ne pas passer à côté de l'asynchronie d'apparition des pronuclei.  
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1.2.2.3 Fusion précoce des pronuclei maternel et paternel 

 

L'union prématurée des pronuclei maternel et paternel en un pronucléus unique est décrite 

comme un mécanisme pouvant conduire à la formation des zygotes monopronucléés. Cela 

entraine la formation d'un zygote diploïde mais constitué d'un seul pronucléus avec 

généralement deux globules polaires (Mateo et al., 2013). Néanmoins, dans une étude plus 

ancienne, Levron et al. (1995) évoquent l'altération de la plaque métaphasique lors de la 

pénétration du spermatozoïde dans l'ovocyte comme cause de dysfonctionnement, conduisant 

à la mise en place d'une enveloppe pronucléaire commune et unique contenant le matériel 

chromosomique masculin et féminin, plutôt que la fusion des pronucléi en un pronucléus 

unique. 

 

 

1.3 Les différents facteurs potentiellement impliqués dans la survenue 

d'une aneuploïdie au cours du développement embryonnaire 
 

Lors de la fécondation, de nombreux facteurs sont impliqués pour contribuer au 

développement de l'embryon. Ces facteurs peuvent être intrinsèques, liés aux individus, ou 

alors extrinsèques, liés aux procédures clinico-biologiques des actes. 

 

 

1.3.1 Les facteurs masculins 

 

1.3.1.1 Altérations des paramètres spermatiques quantitatifs et qualitatifs 

 

Les dégradations d'un ou de plusieurs paramètres spermatiques représentent un obstacle plus 

ou moins important aux capacités reproductives des individus. Ainsi, le recours à la FIV-ICSI 

est une échappatoire, offrant la possibilité d'une grossesse évolutive. Cependant, la 

performance de la technique ne permet pas de palier à l'existence préalable d'anomalies 

cytogénétiques spermatiques, couramment retrouvées devant des paramètres spermatiques 

altérés et conduisant potentiellement à l'injection de spermatozoïdes chromosomiquement 
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anormaux (Egozcue et al., 2000). Ces anomalies correspondent en majorité à des aneuploïdies 

et sont marquées notamment par une augmentation des taux de diploïdie et de disomie 

autosomique et gonosomique, chez les patients atteints d'OATS comparés aux individus 

normozoospermiques (Pfeffer et al., 1999 ; Calogero et al., 2001). Ainsi, dans leurs études 

respectives Pfeffer et al. (1999) et Calogero et al. (2001), retrouvent un taux d’aneuploïdie 

spermatique totale (disomie et nullosomie des gonosomes et des autosomes) allant de 32% à 

69% et de 1% à 9,73% dans les groupes OATS, et allant de 4,1% à 7,7% et de 0,3% à 1,18% 

dans les groupes témoins normozoospermiques. En outre, au sein de l'OATS, le degré de la 

tératozoospermie est un témoin clé de la présence d'une aneuploïdie spermatique, notamment 

en présence de spermatozoïdes macrocéphales avec des flagelles multiples, souvent en lien 

avec l'existence d'une diploïdie spermatique (Calogero et al., 2003 ; Calogero et al., 2001). 

Par ailleurs, au même titre que l'OATS, la présence d'une azoospermie obstructive ou non 

obstructive est également associée à des risques d'aneuploïdie spermatique. Il a été décrit que 

la survenue de ces aneuploïdies est due à des dysfonctionnements au cours de la ségrégation 

méiotique, et que plus l'atteinte spermatique est sévère, plus le risque d'anomalies 

chromosomiques des spermatozoïdes sera élevé. En 2002, Burrello et al soutiennent d’ailleurs 

que les prélèvements de spermatozoïdes testiculaires ou épididymaires sont plus à risque de 

contenir des aneuploïdies spermatiques, en retrouvant respectivement 23,65% et 9,85% de 

taux d’aneuploïdie spermatique totale pour ces prélèvements, contre un taux inférieur à 2% 

dans les prélèvements de sperme éjaculé. Cependant, ces anomalies chromosomiques peuvent 

survenir de novo au sein des cellules germinales, malgré un caryotype sanguin normal (Aran 

et al., 1999).  

Ainsi, il est légitime de s'interroger sur le statut chromosomique des embryons en devenir lors 

de la prise en charge de ces couples. Pourtant l'existence d'une corrélation entre le risque 

d'aneuploïdie embryonnaire et un statut spermatique altéré est sujette à controverse. Des 

travaux récents concluent que la présence de paramètres spermatiques défectueux même 

sévères, n'affecte pas la ploïdie embryonnaire au décours de la FIV-ICSI, bien que le taux de 

fécondation et celui de développement embryonnaire soient réduits chez ce type de patient, 

particulièrement en cas d'azoospermie non obstructive (Stein et al., 2019 ; Mazzilli et al., 

2017). 

A l'inverse de ces conclusions, Silber et al. (2003) ont retrouvé respectivement 26,5% et 53% 

d'embryons mosaïques en comparant les résultats d'analyses par FISH des embryons de FIV-

ICSI issus de la fécondation soit par des spermatozoïdes éjaculés de patients oligospermiques, 

soit par des spermatozoïdes testiculaires provenant de patients atteints d'azoospermie non 
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obstructive sévère. Ils soutiennent donc, que l'utilisation de prélèvements de spermatozoïdes 

testiculaires de patients souffrant d'azoospermie non obstructive en FIV-ICSI, augmenterait 

l’incidence du nombre d'embryons porteurs de mosaïques chaotiques. Selon eux, cette 

anomalie serait plus en lien avec des anomalies du centriole spermatique affectant les 

premières divisions mitotiques, plutôt qu'avec l'aneuploïdie du spermatozoïde à proprement 

parler. Aboutissant à des constatations similaires, Magli et al. (2009), comparent quatre sous-

groupes de patients, normozoospermiques, oligotératozooospermiques, atteints d’azoospermie 

non obstructive et d'azoospermie obstructive, et retrouvent pour chaque sous-groupe une 

incidence d'anomalies chromosomiques de 55%, 62%, 69% et 63% respectivement. Par 

ailleurs, ils recensent 95% de mosaïques chaotiques pour les embryons issus de patients 

atteints d'azoospermie non obstructive, alors que ce pourcentage est quasiment similaire à la 

proportion retrouvée pour les anomalies chromosomiques dans les autres sous-groupes. Ainsi, 

ils affirment que la présence de paramètres spermatiques sévèrement altérés, participe à la 

formation d'embryons avec une composition chromosomique anormale et que le risque de 

mosaïque est prédominant en cas d'azoospermie non obstructive. D'autres études sont en 

faveur d'une corrélation entre la présence d'anomalies chromosomiques spermatiques et le 

taux d'embryons aneuploïdes (Rodrigo et al, 2010 ; Kaarouch et al, 2015), en particulier 

lorsque le taux de disomies et de diploïdies spermatiques sont élevés (Rodrigo et al, 2010), ce 

qui est fréquent chez les patients présentant des paramètres de sperme altérés, comme évoqué 

précédemment. C’est le cas de Rodrigo et al. (2010), qui comparent la constitution 

chromosomique par PGS d’embryons obtenus après ICSI à partir des spermatozoïdes de trois 

groupes de patients. Ces patients étaient soit porteurs d’un caryotype sanguin normaux, soit 

d’un caryotype 47,XYY, et présentaient une infertilité masculine sévère avec des aneuploïdies 

spermatiques marquées notamment par une incidence élevée soit de disomies, soit de 

diploïdies des gonosomes pour les deux groupes à caryotype normaux, ou alors des deux 

types d’anomalies pour le groupe à caryotype 47,XYY. Dans chaque groupe, l’ensemble des 

embryons préimplantatoires analysés, présentait une augmentation significative des anomalies 

chromosomiques (supérieure à 58%) comparé au groupe témoin normozoospermique (34%). 

Par ailleurs, ils notent une corrélation entre la présence isolée d’une diploïdie ou la présence 

d’un caryotype 47,XYY et l’augmentation du taux de triploïdie embryonnaire. Ainsi, la 

présence de disomies et de diploïdies spermatiques, participe à la formation de zygotes 

morphologiquement normaux, mais porteurs d'anomalies chromosomiques indétectables par 

l'observation du nombre de pronuclei. 
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1.3.1.2 Fragmentation de l'ADN spermatique et âge paternel 

 

Le rôle majeur du spermatozoïde lors de la fécondation, consiste à transmettre une copie 

haploïde du génome paternel, afin de reconstituer, avec le composant haploïde maternel, une 

cellule-oeuf diploïde. Au sein du spermatozoïde, le génome paternel est compacté grâce à la 

présence de protamines, cette forme assurant la protection du patrimoine génétique masculin 

de tout facteur potentiellement délétère pour l'ADN. Les altérations de l'ADN spermatique, 

peuvent survenir lors de modifications anormales de la configuration de la chromatine, lors 

d'un compactage inadéquat de l'ADN, ou être provoquées par la présence d'agents nocifs 

extérieurs tels que des facteurs environnementaux, la radiothérapie ou la présence d'espèces 

réactives à l'oxygène à l'origine d'un stress oxydatif au cours du transport des gamètes à 

travers le tractus génital masculin ou féminin.  Ces dommages de l'ADN se traduisent par une 

fragmentation de l'ADN sous forme de cassures, double ou simple brin (Colaco et Sakkas, 

2018). La présence de fragmentation de l'ADN spermatique est fréquente chez les hommes 

présentant des paramètres de sperme défectueux (Sakkas et al., 2002), et plus particulièrement 

dans le groupe d'hommes atteint de tératozoospermie avec une prédominance des anomalies 

de la tête du spermatozoïde comme le détaillent Brahem et al., en 2011. Dans cette dernière 

étude, les auteurs analysent le taux de fragmentation de l’ADN spermatique de patients 

atteints d’une tératozoospermie isolée comparé à des sujets normozoospermiques, grâce au 

test TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling). Au sein du groupe atteint de 

tératozoospermie isolée, ils notent d’une part, une augmentation significative de l’incidence 

des anomalies de la tête spermatique par rapport au groupe d’hommes normozoospermiques 

(p < 0,05), avec une prépondérance des anomalies céphaliques de type têtes amorphes, 

allongées et microcéphaliques. D’autre part, ils retrouvent une corrélation significative entre 

le taux élevé de fragmentation de l’ADN spermatique et l’augmentation de l’incidence des 

spermatozoïdes macrocéphales chez les patients tératozoospermiques (r = 0,402, p < 0,01). Il 

a également été constaté une incidence plus élevée d'aneuploïdie spermatique et de 

fragmentation de l'ADN chez les patients présentant une tératozoospermie isolée, par rapport 

aux sujets normozoospermiques (Brahem et al., 2011 ; Tang et al., 2010). 

Par ailleurs, l'effet de l'âge paternel avancé sur l'augmentation du taux de fragmentation de 

l'ADN a été constaté par plusieurs études (Garcia Ferreyra et al., 2012 ; Vagnini et al., 2007). 

Cependant, malgré la prévalence de dommage de l'ADN chez les hommes présentant des 

paramètres spermatiques altérés ou d'un âge avancé, la présence de dommages de l'ADN 
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spermatique ne semble pas être associée à une augmentation de l'incidence des anomalies 

chromosomiques chez l'embryon préimplantatoire dans la plupart des travaux menés sur le 

sujet, à l’exemple des travaux de Gat et al., en 2017. Ces derniers n’ont retrouvé aucune 

corrélation significative entre un indice de fragmentation de l’ADN spermatique élevé et 

l’augmentation du taux d’aneuploïdie embryonnaire après évaluation des blastomères issus de 

blastocystes par PGS, et ce même au sein du groupe d’hommes plus âgés (moyenne de 45,1 

ans) comparé aux deux autres groupes constitués d’hommes dont la moyenne d’âge était de 

40,6 et 38,3 ans. Les caractéristiques maternelles telles que l’âge ou la réserve ovarienne 

étaient comparables dans les trois groupes et le pourcentage de blastocystes euploïdes s’est 

avéré similaire. Seule une étude menée en 2015 (Garcia Ferreyra et al.), en tenant compte des 

facteurs de confusion maternels, a mis en évidence en comparant des groupes d’hommes de 

tranches d’âge différentes (≤ 39 ans, 40 à 49 ans et ≥ 50 ans), une corrélation entre un taux 

élevé de fragmentation de l'ADN spermatique et l'aneuploïdie embryonnaire chez les hommes 

normozoospermiques, proportionnellement à l'avancée de l'âge paternel et notamment avec 

une incidence accrue au-delà de 50 ans (73,9% contre 59,1% et 61,1% dans les groupes ≤ 39 

ans et 40-49 ans respectivement). En répartissant ainsi les résultats des analyses 

chromosomiques de 286 embryons effectuées par PGS selon l’âge paternel, ils constatent que 

les spermatozoïdes du groupe d’hommes plus âgés, ont un taux de fragmentation d’ADN plus 

élevé que les deux autres groupes et que cette tranche d’âge présente une tendance plus 

marquée de tératozoospermie par rapport à leurs semblables moins âgés. 

 

 

1.3.2 Les facteurs féminins : aneuploïdie et âge maternel avancé 

 

Depuis ces dernières années dans la société actuelle, les contraintes socio-économiques et 

professionnelles font que de plus en plus de femmes envisagent la maternité à un âge tardif. 

Cela entraine des risques de diminution de la réserve ovarienne et de la qualité ovocytaire à 

l'origine d'une augmentation des délais de conception, mais aussi des risques accrus 

d'avortements précoces ou d'anomalies fœtales (Schmidt et al., 2012). Par ailleurs, 

contrairement aux hommes, au cours des procédures de FIV, l’implication de l’avancée de 

l’âge maternel (au-delà de 35 ans) dans la survenue des aneuploïdies embryonnaires, a été 

largement étudié et affirmé dans de nombreux travaux, avec pour cause principale des 

anomalies survenant au cours de l'ovogénèse (Cimadomo et al., 2018 ; Eichenlaub-Ritter, 

javascript:;
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2013). L'avancement de l'âge maternel affecte l'ovocyte à différents niveaux, avec pour 

conséquence des répercussions sur la reproduction et le développement embryonnaire. 

 

 

 

- Dysfonctionnement mitochondrial et stress oxydatif : 

 

Au sein de l'espèce humaine, comme dans la grande majorité des mammifères, les 

mitochondries sont d'origine maternelle (Sutovsky et al., 1999). Les ovocytes des femmes 

d'âge avancé (âgées de plus de 35 ans) contiennent généralement des mitochondries 

sénescentes, porteuses de défauts structuraux tels que la vacuolisation, une atteinte des crêtes 

ou encore un gonflement mitochondrial, mais aussi des mutations de l'ADN mitochondrial 

plus fréquentes (Van Blerkom, 2011). L'altération de la fonction mitochondriale a été 

rapportée, chez cette catégorie de femme, comme un acteur potentiel de l'aneuploïdie 

embryonnaire, en raison d'une baisse de l'activité métabolique mitochondriale et d'une 

diminution de l'approvisionnement en ATP à l'origine de dysfonctionnements au niveau de 

l'appareil méiotique ou encore lors de la ségrégation des chromosomes (Cimadomo et al., 

2018 ; Eichenlaub-Ritter, 2013). En effet, la mise en repos des ovocytes lors de l'arrêt de la 

méiose en prophase I pendant une durée indéterminée chez la femme, est susceptible de 

favoriser, au fil des années, l'accumulation de composés toxiques pour les organites intra-

cellulaires à l'instar de la mitochondrie. Cette exposition mitochondriale chronique au stress 

oxydatif chez la femme d'âge avancé, peut avoir des répercussions sur le fonctionnement 

méiotique, à l'origine d'aneuploïdies embryonnaires. En outre, l'accumulation potentiellement 

intensive et continue de ces composés toxiques, entraine une consommation inappropriée 

d'ATP au sein de l'ovocyte, ce qui réduit la quantité d'ATP ovocytaire disponible, mais va 

aussi impacter l'équilibre d'autres éléments intracellulaires indispensables au fonctionnement 

normal de l'ovocyte, tels que le calcium et le glutathion. L'altération des fonctions 

mitochondriales engendrée par le stress oxydatif entraine des perturbations non seulement au 

niveau de la structure du fuseau méiotique mais aussi sur le développement embryonnaire 

(Tarin, 1996 ; Zhang, 2006).  

Cependant, les dysfonctionnements mitochondriaux liés à l'âge pourraient être réversibles, 

grâce à un mode de vie hygiéno-diététique sain basé sur la pratique d'exercice physique et la 

consommation d'aliments anti-oxydants entre autres (Eichenlaub-Ritter, 2013). 

 

https://www-sciencedirect-com.docelec.u-bordeaux.fr/science/article/pii/S1567724910001674#!
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  - Raccourcissement des télomères :  

 

Les télomères sont des séquences répétées de l'ADN de petite taille et en tandem situés aux 

extrémités des chromosomes. Ils ont une place capitale dans la stabilité des chromosomes et 

notamment dans l'étape d'appariement des chromosomes homologues, facilitant les 

recombinaisons au cours de la méiose (Keefe, 2007). L'avancée en âge de la femme est 

également associée à une réduction de la longueur des télomères au sein des ovocytes, en 

réponse à un stress oxydatif ou alors à l'issue d'une division cellulaire (Kalmbach, 2013). Or, 

le raccourcissement des télomères se traduit par un déficit en ADN télomérique, pouvant 

participer au défaut de ségrégation chromosomique au cours de la méiose et donc aboutir à 

une aneuploïdie embryonnaire. (Kalmbach, 2013 ; Treff 2011). Par ailleurs, la réduction de la 

longueur des télomères semble affecter principalement l'embryon au stade de clivage, mais n'a 

pas d'impact sur la ploïdie au stade blastocyste, en raison de l'allongement des télomères 

survenant entre ces deux stades de développement (Treff 2011). 

 

 

 - Altération de la cohésion des chromosomes et erreur de ségrégation 

méiotique : 

 

Parmi les fonctions potentiellement altérées par l'avancée de l'âge maternel, le défaut de 

cohésion entre les chromosomes homologues ou les chromatides-sœurs, est un élément central 

évoqué dans plusieurs travaux portant sur les origines de l'aneuploïdie embryonnaire 

(Revenkova et al., 2004 ; Revenkova et al., 2010 ; Jessberger, 2012 ; Cheng et Liu, 2017). 

Cette cohésion chromosomique est assurée par la cohésine, un complexe formé par différentes 

structures protéiques : les protéines Smc1β et Smc3 qui forment ensemble une structure en V, 

dont les extrémités ouvertes sont reliées par la protéine Rec8 associée à la protéine Stag3 

(Cheng et Liu, 2017). Cette configuration permet à la cohésine de maintenir le contact entre 

les centromères et les bras chromosomiques des chromosomes homologues avant l’anaphase, 

évitant la ségrégation anarchique des chromosomes au cours de la méiose. Ainsi, dans les 

ovocytes arrêtés en prophase I, la reprise de la méiose se caractérise par un clivage de la 

cohésine des bras chromosomiques à l’anaphase I, permettant la ségrégation équilibrée des 

chromosomes de chaque paire. Puis, lors de l’anaphase II, la cohésine centromérique sera à 
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son tour libérée pour permettre la répartition des chromatides sœurs, assurant la formation 

d’une cellule-fille haploïde (Jessberger, 2012).  

Le fait que les composants protéiques du complexe de la cohésine soient au centre des 

mécanismes impliqués dans le déroulement de la ségrégation et la répartition adaptée des 

chromosomes, soulève la possibilité que l’altération ou l’absence de certaines de ces 

molécules soit à l’origine de l’augmentation de l’aneuploïdie embryonnaire liée l’âge 

maternel. La grande majorité des travaux menés sur le complexe de la cohésine et ses 

composants, ont été effectués sur des modèles murins, mais les similitudes dans le 

déroulement de la méiose humaine, permettent de transposer les résultats à l’Homme.   

Ainsi, en 2004, Revenkova et al., comparent des souris porteuses d’une seul copie du gène 

codant pour Smc1β, appelées Smc1β 
+/-

, et des souris totalement dépourvues du gène, 

appelées Smc1β
-/-

, et démontrent que seules les souris n’exprimant pas Smc1β sont stériles, 

alors que leurs congénères monogéniques ont une fertilité normale. Par ailleurs, ils constatent 

que les ovocytes des souris Smc1β
-/- 

sont pourtant capables de poursuivre la méiose jusqu’en 

métaphase II, mais
 
que celle-ci est défectueuse, marquée par une augmentation des univalents 

et une perte de bivalents en lien avec des défauts de cohésion chromatidiques et donc 

responsables d’aneuploïdies importantes. L’autre point intéressant de cette étude est la mise 

en lumière de l’implication probable de Smc1β dans le maintien des chiasmas, zones de 

recombinaison entre les chromatides des chromosomes homologues, sous-entendant que son 

absence ou son altération pourrait expliquer la perte de ces chiasmas par défaut ou réduction 

de la cohésion entre les chromosomes. Ces deux derniers points ont été rapportés à l’avancée 

de l’âge maternel, qui accentuerait le phénomène de perte prématurée des chiasmas par 

diminution de la cohésion entre les chromatides sœurs (Revenkova et al., 2004). En effet, la 

perte des chiasmas serait le résultat d’un glissement progressif de ces points de 

recombinaisons homologues au fur et à mesure du vieillissement ovocytaire, entrainant donc 

une séparation prématurée des chromatides (Revenkova et al., 2010). Par ailleurs, l’utilisation 

de souris dont le déficit en Smc1β n’est induit qu’après la naissance, démontre que la protéine 

Smc1β n’est présente que durant la prophase I chez le fœtus, mais n’est pas renouvelée après 

la naissance. Son taux décroit donc avec l'âge et est probablement existant dans des 

proportions très réduites chez la femme d’âge avancé. Pourtant, sa régénération au cours de la 

vie d’un individu, ne semble pas nécessaire pour maintenir une cohésion optimale des 

chromatides sœurs, car aucun impact sur la fertilité, ni aucune augmentation des anomalies 

liées à la position ou à la perte prématurée des chiasmas n'a été relevé chez ces souris 
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déficientes en Smc1β après la naissance, et ce, même chez les souris âgées. Ceci suggère que 

la protéine Smc1β, bien que nécessaire au maintien de la cohésion entre les chromatides, tient 

un rôle essentiel principalement au cours de la période fœtale, jusqu'à l'arrêt en Prophase I, 

puis son implication après le stade de follicule primordial n'est pas nécessaire pour garantir 

une cohésion entre les chromosomes. Ainsi, la perte prématurée de cohésion entre les 

chromatides ne semble pas être directement en rapport avec une diminution du taux de Smc1β 

avec l'avancée en âge, mais plus en lien avec une détérioration de la cohésion chromosomique 

mis en place par Smc1β lors de la phase précoce de la méiose (Revenkova et al., 2010). 

 

Autre protéine du complexe de la cohésine, la protéine Rec8 est au même titre que Smc1β 

spécifique de la méiose et peut être impliquée dans les erreurs de ségrégation liées à l'âge. Il a 

d'ailleurs été constaté, lors d’une étude sur des modèles murins, qu'un niveau seuil de Rec8 

était nécessaire pour prévenir la survenue d'erreur de ségrégation, et qu'en-dessous de ce seuil, 

généralement atteint chez les ovocytes de souris âgées, un nombre accru d'aneuploïdies était 

observé. De plus, la diminution de Rec8 au sein des ovocytes de souris âgées était aussi 

corrélée à l'augmentation de la distance inter-kinetochores des chromatides, ce qui est en 

faveur d'une diminution de la cohésion et conforte les constatations concernant l'augmentation 

des erreurs de ségrégation chromosomiques (Chiang, 2010).  

Par ailleurs, dans des travaux portant sur l’étude de la ségrégation chromosomique méiotique 

de la levure de fission en 1999 (Watanabe et Nurse), il a été démontré que la protéine Rec8 

semble jouer un rôle dans le déroulement normal de la ségrégation réductionnelle des 

chromosomes à l'issue des divisions méiotiques. En effet, Rec8 assure d'une part le maintien 

de la cohésion centromérique des chromatides sœurs, évitant ainsi la séparation prématurée 

des chromatides, et d'autre part en dirige de façon adaptée l'orientation des kinetochores pour 

permettre le déplacement correct des chromosomes à chaque étape de la ségrégation. 

 

 

1.3.3 Les facteurs liés à la procédure technique de FIV-ICSI 

 

L’ICSI et le devenir des patients dont l'infertilité était d'origine masculine. Cependant, 

contrairement à la FIV conventionnelle où la fécondation de l'ovocyte par le spermatozoïde 

tente de reproduire in vitro le mécanisme de conception in vivo, la FIV-ICSI implique des 

manipulations humaines tout au long de la procédure. La sélection du spermatozoïde à 
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injecter se fait de manière aléatoire selon des critères morphologiques et de motilité 

spermatique dépendants de l'appréciation du manipulateur. De ce fait, le processus de 

sélection naturelle et les mécanismes ovocytaires permettant de bloquer la fécondation de 

l'ovocyte par un spermatozoïde anormal sont court-circuités, augmentant le risque de 

transmissions d'anomalies chromosomiques à l'embryon. Les barrières levées grâce à la FIV-

ICSI, ont donc fait émerger des interrogations quant à l'impact éventuel sur l'embryon et 

notamment sur son statut chromosomique. Ces interrogations sont d'autant plus légitimes que 

les couples amenés à avoir recours à la FIV-ICSI présentent des infertilités d'origine 

masculine dont la sévérité varie et dont l'importance de l'atteinte spermatique quantitative 

et/ou qualitative est souvent associée à des anomalies cytogénétiques préalablement acquises, 

comme discuté précédemment (Calogero et al., 2003).  

Ainsi, la zone pellucide, premier barrage ovocytaire pour la filtration des spermatozoïdes lors 

de la conception physiologique, a été décrite en plus comme un garde-fou essentiel dans la 

restriction du risque de fécondation par un gamète mâle aneuploïde. En effet, dans leur étude, 

Van Dyk et al., (2000) ont démontré que la zone pellucide était capable de faire un tri sélectif 

entre les spermatozoïdes sans anomalies de nombre de chromosomes et les spermatozoïdes 

présentant une aneuploïdie. Le contournement du contrôle exercé par la zone pellucide lors de 

l'injection directe du spermatozoïde dans l'ovocyte au cours de la FIV-ICSI, pourrait donc 

favoriser la formation d'embryons aneuploïdes.  

De plus, les conditions de réalisation de la FIV-ICSI sont essentielles au bon déroulement et à 

l'issue de la procédure. L'impact potentiel de la micromanipulation des ovocytes sur le 

cytosquelette de la cellule et les répercussions cytogénétiques probables ont d'ailleurs été 

rapportés par Macas et al., en 1996. Ces derniers ont mis l'accent sur des anomalies affectant 

la deuxième division méiotique ovocytaire, provoquées par la modification de la pression 

hydrostatique intracellulaire survenant lors de l'aspiration de la membrane plasmique par la 

micropipette d'injection, ou encore la concentration inappropriée d'ion calcium dans le milieu, 

responsables éventuels de la malségrégation chromosomique à l'origine des zygotes 

multipronucléés aneuploïdes au décours de la FIV-ICSI. 

Par ailleurs, une décoronisation « délicate » de l'ovocyte est également un élément clé d'une 

microinjection réussie.  En effet, des gestes d'aspiration-refoulement trop intenses pourraient 

entrainer un éloignement du fuseau méiotique du premier corps polaire. Or, celui-ci est utilisé 

comme point de repère de l'emplacement du fuseau lors l'injection du spermatozoïde. Cela 

engendrerait donc un risque de lésion du fuseau méiotique par l'aiguille d'injection, mais aussi 

un risque de perturbation du système microtubullaire provoquée par la présence inadaptée 
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d'ion calcium à proximité d'un fuseau méiotique de localisation hasardeuse (Macas et al., 

1996). 

 

 

1.3.4 Les facteurs liés à la stimulation hormonale et au rendement ovocytaire 

 

Au cours de la prise en charge en AMP, la stimulation ovarienne s'effectue à l'aide de 

gonadotrophines exogènes dans le but d'obtenir d'une réponse ovarienne optimale. Le nombre 

et la taille des follicules souhaités vont dépendre de la qualité de cette réponse ovarienne et 

celle-ci déterminera ainsi le nombre d'ovocytes obtenus à l'issue de la ponction folliculaire. 

Dans le cadre de la FIV en général, l'objectif est de mettre en place une hyperstimulation 

ovarienne contrôlée à l'aide des gonadotrophines et d'obtenir une maturation multifolliculaire, 

permettant la croissance d'un nombre jugé suffisant de follicules antraux avant de provoquer 

le déclenchement de l'ovulation. La durée et le type de stimulation ovarienne diffèrent selon le 

type de protocole de stimulation choisi, celui-ci dépendant d'une part du centre d'AMP, mais 

aussi des caractéristiques clinico-biologiques de la patiente, telles que sa réserve ovarienne, le 

risque de Syndrome d'Hyperstimulation Ovarienne (SHO) ou ses antécédents de réponse à la 

stimulation (Alper et Fauser, 2017).  

Ainsi, la dose de gonadotrophines exogènes administrées et la relation avec l'aneuploïdie 

embryonnaire, a fait l'objet de travaux dont les résultats divergent. Certains soutiennent qu'une 

stimulation ovarienne utilisant de faibles doses de gonadotrophines permettrait d'obtenir une 

diminution significative du taux d'aneuploïdie, avec un nombre d'ovocytes recueillis plus 

faible. (Baart et al., 2007). D'ailleurs, une hyperstimulation ovarienne provoquant une réponse 

ovarienne élevée et un rendement ovocytaire important, semblerait favoriser la survenue 

d'anomalies chromosomiques ovocytaires, en comparaison aux patientes dont le nombre 

d'ovocytes récupérés serait plus faible, et ce, malgré un protocole de stimulation similaire 

(Haaf et al., 2009). A l'inverse de ces constations, l'analyse de cohorte rétrospective de 

Sekhon et al., en 2017, concluent que la dose de gonadotrophines n'a aucun impact sur 

l'incidence de l'aneuploïdie embryonnaire chez les patientes nécessitant une stimulation ne 

dépassant pas 12 jours, caractérisées comme étant des répondeuses normales. En revanche, 

chez les patientes dont la réponse à la stimulation ovarienne était faible au douzième jour et 

qui nécessitaient une stimulation prolongée avec une dose cumulée de gonadotrophines plus 
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importante, il existait une corrélation significative entre le nombre d'embryons aneuploïdes et 

la dose de gonadotrophines administrée.  

 

1.4 Différence de taille des pronuclei : retentissement sur l'embryon et 

facteurs favorisants ce dysmorphisme 
 

 

L'observation de différences de taille entre le pronucléus maternel et le pronucléus paternel, 

pourrait être un indicateur de la qualité embryonnaire, pouvant être utilisé comme un outil non 

invasif dans la sélection de l'embryon à transférer. 

 

1.4.1 Diamètre pronucléaire : normalité et limites biométriques 

 

 

L'apparition des pronuclei peut se faire entre 6h et 20h après la fécondation (Nagy et al., 

1994). Dès lors, le zygote est considéré comme normalement fécondé en présence de deux 

pronuclei et de deux globules polaires dans l'espace péri-vitellin, témoignage de la 

transmission correcte du patrimoine génétique issu de chaque parent (Rosenbusch, 2008). Le 

diamètre des pronuclei présente des caractéristiques propres à chaque espèce. Au sein de 

l'espèce humaine, leur taille n'est pas clairement définie dans la littérature, mais celle-ci 

semble être similaire ou du moins la différence existante est insignifiante chez les zygotes 

monospermiques bi-pronucléés, rendant donc impossible la distinction entre le pronucléus 

maternel et paternel (Malter et Cohen, 1989 ; Wiker et al, 1990).  

En conséquence, l'existence d'un dysmorphisme entre les pronoyaux fait émerger des 

interrogations concernant l'impact de ces différences biométriques sur l'embryon, y compris 

chez les embryons issus de zygotes bipronucléés considérés comme normalement fécondés.  

Des différences de diamètres supérieures à 4µm entre les deux pronuclei ont d'ailleurs été 

corrélées à une augmentation des arrêts de développement des embryons en clivage, mais 

aussi à une proportion plus élevée de mosaïcisme au sein de ce groupe de zygotes par rapport 

aux zygotes présentant des pronuclei de taille comparable (Sadowy et al, 1998). En outre, les 

différences de taille des pronuclei et leur implication potentielle sur la qualité de l'embryon en 

devenir, ont conduit à l'élaboration de systèmes de notation visant à évaluer la morphologie 
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pronucléaire afin de prédire le développement embryonnaire. Sur la base de ces scores 

pronucléaires, des travaux mettent en évidence une diminution du taux de développement en 

blastocyste en présence d'un dysmorphisme (Zollner et al, 2002). De même, dans leurs 

travaux menés en 2003, Nagy et al., démontrent que la taille similaire ou non des pronuclei 

affecte le développement embryonnaire et que les zygotes dont les pronuclei sont inégaux ont 

tendance à avoir une cinétique de clivage plus lente et une qualité embryonnaire diminuée.  

Ces données mises en évidence chez les zygotes bipronucléés, sont en parties retrouvées chez 

les zygotes tripronucléés présentant deux pronuclei de taille similaire et un plus petit 

pronucléus. En effet, pour ces derniers, il a également été constatée une augmentation 

significative de la probabilité d'arrêt de clivage embryonnaire à un stade précoce. Cependant, 

à contrario, la ploïdie ne semble pas être affectée par la présence d'un pronucléus de taille 

inégale aux deux autres, une majorité de ces zygotes s'avérant être diploïdes. De même, le 

taux de blastulation n'était pas particulièrement compromis dans ce groupe de zygotes 

(Capalbo et al, 2017). 

 

1.4.2 Facteurs favorisants la survenue d'une inégalité de taille entre les 

pronuclei 

 

1.4.2.1 Rôle du vieillissement ovocytaire post-maturation lors de l'ICSI 

 

Au cours de la FIV-ICSI, la maturité des ovocytes avant l'injection de spermatozoïde est un 

élément clé du succès de la procédure. Ainsi, il a été décrit qu'une période d'incubation pré- 

ICSI de 2 à 4 heures après l'étape de décoronisation des ovocytes, permettait d'accroître le 

taux de fécondation et d'améliorer la qualité embryonnaire, mais aussi d'optimiser la maturité 

ovocytaire en vue de l'injection (Isiklar et al., 2004). A l’inverse, d’autres études soutiennent 

que la période d’incubation avant l’injection du spermatozoïde n’a aucun impact sur le taux 

de fécondation ou la qualité embryonnaire, à l’exemple de Jacobs et al. (2001), qui ne 

retrouvent aucune différence significative pour ces paramètres sur les résultats de FIV-ICSI 

pour quatre sous-groupes répartis selon la période de préincubation avant la microinjection 

pouvant s’étaler de 0,5 à 8 heures. Toutefois, quelle que soit la durée de l’incubation avant 

l’injection, les ovocytes récupérés dans le liquide de ponction présentent parfois une 

immaturité ovocytaire marquée par la présence d'une vésicule germinative. A ce stade 

l'ovocyte ne peut être fécondé et sera soit éliminé, soit inclus dans la procédure de FIV-ICSI 
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s’il est apte à atteindre la maturité in vitro en expulsant son premier globule polaire, témoin du 

passage en métaphase II (Holubcová et al., 2019).  

En outre, le délai entre la maturation ovocytaire in vitro et le moment de l'injection du 

spermatozoïde ne doit pas dépasser une fenêtre temporelle durant laquelle la fécondation est 

considérée comme optimale. Au-delà de ce délai, l'ovocyte subit un vieillisement post-

maturation, qui impactera la qualité ovocytaire et par conséquent la qualité embryonnaire, 

mais va aussi accroître le risque d'activation parthénogénétique et donc de formation de 

zygote à 1PN. Ce vieillissement ovocytaire post-maturation serait en outre à l'origine d'une 

augmentation de l'incidence des dysmorphismes pronucléaires, affectant principalement le 

pronucléus paternel dont le diamètre serait diminué de plus de 3,5µm par rapport aux 

pronucléus maternel, à l'issue de la fécondation d'un ovocyte post-mature. (Goud et al., 1999) 

Ainsi, le développement pronucléaire est tributaire du temps d'incubation des ovocytes, dont 

le délai avant l'injection par le spermatozoïde doit être parfaitement adapté, afin d'éviter les 

conséquences néfastes éventuelles sur l'embryon en devenir.   

 

 

1.4.2.2 Altération du processus de décondensation chromatinienne 

spermatique et rôle du glutathion 

 

Au sein de l'ovocyte, le facteur de décondensation joue un rôle primordial dans le processus 

de décompaction de la chromatine spermatique. En effet, afin d'assurer l'intégrité du génome 

paternel, la chromatine est fortement compactée au sein du noyau spermatique par le biais des 

protamines. Après la fécondation, pour permettre la séparation adéquate des chromosomes 

parentaux au moment de la mitose embryonnaire, il est indispensable que le génome paternel 

soit accessible et donc que la chromatine soit relâchée, grâce entre autres, à l'élimination des 

protamines (Clift et Schuh, 2013), mais aussi à la réduction des liaisons disulfures qui 

assurent le compactage de la chromatine au sein du noyau spermatique (Perreault et al., 

1984). Ces évènements essentiels à la poursuite des divisions mitotiques et au bon 

développement du pronucléus paternel, sont liés au facteur de décondensation ovocytaire. Le 

déroulement de la décompaction du noyau spermatique implique la présence de glutathion 

ovocytaire, produit par l'ovocyte au cours de sa maturation et qui est non seulement un acteur 

majeur de la réduction des ponts disulfures, mais joue aussi un rôle dans la libération du 
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centriole spermatique, pièce essentielle pour la mise en place du centrosome zygotique 

(Sutovsky et Schatten, 1997).  

Ainsi, un dysfonctionnement du facteur de décondensation peut être plus fréquent dans les 

ovocytes ayant subi un vieillissement post-maturation. Or, une altération de ce facteur 

pourrait expliquer la corrélation entre la réduction du diamètre pronucléaire touchant 

majoritairement le pronucléus paternel et le vieillissement ovocytaire post-maturation, en 

raison d'une décompaction inadaptée de la chromatine spermatique. De même, une quantité 

insuffisante de glutathion ovocytaire au sein des ovocytes post-matures, favoriserait le défaut 

de croissance du pronucléus masculin (Goud et al., 1999). 
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2.1 Population de l'étude 
 

Les travaux ont été menés entre décembre 2018 et mars 2019 au service de Biologie de la 

Reproduction-CECOS de l’hôpital Pellegrin (CHU de Bordeaux).  

Trente-neuf zygotes provenant de vingt-trois couples soumis à une procédure de FIV-ICSI ont 

été évalués. 

 

2.1.1 Critères d'inclusion 

 

Tous les zygotes observés, issus de procédures de FIV-ICSI présentant, pendant la période de 

l’étude, un seul pronucléus ou plus de deux pronuclei ont été inclus, quels que soient l’origine 

des gamètes, le rang de la tentative ou l’âge des patientes. 

Ont été inclus également les zygotes bloqués à deux pronucléi à 48 heures post recueil 

ovocytaire, issus d’une même cohorte ovocytaire d’une patiente. 

 

2.1.2 Critères d'exclusion 

 

Afin d'éliminer la polyspermie comme cause d'aneuploïdie, les zygotes issus de tentative de 

FIV conventionnelle, ont été systématiquement exclus de notre étude.  

Les zygotes dont les pronuclei n’étaient plus visibles au moment de l’observation n’ont pas 

été inclus, tout comme ceux ayant commencé à se cliver. 

 

2.1.3 Consentements des patients 

 

Les couples dont les zygotes ont été inclus dans la recherche avaient préalablement signé un 

consentement pré FIV où est mentionnée la possibilité d'utilisation des gamètes et zygotes 

destinés au rebut, à des fins de recherche.  
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2.2 Protocole de FIV-ICSI au laboratoire de FIV du CHU de Bordeaux 
 

Toutes les patientes subissaient une stimulation ovarienne par protocole antagoniste ou long 

agoniste associé à un déclenchement de l'ovulation par injection de hCG ou d'agoniste de la 

GnRH.  

Le recueil de sperme frais se faisait le matin de la ponction, par masturbation après entre 2 à 5 

jours d’abstinence sexuelle. Le sperme était préparé par la technique de gradient de densité ou 

par la technique de lavage centrifugation, puis placé dans l’étuve à 37°C sous 5% de CO2 

jusqu’au moment de la microinjection. Les spermatozoïdes issus de don ou d'origine 

épididymaire ou testiculaire, étaient cryoconservés de façon asynchrone et les paillettes 

étaient décongelées le jour de la ponction. 

La ponction folliculaire avait lieu 36 heures après le déclenchement au bloc opératoire et la 

recherche des complexes cumulo-ovocytaires se faisait dès réception des prélèvements par un 

technicien. Les cellules du cumulus et de la corona radiata étaient éliminées grâce à l'action 

enzymatique de la Hyaluronidase (27UI/ml au final) (Irvine Scientific, France), puis 

mécaniquement par aspiration-refoulement à l'aide d'un capillaire stérile de 125 µm de 

diamètre. La maturité des ovocytes dénudés était évaluée par la présence d'un premier globule 

polaire. Les ovocytes matures étaient ensuite microinjectés en moyenne 3 heures après la 

ponction, puis mis en culture dans le milieu unique Global
®
- HSA recouvert d’huile OVOIL

®
 

et placés dans les incubateurs. 

 

2.3 Observation, sélection et vitrification des zygotes 
 

2.3.1 Observation et sélection  

 

La fécondation des ovocytes était observée entre 16 à 22h après la FIV-ICSI. Les ovocytes 

fécondés étaient cultivés soit dans l’Embryoscope
TM

, soit dans l’incubateur de paillasse 

multichambre K-System G185
TM

, selon l’organisation du laboratoire et la disponibilité 

journalière des emplacements au sein des incubateurs.  

Lorsque la culture se faisait dans l’Embryoscope
TM

, nous avons effectué l’observation nous-

même, contrôlée par un biologiste, grâce à l’analyse des séquences Time Lapse
®

. 

Lorsque la culture se faisait dans le K-System G185
TM

, l’observation s’effectuait au 

microscope inversé, par un technicien ou un biologiste. 
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Les zygotes présentant deux pronuclei et deux globules polaires étaient considérés comme 

normalement fécondés. Tous les zygotes possédant une anomalie du nombre de pronucléus 

étaient sélectionnés pour notre étude.  

Un zygote était considéré comme étant monopronucléé, s’il possédait un pronucléus unique, 

quelle que soit sa taille et était identifié 1PN. Afin de nous assurer de l’absence de survenue 

d’un deuxième pronucléus, l’observation des zygotes 1PN était répétée à différents moments 

jusqu’à maximum 22 heures post-microinjection avant de l’inclure dans notre étude.  

Ils étaient jugés tripronucléés lorsqu'ils possédaient, soit trois noyaux de taille identique, soit 

deux noyaux de taille similaire associés à un plus petit noyau, dont la taille devait être 

inférieure d'au moins un tiers de celle des deux autres. Afin de les différencier, nous les avons 

nommés 3 PN et 2+1PN respectivement.  

Enfin, un zygote polypronucléé était défini comme possédant plus de trois pronucléi, quelle 

que soit leur taille. 

 

2.3.2 Vitrification 

 

Pour des raisons pratiques, nous avons dû vitrifier l’ensemble des zygotes sélectionnés afin de 

les traiter en même temps par la suite. Chaque zygote inclus, était vitrifié le jour même de sa 

sélection, en utilisant le kit de vitrification de Irvine Scientific (Vit Freeze
®-

Kit, Irvine 

Scientific, France) et en suivant le protocole établi par le fournisseur. Les paillettes (HSV
®
, 

Cryobiosystem, France) étaient ensuite conservées au CECOS dans un canister identifié dans 

l’azote liquide à -196°C. 

 

2.4 Fixation des zygotes et FISH 
 

La fixation des zygotes ainsi que la technique FISH étaient réalisées au laboratoire de 

Biologie de la Reproduction et de cytogénétique du CHU d’Amiens, grâce à la contribution 

du Professeur Benkhalifa. 

2.4.1 Choc hypotonique et dégradation de la zone pellucide 

 

Les paillettes étaient dévitrifiées une par une, en utilisant le kit de dévitrification de Irvine 

Scientific
®
 (Vit Kit

®
-Thaw, Irvine Scientific, France), en suivant le procédé technique établi 
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par le fournisseur. Les zygotes dévitrifiés étaient exposés à 100µL d’une solution de lyse 

(composition établie par le Professeur Benkhalifa), sous contrôle microscopique, pendant 5 à 

10 minutes maximum, afin de créer un choc hypotonique qui permettait de rompre la zone 

pellucide. Ainsi, lorsque la cellule était d'apparence claire et que la zone pellucide semblait 

avoir disparue, le zygote était récupéré à l’aide d’un capillaire stérile et déposé, avec le plus 

petit volume de liquide possible, sur une lame dégraissée, où un spot avait été au préalable 

gravé afin de faciliter la recherche des noyaux au microscope après l’hybridation. 

 

 

2.4.2 Fixation à l'acide acétique/méthanol et déshydratation 

 

Afin de fixer les noyaux et permettre l’étalement des chromosomes, une goutte de solution de 

fixation méthanol/acide acétique (2 :1) était ajoutée au niveau du spot. Jusqu’à 3 gouttes de 

cette solution étaient additionnées à chaque fois que le spot s’asséchait, puis, nous avons 

achevé la fixation en ajoutant des gouttes de solution méthanol/acide acétique (3:1), jusqu’à 

ce que le cytoplasme soit lysé et que les chromosomes soient brièvement visibles sous forme 

de petits bourgeons foncés. Puis les lames étaient laissées à sécher sur une platine chauffante. 

Dans le but de ne pas perdre les noyaux de vue et d’assurer leur présence dans la zone 

délimitée sur la lame, l’ensemble de cette étape était effectué sous contrôle microscopique.  

Enfin, la déshydratation des prélèvements était effectuée en plongeant les lames 

successivement dans des bacs d’éthanol à différentes concentrations croissantes (70%, 85% et 

100%) pendant 2 minutes chacun, sauf dans le dernier bac dans lequel les lames devaient 

rester pendant 4 minutes. Avant de débuter l’hybridation, les lames devaient être 

complètement sèches. 

 

 

2.4.3 Réalisation de la technique FISH au laboratoire de cytogénétique du CHU 

d'Amiens 

 

Suite à l’étape de déshydratation, les lames étaient traitées dans une pièce à l’abri de la 

lumière pour être hybridées. Pour apprécier la ploïdie des zygotes pour les chromosomes X, Y 

et 18, nous avons utilisé le coffret commercial Aneuvysion
®
 (Abbott, Etats-Unis), contenant 
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un mélange de sondes à ADN centromérique spécifiques du chromosome X (CEP X 

SpectrumGreen
™

, Xp11.1-Q11.1), du chromosome Y (CEP Y SpectrumOrange
™

,
 
Yp11.1-

Q11.1) et du chromosome 18 (CEP 18 SpectrumAqua
™

,18p11 .1-q11.1). Ainsi, 3µL de 

solution contenant le mélange de sondes à ADN spécifiques étaient déposés au niveau des 

zones ciblées sur chaque lame, qui étaient ensuite recouvertes par une lamelle et placées dans 

la chambre humide de l’automate (ThermoBrite Slide Denaturation/Hybridization System
®
, 

Abbott) qui réalise le programme d’hybridation pendant deux heures. Durant cette étape, 

l’ADN cible et la sonde étaient dénaturés à une température de 73°C pendant deux minutes, 

suivie d’une phase d’hybridation à 37°C. Une fois le cycle d’hybridation achevé, les lamelles 

étaient retirées délicatement. Ensuite, afin d’éliminer les sondes non liées, les lames étaient 

lavées au bain marie à 73°C dans une solution de lavage (0.4x SSC/ 0.3% NP 40) puis dans 

une solution de lavage de concentration différente (2x SSC/ 0.1% NP40) à température 

ambiante, pendant deux minutes chacun. Enfin, les lames étaient plongées dans des bacs 

d’éthanol à 70,85 et 100% pendant deux minutes successivement et une fois sèches, 5 à 10µL 

de 4,6‐ diamino‐ 2‐ phenylindole dihydrochloride (DAPI, Aneuvysion, Abbott
®
, Etats-Unis) 

étaient appliqués au niveau de chaque spot afin d’identifier les noyaux grâce à une contre-

coloration. Les lames étaient ensuite mises à 4°C dans une boite à l’abri de la lumière pendant 

20 minutes après avoir été recouvertes d’une lamelle. 

 

2.5 Lecture des lames 
 

La lecture des lames était effectuée avec un microscope à épifluorescence en utilisant un filtre 

approprié pour la visualisation des sondes utilisées et à l’aide du système d’imagerie 

microscopique automatisé Metasystem
®
 pour l’évaluation de la ploïdie. Une lame d’un 

blastocyste était utilisée comme contrôle interne afin de vérifier l’efficacité de l’hybridation.  

Pour être cohérent avec l’évaluation morphologique, un zygote monopronucléé devait être 

haploïde et présenter un seul signal fluorescent pour les chromosomes X ou Y et un seul 

signal pour le chromosome 18. De même, un zygote tripronucléé était censé être triploïde et 

présenter trois signaux d’hybridation pour chacun des chromosomes testés. 
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3. RESULTATS 
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3.1 Population analysée 
 

Après évaluation du nombre de pronucléus à J1, tous les zygotes présentant moins ou plus de 

deux pronuclei ont été inclus.  Ainsi, nous avons vitrifié trente-neuf zygotes parmi lesquels 

38% (15/39) de zygotes 1PN, 44% (17/39) de zygotes tripronucléés et 18% (7/39) de zygotes 

polypronucléés (2/7) ou bloqués à 2PN (5/7) après deux jours de développement. A l'issue de 

l'étape de choc hypotonique, quatorze zygotes étaient lysés et vingt-cinq ont pu être analysés 

par FISH. Sur les vingt-cinq zygotes traités par FISH, vingt-deux ont permis d'obtenir des 

signaux d'hybridation interprétables et trois ont donné des images d'ADN apoptotique non 

exploitables.  

 

3.2 Analyse des résultats après lecture des lames d'hybridation au 

microscope à fluorescence et confrontation aux observations 

morphologiques 
 

Le nombre de pronuclei observé pour chacun des vingt-deux zygotes analysés ainsi que 

l'analyse cytogénétique obtenue après la procédure de FISH ont été reportés dans le Tableau 

2. 

La majorité des zygotes ont montré des compositions chromosomiques X, Y et 18 discordants 

avec le nombre de pronucléus observé Figure 1. 

 

3.2.1 Zygotes 1 PN 

 

Parmi les zygotes monopronucléés, seuls 43% (3/7) d’entre eux étaient réellement haploïdes 

(Tableau 1).  

De plus, 28,6% (2/7) des zygotes se sont avérés être diploïdes au sein de ce groupe.  

Il faut noter, qu’étonnamment, un zygote 1 PN présentait un signal d'hybridation pour le 

chromosome Y et aucun pour le chromosome X, cas de figure impossible et certainement en 

lien avec une anomalie technique (Tableau 2).  
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3.2.2 Zygotes 3 PN 

 

Parmi les zygotes tripronucléés, seulement 30% (3/10) des zygotes analysés étaient triploïdes 

comme attendu vis-à-vis du nombre de pronuclei observé (Tableau 1).  

Fait intéressant, 20% (2/10) d’entre eux se sont avérés être diploïdes.  

La majorité des discordances chromosomiques portait sur des anomalies des gonosomes 

(Tableau 2). 

Selon les images acquises à partir des séquences TimeLapse
®
 de l'Embryoscope

TM
 ou lors de 

l'observation au microscope, un seul globule polaire était présent dans l'espace périvitellin de 

tous les zygotes tripronucléés sélectionnés. 

 

 

3.2.3 Zygotes 2+1 PN 

 

Les zygotes tripronucléés notés 2+1 PN, présentaient tous des aneuploïdies marquées par des 

formules chromosomiques aberrantes. Ces aberrations chromosomiques portaient 

particulièrement sur les gonosomes ici encore, avec notamment des anomalies touchant 

surtout le chromosome Y, à l’instar de la trisomie et de la tétrasomie Y recensée chez deux des 

zygotes de ce groupe (Tableau 2).  

Tout comme les zygotes 3PN, un seul corps polaire était également présent dans ce groupe. 

 

 

3.2.4 Zygote 2 PN bloqué à J2 après une procédure d’aide à l’activation 

ovocytaire 

 

Au sein de notre cohorte, nous avons inclus des zygotes bloqués à 2PN avec deux globules 

polaires après deux jours de culture, qui avaient fait l’objet d’une assistance à l’activation 

ovocytaire après la FIV-ICSI. L’intérêt était d’évaluer l’existence potentiellement néfaste 

d’une aneuploïdie pouvant expliquer cette anomalie de développement. Parmi les cinq 

zygotes en arrêt de développement un seul a résisté au choc hypotonique.  

Comme attendu, aucune anomalie de nombre de chromosomes n’a été retrouvée et le zygote 

s’est avéré être diploïde malgré cette absence de développement. 
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Tableau 1. Concordance des résultats obtenus après FISH par rapport au nombre de pronuclei   

observé 

 

 

                                                        

                                     

                                                      

                         

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 4PN et 

plus 
 Nombre total 

Analyse 

cytogénétique 

concordante 

3 3 

 

1 1 8 (38%) 

Analyse 

cytogénétique 

discordante 

4 7 

 

0 0 14 (64%) 

2+1 PN 

0 

3 

3PN 1PN 3PN 2PN 

A B C 

D 

Figure 1. Discordance entre l’analyse des zygotes par FISH et le statut pronucléaire observé 

Les sondes à fluorescence vertes correspondent au signal du chromosome X. Les sondes à fluorescence 

orange correspondent au signal du chromosome Y. Les sondes à fluorescence bleue correspondent au 

signal du chromosome 18.  

A : Zygotes 3PN avec une disomie X, une monosomie Y et une disomie 18  
B : Zygote 2+1PN avec une disomie X, une trisomie Y et disomie 18  
C : Zygote 3PN avec une disomie X, une disomie Y et une monosomie 18  
D : Zygote 1PN avec une disomie X et une disomie Y  
E : Zygote 2+1PN avec une trisomie X, une tétrasomie Y et disomie 18  
F : Zygote 1PN avec nullosomie X, nullosomie Y et monosomie 18 

 

E F 

Chromosome X 

Chromosome Y 

 Chromosome 18 
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Nombre de pronuclei (PN) 

/ Globules polaires (GP) 

Résultats analyse FISH et 

Interprétation 

Aspect morphologique lors de l’analyse 

microscopique (EmbryoscopeTM ou K System 

G180TM) 

 

1PN / 2GP 

 

Y/18 18  

 
 

 

1PN / 1GP 

 

X/18  

 
 

 

1PN / 2GP 

 

XX/18 18 

 
 

 

1PN / 1GP 

 

Nullosomie 

X/NullosomieY/ 18 

  

 

1 PN / 2GP 

 

X Y/18 18 

 
 

 

1 PN / 1GP 

 

X/18 

  

1PN / 1GP X/18 Absence de photographie 

2PN (bloqué à J2) / 

2GP 

XX/18 18 Absence de photographie 

 

4 PN / 2GP 

  XXYY/18 18 18 18 

 

  Monosomie Y  

Haploïdie 

      Diploïdie 

          DC
* 

       Diploïdie 

     Haploïdie 

     Haploïdie 

       Diploïdie 

     Tétraploïdie 

Tableau 2. Analyse cytogénétique des zygotes 
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Nombre de pronuclei (PN) / 

Globules polaires (GP) 

Résultats analyse FISH Aspect morphologique lors de l’analyse 

microscopique (Embryoscope
TM

 ou K System G180
TM

) 

 

3 PN 

 

XYY/18 18 18 

 

 

3PN / 1GP 

polyfragmenté 

 

XY/18 18 

 

3PN / 1GP  XY/18 18 Absence de photographie 

 

3PN / 1GP 

 

XXYY/18 

 

3PN / 1GP XXX/18 18 18 Absence de photographie 

 

 

3PN / 1GP 

 

XXY/18 18 

 

 

3PN / 1GP 

polyfragmenté 

 

XXY/18 18 

 

 

 

3PN / 1GP 

 

XXX/18 18 18 

 

 

 

3PN / 1GP 

 

XXX/18 18 

 

3PN/ 1GP XXYY/ Nullosomie 18 Absence de photographie  

Tableau 2. Analyse cytogénétique des zygotes (suite)  

       Triploïdie 

        Diploïdie 

        Diploïdie 

            DC
* 

        Triploïdie
 

            DC
* 

            DC
* 

        Triploïdie
 

            DC
* 

            DC
* 
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Nombre de pronuclei (PN) 

/ Globules polaires (GP) 

Résultats analyse FISH Aspect morphologique lors de l’analyse 

microscopique (Embryoscope
TM

 ou K System 

G180
TM

) 

 

2+1 PN / 1GP 

 

 

 

XXXYYYY/18 18 

 

 

2+1 PN / 1GP 

 

XXY/Nullosomie 18 

 

 

2+1 PN / 1GP 

polyfragmenté 

 

XXYYY/18 18 

 

Tableau 2. Analyse cytogénétique des zygotes (suite et fin)  

            DC
* 

            DC
* 

            DC
* 

Les cercles rouges désignent les pronuclei. Les cercles verts désignent les corps polaires. Les images ont 

été obtenues soit à partir des séquences TimeLapse
®

 lorsque les zygotes étaient incubés dans 
l'EmbryoscopeTM, soit à l'aide d'un appareil photo au moment de l'observation à J1 des zygotes incubés 
dans le K System G180TM. Lorsque les pronuclei et le corps polaire ne pouvaient être distingués dans le 
même plan, plusieurs clichés ont été réalisés.  
Les résultats cohérents avec l’analyse morphologique sont en orange. Les résultats discordants avec 
l’analyse morphologique sont en rouge. Les diploïdies inattendues par rapport au profil pronucléaire 
sont en vert.  
* DC : discordance chromosomique 
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4. DISCUSSION 
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Les aneuploïdies sont des anomalies largement présentes dans les conceptions humaines et 

leur détection représente un enjeu quotidien dans les laboratoires d’AMP, qui ne disposent 

d’aucun moyen non invasif pour évaluer la ploïdie et donc le caractère transférable ou non 

d'un embryon. Actuellement de nombreuses études ont retrouvés des incohérences entre le 

nombre de pronuclei évalué sur les critères morphologiques, et la ploïdie établie par des 

analyses cytogénétiques à partir d’embryons préimplantatoires issus de zygotes 

monopronucléés et tripronucléés.  

 

Le statut aneuploïde des zygotes tripronucléés est sujet à controverse, car, malgré ce 

pronucléus surnuméraire, des rapports retrouvent des taux significatifs de diploïdie parmi des 

zygotes ou des embryons dérivés de zygotes tripronucléés. Ainsi, l'un des rares travaux menés 

sur les zygotes, retrouve 60% de triploïdie et 36% de diploïdie pour les chromosomes X, Y et 

18, chez vingt-cinq zygotes tripronucléés issus d'ICSI (Grossman et al., 1997). De même, en 

2005, Chen et al., retrouvent 25% de diploïdie et 70,83% de triploïdie en utilisant la FISH 

avec des sondes spécifiques des chromosomes X et Y, chez vingt-quatre zygotes tripronucléés 

obtenus après une ICSI. Plus récemment, Grau et al., (2011) effectuent une analyse plus large 

portant sur les chromosomes X, Y, 18, 13 et 21 par FISH, à partir d'un nombre d'embryons en 

clivage issus de zygotes tripronucléés équivalent à l'étude précédente. Ils rapportent ainsi 32% 

de triploïdie et 52% de diploïdie chez ces embryons post-zygotiques. Cependant, l'analyse de 

Grau et al., est fondée sur l'étude d'un seul blastomère, ce qui limite l'interprétation du reflet 

de la ploïdie dans l'ensemble de la cellule, puisque le risque de mosaïcisme au stade 

préimplantatoire est non négligeable. Ce risque est d’ailleurs rapporté à 50% dans une étude 

récente (Baart et al., 2006) basée sur une double évaluation du contenu chromosomique 

d’embryon en clivage d’abord au stade J3 puis au stade J5, grâce à l’utilisation d’une dizaine 

de sondes chromosomiques par FISH. Ainsi, les taux retrouvés par Grau et al., pourraient être 

faussés si l'on tient compte du mosaïcisme, ce qui expliquerait les différences entre leurs 

résultats et ceux des deux autres études. Par ailleurs, les résultats rapportés par Chen et al. 

sont limités par la restriction de leur analyse chromosomique, portant uniquement sur les 

gonosomes.  En effet, la distinction entre le caractère monosomique, trisomique ou disomique 

par rapport à l'haploïde, la triploïdie ou diploïdie, semble difficile à établir dans ce cas, d'où 

l'intérêt de tester au moins une paire d'autosome supplémentaire (Munné et al., 1993).  Cela 
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conduirait à une sous-estimation des anomalies chromosomiques détectées et par conséquent 

une surestimation du pourcentage de zygotes 3PN diploïdes retrouvés dans leur étude. 

Cependant, bien que ces études divergent dans leur méthodologie, leurs résultats démontrent 

qu'il existe un pourcentage de discordance entre le nombre de pronucléus préalablement 

déterminé et l'analyse cytogénétique qui en découle, ce qui est en accord avec nos 

observations. En effet, la portée de nos résultats est limitée par le faible nombre de zygotes 

tripronucléés que nous avons pu analyser, mais nous avons pu malgré tout mettre en évidence 

des désaccords entre l'aspect morphologique et la ploïdie parmi ce petit groupe de zygotes.  

 

Concernant les zygotes monopronucléés, bien que l'activation parthénogénétique soit 

considérée comme la cause principale de survenue de cette anomalie numérique, le reflet du 

contenu chromosomique par rapport au nombre de pronucléus retrouvé dans les travaux 

menés dans la littérature, amènent à entrevoir d'autres mécanismes. Cependant, les avis 

divergent à ce propos. Ainsi, Staessen et Van Steirteghem (1997) ont analysé par FISH 

chaque blastomère provenant de soixante-et-un embryons au stade J3 dérivés de zygotes 

monopronucléés après ICSI, en testant des sondes spécifiques aux chromosomes X, Y et 18. 

Ils retrouvent 31.2% d’haploïdie et 27,9% de diploïdie avec une répartition équivalente de 

diploïdie XX et XY. Cela les a amenés à conclure qu'une fécondation normale avait eu lieu et 

qu'un asynchronisme d'apparition des pronuclei avec un pronucléus précoce expliquait ces 

observations. A l'inverse, dans une étude antérieure, Sultan et al., (1995) ont fait de même à 

partir de vingt-et-un embryons J3 issus de zygotes à 1 PN après ICSI, et ont retrouvé 66.7% 

d’haploïdie contre 9,5% de diploïdie, en ne détectant qu'un seul embryon diploïde XY. Dans 

leur cas, l'activation parthénogénétique constituait la cause principale de formation des 

zygotes 1PN à l'issue des procédures. Dans notre analyse, nous avons retrouvé 43% 

d'haploïdie et 28,6% de diploïdie pour nos zygotes 1PN, avec une proportion égale de XX et 

de XY. Ceci a pu être la conséquence d’une apparition asynchrone des pronuclei comme cela 

a été évoqué par Staessen et Van Steirteghem précédemment. Ces résultats sont confortés par 

les constatations de Nagy et al., (1994), qui ont observé que l’apparition d'un pronucléus ou 

des pronuclei pouvait se faire entre 6 et 8 heures après la micro-injection chez des ovocytes 

normalement fécondés. Dans notre étude, ce phénomène a pu survenir pour les zygotes 

cultivés dans le K-System G185
TM

, puisque l’observation des pronuclei se faisait 

ponctuellement entre 18 et 20 heures après la réalisation de l'ICSI, et ne pouvait se faire en 

continu comme cela a été le cas des zygotes cultivés dans l’Embryoscope
TM

. De plus, nous 
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avions, afin de nous assurer de l'absence de retard d'apparition d'un pronucléus 

supplémentaire, renouvelé les observations des zygotes 1PN à plusieurs reprises jusqu'à 

maximum 22 heures après la microinjection. Quel que soit l'incubateur dans lequel ils étaient 

cultivés, mais n'avions pas prévu d'observation précoce. Il est donc possible que nous n'ayons 

pu observer qu'un seul des deux pronuclei, si l'un d'eux était apparu précocement. Cela nous 

aurait conduit à considérer par erreur le zygote comme étant monopronucléé, entrainant ainsi 

une surestimation du taux de zygotes 1PN diploïde, par sélection inappropriée de zygotes en 

réalité bipronucléés dans notre étude. Néanmoins, la fusion précoce du matériel génétique 

maternel et paternel en un pronucléus unique est une autre raison évoquée par de nombreux 

auteurs pour expliquer la formation des zygotes monopronucléés (Mateo et al., 2013, Kai et 

al., 2015). Si cela était le cas, l'anomalie serait indétectable par l'utilisation des critères 

morphocinétiques standard, puisque la survenue de ce mécanisme engendrerait un zygote 

normal d'un point de vue chromosomique mais avec un seul pronucléus visible. Malgré tout, 

bien que notre effectif soit faible, nos résultats laissent à penser que la majorité des zygotes 

1PN de notre étude sont issus d'une activation parthénogénétique, plutôt que d'une fusion 

précoce. 

 

Tous les zygotes tripronucléés possédant une asymétrie de la taille des pronuclei, que nous 

avons notés 2+1PN, ont montré une composition chromosomique aberrante. Nos résultats 

semblent démontrer que le plus petit pronucléus n'est pas un pseudopronucléus issu de la 

fragmentation d’un des deux pronuclei, comme nous pouvions éventuellement le penser, et 

contient bien un jeu de chromosome surnuméraire. Ces zygotes ne sont rencontrés que 

rarement en AMP, puisqu'ils ne représentent que 0,7% des fécondations (Capalbo et al., 

2017). Cependant, ces résultats diffèrent de ceux de Capalbo et al., (2017), qui ont analysé 

vingt-sept blastocytes dérivés de zygotes issus d'ICSI possédant deux pronuclei de même 

taille et un plus petit par biologie moléculaire, afin d'évaluer la ploïdie complète des 

embryons. Ils retrouvaient 14,3% de triploïdie et 85,7% de diploïdie, ce qui implique que la 

majorité des zygotes tripronucléés de leur cohorte étaient euploïdes. Parmi ces zygotes 

diploïdes, trois ont été transférés et deux ont permis d'obtenir des naissances vivantes. Les 

auteurs suggèrent de recourir à cette approche génétique améliorée afin d'augmenter les 

résultats de la FIV en réduisant les risques de fausses couches. Bien que ces constatations 

remettent en question les possibilités d'évolution vers un état euploïde de nos zygotes 2+1PN, 

il est difficile d'imaginer la mise en place de ce protocole dans les centres d'AMP. Ainsi, dans 

le cas où aucune vérification par des techniques de génétique moléculaire ne serait possible, il 
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faudrait continuer à considérer ces zygotes comme étant anormaux au même titre que les 

zygotes tripronucléés dans la pratique quotidienne. 

 

Nous avons volontairement inclus des zygotes présentant un nombre normal de pronuclei, 

dont le développement s’était arrêté au stade zygotique malgré deux jours d’incubation dans 

l’EmbryoscopeTM. 
Ces zygotes ont fait l’objet d’une aide à l’activation ovocytaire grâce à 

l’utilisation d’ionophore calcique, procédure réservée particulièrement aux couples présentant 

des échecs répétés de fécondation (Ravel et al., 2016). Malgré cet arrêt de développement, 

l’unique zygote que nous avons pu analyser, ne présentait pas d’anomalie chromosomique 

numérique, et l’on peut imaginer qu’un résultat similaire aurait été retrouvé pour les quatre 

autres zygotes qui n’ont pu être analysé. De plus, la présence des deux pronuclei et d’un 

nombre adéquat de corps polaires, suggère que la fécondation s’est normalement produite et 

que ces anomalies ne seraient pas liées au protocole d’activation. Nous n’avons retrouvé 

aucune explication possible à cette absence de développement ou des cas similaires aux nôtres 

dans la littérature.  

 

Par ailleurs, si nous nous penchons sur les anomalies constatées dans notre analyse, nous 

recensons un certain nombre d'anomalies affectant les gonosomes et particulièrement le 

chromosome Y. Or, la présence du chromosome Y est le seul élément qui puisse garantir la 

pénétration d'un spermatozoïde dans l'ovocyte.  

Dans le cas des zygotes monopronucléés, cela nous permet d'éliminer la parthénogénèse 

comme cause de formation du pronucléus unique chez deux de nos sept zygotes 

monopronucléés analysés. L'une des particularités que nous avons pu constater est la présence 

d'une mosomie Y associée à une disomie 18 dans l'un des zygotes 1PN. Au vue de l'absence 

surprenante de chromosome X, cette anomalie ne peut être expliquée que par un défaut 

d'hybridation de la sonde spécifique du chromosome X, dans un zygote qui aurait 

probablement dû être diploïde. 

Etonnamment, nous avons retrouvé une disomie Y chez un zygote 3PN analysé comme étant 

triploïde. Or, dans le cadre de l'ICSI contrairement à la FIV conventionnelle, seules deux 

formules pour les chromosomes sexuels sont possibles, puisque logiquement un seul 

spermatozoïde est injecté : XXX ou XXY (Rosenbusch 2008). Dans la mesure où l'injection 

de deux spermatozoïdes est très peu probable compte tenu de l'expérience technique de 

l'opérateur, la fécondation par un spermatozoïde diploïde semble être la raison la plus adaptée 

(Rosenbusch, 2008). Cependant, la présence d'un seul corps polaire contredit cette analyse et 
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nous pousse à envisager qu’une observation erronée du nombre de globule polaire serait 

l’explication la plus plausible.  

Par ailleurs, bon nombre de nos zygotes tripronucléés porteurs d’une discordance 

chromosomique, ont émis un nombre inadéquat de signaux d’hybridation pour le chromosome 

Y. Ces résultats semblent en faveur d'une anomalie survenue durant la ségrégation des 

chromosomes au moment de la méiose dans le gamète mâle.  

 

En ce qui concerne les limites de notre étude, la plus grande limite réside dans l'effectif limité 

dont nous avons disposé et qui ne nous a pas permis de réellement confronter nos résultats 

aux données publiées. L'une des raisons est que notre étude a été menée sur une courte 

période, ce qui ne nous a pas permis de récupérer un plus grand nombre de zygotes anormaux 

et a donc participé à notre faible effectif de départ. La faiblesse de notre effectif a été 

renforcée par les pertes inévitables survenues lors de la réalisation du protocole, ce qui aurait 

pu être amortie si nous disposions d'un échantillon initial plus grand.  Ainsi, l'étude n'a pas 

permis d'obtenir une puissance suffisante pour la réalisation d'une analyse statistique et 

l'ensemble des résultats a donc été interprété de façon descriptive.  

Par ailleurs, pour des raisons budgétaires évidentes, nos analyses ont été effectuées en 

utilisant trois sondes d'hybridation spécifiques. Si nous avions pu disposer d'un plus grand 

nombre de sondes, cela nous aurait permis d'avoir une précision plus importante dans notre 

interprétation et de révéler certainement plus d'anomalies chromosomiques, y compris chez 

des zygotes que nous avons jugés diploïdes. 
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5. CONCLUSION 
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Nos résultats montrent qu’il existe une grande discordance entre l'évaluation de la ploïdie 

basée sur les paramètres morphologiques et la réelle composition chromosomique des zygotes 

en cas d’anomalies de la ploïdie. Ainsi, la grande majorité de nos zygotes n'avaient pas un 

statut chromosomique reflétant le nombre de pronuclei observés et finalement peu de zygotes 

monopronucléés et tripronucléés se sont révélés être haploïdes et triploïdes. Cependant les 

anomalies chromosomiques au stade préimplantatoire peuvent se corriger au cours du 

développement et il semble difficile d'affirmer de façon définitive l'euploïdie ou l'aneuploïdie 

à un stade aussi précoce.  

 

Néanmoins, ce qui ressort de ce travail est que les critères morphologiques utilisés au 

quotidien lors de la sélection des embryons à transférer ne sont pas d'une fiabilité absolue 

pour déterminer le contenu chromosomique à partir des anomalies numériques des pronuclei 

et cela peut conduire à l'élimination d'embryons viables.  

 

Cependant, bien que le taux de discordance dans notre travail soit élevé et que la constitution 

chromosomique retrouvée ne reflète pas le nombre de pronuclei en majorité, l'aneuploïdie est 

largement présente chez les zygotes analysés. Cela conforte donc malgré tout le choix de ne 

pas utiliser ces embryons issus de zygotes jugés anormaux dans la pratique clinique, puisque 

nous sommes à l'heure actuelle incapable de prédire de manière non invasive la composition 

chromosomique exacte d'un embryon. Par ailleurs, les zygotes arborant deux pronucléi de 

taille similaire et un pronucléus plus petit sont bien aneuploïdes et doivent continuer à être 

exclus de la sélection des embryons à transférer ou à vitrifier.  

 

Enfin, une étude complémentaire sur une période plus grande permettant d'obtenir un 

échantillon de zygotes anormaux plus important serait nécessaire pour approfondir nos 

résultats et permettre une analyse plus précise. 
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Titre : Analyse de la constitution chromosomique des zygotes mono- et poly- pronucléés par 

Hybridation In Situ par Fluorescence et confrontation au nombre de pronuclei observés 

Résumé :  
 
Objectif: Comparer le statut pronucléaire de zygotes issus d'ICSI présentant une anomalie du 

nombre de pronucléus à leur composition chromosomique établit par hybridation in situ par 

fluorescence (FISH), en utilisant des sondes spécifiques des chromosomes X, Y et 18.  

Matériels: Analyse cytologique à l'aide de sondes fluorescentes pour les chromosomes X, Y 

et 18, de trente-neuf zygotes de FIV-ICSI provenant de 23 couples et présentant une anomalie 

numérique des pronuclei lors de l'analyse microscopique préalable. 

Résultats: 43% (3/7) des zygotes monopronucléés étaient haploïdes et 23% (3/13) des 

zygotes tripronucléés étaient triploïdes.  

28,6% des zygotes monopronucléés (2/7) et 15,4% (2/13) des zygotes tripronucléés étaient 

diploïdes.  

Conclusion: Il existe une grande discordance entre l'évaluation de la ploïdie basée sur les 

paramètres morphologiques et la réelle composition chromosomique des zygotes. 

Mots clés : Zygotes, FIV-ICSI, Triplonucléés, Monopronucléés, FISH, Ploïdie 

 

Title : Chromosomal constitution analysis of mono- and poly- pronucleated zygotes by 

Fluorescence In Situ Hybridization and comparison with pronuclei number observed 

Abstract :  
 
Objective: Compare the pronuclear status of zygotes from ICSI with an abnormality of the 

pronucleus number to their chromosomal composition applied by fluorescence in situ 

hybridization (FISH), using probes specific for chromosomes X, Y and 18. 

Materials: Cytological analysis using fluorescent probes for chromosomes X, Y and 18, of 

thirty-nine IVF-ICSI zygotes from 23 couples and with pronuclear numericals anomalies 

detected during the prior microscopic analysis. 

Results: 43% (3/7) of the monopronucleated zygotes were haploids and 23% (3/13) of the 

tripronucleated zygotes were triploids.28.6% of the monopronucleated zygotes (2/7) and 

15.4% (2/13) of the tripronucleated zygotes were diploid. 

Conclusion: There is a great difference between the evaluation of ploidy based on 

morphological parameters and the actual chromosomal composition of zygotes. 

Keywords : Zygote, IVF-ICSI, Tripronucleated, Monopronucleated, FISH, Ploidy 


