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Etude de la fonction thyroidienne des feetus trisomiques 21
Elie AZRIA / Dominique LUTON (hdpital Bichat, Paris)

Introduction

La trisomie 21 est fréquemment associée a une dysfonction thyroidienne responsable d’une
hypothyroidie. Ce risque d’hypothyroidie augmente avec I'dge, principalement en raison du risque
d’hypothyroidie d’origine auto-immune. Cependant, outre cette hypothyroidie acquise, il tres est
probable a la vue des résultats publiés qui témoignent de I'existence d’'une fréquence accrue
d’hypothyroidie congénitale et de travaux préliminaires sur le statut thyroidien des foetus trisomiques 21,
qu’une hypothyroidie modérée se soit déja installée dés la vie foetale.

Hypothéses

L’hypothyroidie foetale est plus fréquente chez le foetus trisomique 21 que dans la population générale.
Obijectif principal

Déterminer la fréquence de I'hypothyroidie foetale dans une population de foetus présentant une trisomie
21 confirmée.

Objectifs secondaires

- Caractériser la dysfonction thyroidienne des foetus trisomiques 21 (TSH, FT4, FT3, diamétre et
périmétre thyroidien, maturation osseuse, croissance). - Constitution d’'une sérothéque et d’'une banque
de tissu thyroidien.

Critére d’évaluation principal

Hypothyroidie foetale définie par une TSH dans le sang feetal lors de Iissue de grossesse (au moment
de la naissance aprés clampage du cordon ou par ponction de sang feetal lors d’un foeticide si décision
d’IMG), inférieure au 95¢™me percentile de courbes validées. Critéres d’évaluation secondaires
Thyroxinémie (FT4) inférieure au 5™ percentile.

Thyroxinémie (FT4) inférieure au 10°™¢ percentile.

TSH supérieur au 90¢™e percentile.

Volume thyroidien feetal, biométries foetales et 4ge osseux évalués par échographie.

En cas dinterruption médicale de grossesse : poids et volume thyroidien déterminé par examen
foetopathologique, analyse histologique de la thyroide foetale.

Méthodologie : type d’étude et plan expérimental

Etude observationnelle descriptive, multicentrique

Constitution d’'une sérothéque et d’'une banque de tissu thyroidien feetal

Nombre de sujets nécessaires : 50

Critéres d’inclusion et principaux critéres de non inclusion

Tous les feetus présentant une trisomie 21 confirmée par caryotype pourront étre inclus sous réserve
d’'un accord de la part de la mére.

Les feetus de mére présentant une pathologie thyroidienne, ne parlant pas le francgais, mineures ou
non affiliés a un régime de sécurité sociale ne pourront pas étre incluses.

Durée totale de I’étude : 3 ans —

Nombre de centres participants : 6

Publication :
Luton D, Azria E, Polak M, Carré A, Vulillard E, Delezoide AL, et al. Thyroid Function in Fetuses with
Down Syndrome. Hormone Research in Paediatrics. 2012;78(2):88-93.
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Application du séquencage haut débit au diagnostic moléculaire de maladies génétiques
rares
Catherine BADENS (AP-HM)

Il s'agit d'étudier limpact scientifique, médical, thérapeutique, éthique et financier de I'approche
pangénomique pour le diagnostic génétique des maladies neuromusculaires. Pour cela, nous proposons
un test sur 2 ans et 100 patients en paralléle, en appliquant sur un méme prélevement d'une part la
stratégie diagnostique "classique" en approche gene par gene, et d'autre part une approche de
séquencage systématique de tous les exons du génome par NGS.

La mise a disposition des moyens (humains et en matériels) est fournie par notre structure de tutelle,
nous demandons a I'Agence de Biomédecine une participation aux consommables pour un montant de
50 000 euros.

L'acquisition de I'équipement (séquenceur haut débit) est demandée a I'APHM dans le cadre de la
Commission a I'lnnovation. Le reste des consommables et du personnel est financé par les autres projets
en cours (consortium européens, associations de patients).

Cette nouvelle technologie de séquencage permet en une seule expérimentation d'obtenir la séquence
de I'ensemble des exons des genes d'un individu. Elle a été validée en recherche, nous souhaitons
l'appliquer au domaine du diagnostic génétique.

L'impact attendu sur la qualité de ce diagnostic concerne le délai de rendu de résultat, le colt global de
'analyse et I'efficacité du diagnostic en termes d’identification de mutations, ainsi que sur les avancées
médicales et thérapeutiques offertes par la découverte de nouveaux génes impliqués.

Publication :

Lacoste C, Desvignes J-P, Salgado D, Pecheux C, Villard L, Bartoli M, et al. Coverage Analysis of Lists
of Genes involved in Heterogeneous Genetic Diseases following Benchtop Exome Sequencing using
the lon Proton. J Genet. mars 2016;95(1):203-8.
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Traitement par thérapie cellulaire des infertilités masculines : caractérisation des cellules
souches germinales humaines
Virginie BARRAUD-LANGE (CECOS)

L'amélioration de l'efficacité des traitements anticancéreux est associée a leur forte toxicité gonadique
responsable souvent de stérilités ultérieures. Chez I'homme pubére I'autoconservation, préalable au
traitement, de spermatozoides en vue d'AMP est possible. Chez le gargon prépubere, la seule possibilité
est la cryoconservation de fragments de pulpe testiculaire en vue du développement de techniques de
thérapie cellulaire permettant la recolonisation du testicule par des cellules souches germinales (CSG).
Mais cette derniére technique peut aussi étre proposée a 'homme adulte pour lui restaurer sa fertilité «
naturelle».

En effet, I'état actuel des connaissances acquises chez I'animal permet d'envisager I'utilisation des CSG
par transplantation autologue pour restaurer la spermatogenése. Cela justifie qu'une telle recherche soit
développée chez I'humain. Le CECOS Cochin va conserver de telles biopsies testiculaires d'enfants
impubéres (PHRC 2008 Projet n°’APN 13-14) et a pu s'entourer des collaborations nécessaires, au CEA
et a l'université Paris Descartes, a la réalisation d’'un projet de recherche de caractérisation des CSG
humaines pour lesquelles trés peu de données sont disponibles, et qui est indispensable a une future
application en thérapie cellulaire.

Nous travaillerons, a partir de fragments de biopsies testiculaires adultes conformément a la loi de
bioéthique de 2004. Nous identifierons les marqueurs cellulaires permettant de purifier par cytométrie
en flux les cellules souches germinales humaines sur des critéres antigéniques ou fonctionnelles. Nous
développerons un systeme de culture de ces cellules afin de les amplifier dans des conditions qui leur
permettront de conserver leur potentiel de régénération d'une spermatogenése dans l'optique d'une auto
greffe ultérieure. Les méthodes de congélation des cellules souches germinales seront établies afin de
permettre leur conservation a long terme nécessaire a leur utilisation en thérapie cellulaire. Afin de
s'assurer de l'innocuité du systéme de culture, la stabilité du caryotype des clones de CSG obtenus in
vitro sera étudiée par CGH Array et la stabilité épigénétique des génes soumis a empreinte par I'analyse
du profil de méthylation selon la technique de PCR méthylation-dépendante par oligonucléotides
dégénérés. A I'heure actuelle le seul test fonctionnel de régénération tissulaire, aprés transplantation
dans le testicule de souris immunodéficientes, pour I'étude des CSG humaines, consiste en leur
migration le long de la membrane basale des tubes séminiféres (mais il n'y a pas de reprise de la
spermatogenéese). Nous chercherons donc a développer un modéle de souris immunodéficientes «
humanisées », pour I'étude du potentiel de colonisation des CSG humaines apres transplantation. Notre
étude amorcée a partir de CSG fonctionnelles prélevées chez I'adulte pourra étre étendue a I'analyse
des cellules souches spermatogoniales prélevées chez I'enfant prépubére, précurseurs des GSG chez
ladulte.

Publication :
Firlej V, Barraud-Lange V, Fouchet P. Stem Cell Therapy for Male Infertility Takes a Step Forward. Cell
Stem Cell. nov 2012;11(5):585-6.
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Recherche d’épimutations germinales et de mutations génétiques rares par pyroséquencage
et séquencage de 2°™¢ génération
Mireille CLAUSTRES (INSERM)

Malgré les progres technologiques de ces derniéres années dans le diagnostic moléculaire des maladies
génétiques, il persiste un certain nombre de patients pour lesquels le diagnostic clinique est confirmé
mais dont I'étude moléculaire n’a pas permis d’identifier le génotype. Dans ces familles, un diagnostic
prénatal ou préimplantatoire peut étre proposé en déterminant I'haplotype a risque (utilisation de
marqueurs microsatellites) lorsqu’un prélévement du cas index est disponible. Toutefois, en I'absence
d’ADN du cas index, un certain nombre de couples ne peut accéder a ces diagnostics, seule
l'identification de la (des) mutation(s) causale(s) permettra alors d’identifier le chromosome muté qui
ségrége dans la famille. Dans ce projet, nous proposons de rechercher des mutations qui ne sont pas
identifiables par les méthodes actuellement utilisées en diagnostic génétique, d’une part les épimutations
germinales (méthylation de 'ADN) et d’autre part des mutations génétiques localisées dans des régions
peu ou pas explorées (régions 5’ et 3° non codantes et régions introniques profondes). Pour détecter
ces mutations nous utiliserons des techniques nouvelles et puissantes : le pyroséquencage et le
séquencage de 2éme génération. Deux pathologies liées aux mutations du gene CFTR, la mucoviscidose
(Cystic Fibrosis ou CF) et I'absence bilatérale congénitale des canaux déférents (ABCD) seront utilisées
comme modéles pour cette étude ; I'exploitation des résultats permettra d’envisager le développement
de cette approche dans d’autres maladies génétiques. Les résultats de cette étude devraient permettre
d’améliorer le diagnostic moléculaire et d’élargir le nombre de familles qui pourront bénéficier du DPN
et du DPI.

Publication :

Bergougnoux A, Rivals I, Liquori A, Raynal C, Varilh J, Magalhdes M, et al. A balance between activating
and repressive histone modifications regulates cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR ) expression in vivo. Epigenetics. 15 juill 2014;9(7):1007-17.
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Diagnostic prénatal non invasif de I’lhémophilie : Nouvelle prise en charge des femmes avec
néomutation
Catherine COSTA (hopital Henri Mondor)

Objectif primaire
Développement d’un test de génétique moléculaire permettant :

e Ladétection de mosaiques somatiques chez les meres de patients atteints de maladies génétiques liées
a I’X avec néomutation. Ce test reposera sur une méthode de détection fiable et sensible de mutations
ponctuelles par PCR en temps réel couplée a la validation par miniséquengage.

e Le diagnostic prénatal non invasif des formes sporadiques vraies de ces maladies, sans mosaique
somatique chez la mére, par étude de ’ADN fcetal circulant a partir du sang maternel.

Ce test reposera sur une méthode déja utilisée pour le génotypage feetal non invasif fondée sur :

- une méthode d’enrichissement de I'’ADN foetal plasmatique selon un protocole publié

- une extraction fiable et sécurisé de 'ADN dans un systeme fermé - un contrdle de la présence d’ADN
foetal dans I'échantillon analysé
Objectif secondaire
Validation d’'une nouvelle approche dans la prise en charge des femmes enceintes ayant donné
naissance a un premier enfant hémophile par survenue d’'une mutation de novo (absence de la mutation
délétére par méthode conventionnelle (séquencage)
Résultats attendus

o Détermination de la sensibilité du test sur les différents types de mutations.

e |dentification des femmes en mosaiques somatiques et évaluation du pourcentage de mosaicisme. Le
nombre de femmes conductrices est actuellement sous-estimé du fait du peu de sensibilité des
techniques utilisées. Réévaluation des formes sporadiques vraies.

e Nouvelle proposition de prise en charge des patientes dans les cas sporadiques. Les patientes négatives
dans cette premiére étude, mais qui restent a risque de mosaigue germinale et/ou somatique localisée
a d’autres tissus, pourront bénéficier d’'un diagnostic prénatal non invasif sur sang maternel en lieu et
place du diagnostic prénatal conventionnel invasif par amniocentese.

Méthodologie
Etude collaborative et multicentrique nationale non interventionnelle
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Diagnostic prénatal non invasif de I’"hémophilie : Nouvelle prise en charge des femmes

« AMP, diagnostic prénatal

giagnostic genétique »

avec néomutation

Costa C12, Goossens M12, Costa IM?, Delpech M?
LAPHP, CHU Henri Mondor, Génétique Moléculaire, 2APHP, CHU Cochin, Biochimie et Génétique Moléculaire, 3Laboratoire CERBA, Saint-Ouen
LUAumone, France

Introduction: L'Hémophilie est maladie génétique liée au
chromosome X, qui touche les gargons = hémophiles. Les filles ne sont
pas atteintes sauf exceptions > conductrices. Les formes sporadiques
représentent 30% des cas d’hémophilie et sont dues généralement a
des mutations de novo. Seule 'analyse génétique des méres permet
d’établir avec certitude le diagnostic de conductrice et de distinguer
ainsi les vrais cas sporadiques avec néomutation, des cas isolés
correspondant a des formes familiales méconnues. La prévalence des
meéres non porteuses de la mutation est estimée a environ 12% mais est
largement sous estimée. Ces méres restent cependant a risque de
présenter une mosaique somatique et/ou germinale.

Objectifs: Développer un test de génétique moléculaire pour:
La détection de mosaiques somatiques chez les méres de patients atteints
de maladies génétiques liées a I'X avec néomutation.
Le diagnostic prénatal non invasif des formes sporadiques vraies de ces

maladies, par étude de I’'ADN fostal circulant & partir du sang maternel.
Conductrice en mosaique ?

HO

Pl

Méthode: cetest repose sur une méthode utilisée pour le
génotypage foetal non invasif fondée sur :
-une méthode d’enrichissement de I'ADN foetal
-une extraction fiable et sécurisé de ’'ADN dans un systeme fermé
-un contrdle de la présence d’ADN feetal dans I'échantillon analysé
-Test de détection sensible de la mutation par PCR en temps réel,
HRM, High Resolution Melting
-Test de confirmation par mini séquencage, snapshot
-Evaluation du pourcentage de mosaicisme
-Test de sensibilité préalable au diagnostic prénatal non invasif par
dilution au 1/100 et 1/1000 de la gamme de mosaique artificielle
préalablement établie.
-Corrélation avec le séquencage haut débit NGS, technologie PGM
lon torrent
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Résultats 2

Trente-neuf méres sans mutation.
Mosaique étudiée chez 25
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DPNI proposé aux 39 patientes, 3/5

Mise au point de tests de détection ciblés sur 16 mutations différentes par PCR en temps réel =» évolution vers
séquengage haut débit NGS. La sensibilité des deux méthodes est semblable, estimée entre 1 et 5% suivant les

mutations étudiées (n=25).

réalisés. Pas de faux positifs ni faux
négatifs.

Conclusion: par cette nouvelle approche nous avons pu montrer :

Le diagnostic des patientes en mosaique est plus performant, 20% comme attendu. Les deux approches PCR-temps réel couplée au miniséquencage et
NGS présentent la méme sensibilité mais cette derniére ne demande pas le développement d’un test « mutation spécifique ».

Le diagnostic prénatal non invasif de I’lhémophilie a été réalisé avec succés chez 3 patientes par analyse de 'ADN feetal plasmatique, dans les cas
sporadiques. Compte tenu de I'‘évolution technologique le protocole recherche DPNI hémophilie n’est plus réservé au néomutaions mais peut-étre

étendu & toutes les patientes dans les cas sporadiques et familiaux.
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Facteur XllI, localisation tissulaire et origine cellulaire ; implications pour la prise en charge
des fausses couches a répétition

Philippe de MAZANCOURT (Université de Versailles Saint-Quentin)

Le facteur XlIl de la coagulation a des fonctions tissulaires. A linterface foeto-maternelle il permet
'ancrage embryonnaire en catalysant la liaison de molécules de fibrine et de protéines d’adhésion
(fibrine, fibronectine, intégrines, vitronectine et collagéne). Les souris KO pour le facteur Xlll (ou son
substrat le fibrinogéne/fibrine) font des avortements. Les déficits en facteur XIIl sont caractérisés par
des fausses couches a répétition chez les femmes porteuses du déficit. Il existe du facteur Xlll dans le
placenta, mais il est majoritairement d’origine foetale et le déficit foetal en facteur Xlll est a priori sans
grande incidence sur le déroulement de la grossesse. Nous souhaitons clarifier 'origine (tissulaire et/ou
circulante) du facteur XIIl maternel responsable de I'ancrage et de l'invasion correcte des trophoblastes.
Notre approche immuno-histochimique complétée par de la dissection laser, de la biologie moléculaire
et de la protéomique a pour but de répondre a des questions fondamentales de physiopathologie, et
peut débuter sur une modification du bilan de prise en charge des femmes sujettes aux fausses couches
a répétition.
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FXIll-containing fetal macrophages in decidua and negative control of

trophoblast invasion
Quélin F, Syslak L, Guillaume A, Loeillet L, Leroy B, Hofer N, de Mazancourt P. , Université de Versailles
Saint-Quentin, funded by Agence de Biomeédecine

Introduction: The FXIIl is a blood coagulation factor facilitates the formation of a stable blood clot preventing
excessive bleeding and aiding wound healing. Activated FXIIIA is a transglutaminase forming intermolecular y-
glutamyl e-lysine crosslinks between fibrin monomers. Pregnant patients with congenital FXIIIA deficiency
suffer decidua bleeding from 5 to 6 weeks of gestation and spontaneous abortions always occur subsequently if
no substitute therapy is given. On the other hand, the patients with congenital FXIII-B (the FXIIIA carrier in
plasma) are able to maintain pregnancies without substitute therapy. The aim of this study was to investigate
and possibly clarify its function in the development of the placenta. For this, we first characterized the location
of FXIlII at the fetal-uterine interphase, and second we studied the possible involvement of FXIIl in the control of
embryonic invasion in maternal tissue, by focusing on the crosslinking of extracellular matrix proteins.

Results: 1003 50ue M PRI
vVews - 7 * Two main morphological patterns of o Spec'flCl‘Y of
7 ; FXIIIA contaninng celles in decidua. = labelling was
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#  demonstration

of local synthesis

Placents & wrme

FXIIA CD14 "‘mefge FXIlIA-containing cells
v in decidua are CD14+
(moconcyte-macrophage),
labelling is diffuse in cytoplasm
Confo¥al x63
FXIlIA-containing cells (o — = — — e
e —r DR = T = T =

in decidua are fetal cells
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N isiions [ Vi . Addition of activated FXIIIA to cuttured
pretag 1 hoblast cells in t ]
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Conclusion: This work established that FXIIIA is present in decidua of 11 weeks gestation samples. Specificty of
FXIIIA labelling was verified by western-blotting, and proteomic analysis of band gels, QRTPCR of decidua
mRNA and dideoxysequencing. Labelled cells have two distinct morphological patterns, consistent with
monocyte/macrophage lineage that was ascertained by CD14 costaining. Intracellular distribution of FXIIA
was diffuse in the cytoplasm. Microsatellite analysis of FXIIIA containing cells, studied by microdissection laser
sampling followed by comparison with the maternal profile demonstrated that the FllIA-labelled cells have the
fetal genotype. To gain insight into the FXIIIA functions, we cultured isolated extravillous cytotrophoblast in
the presence of activated FXIIIA. Transwell migration studies demonstrated that FXIIIA negatively controls
invasion, and this control did not rely on proliferation modification. Zymography demonstrated that MMP
activity was not involved either. In contrast, the integrin expression pattern was affected. Since some of the
overexpressed integrin subunits are FXIIIA substrates, the present study indicates that FXIIIA might be critical
in maintaining controlled fetal cells invasion through catalysing binding to extracellular matrix proteins.
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Insémination avec sperme de donneur (IAD). Approche psycho-clinique des liens croisés
entre 4 protagonistes : couple donneur et couple receveur
Jean-Pierre DURIF-VAREMBONT (Université de Lyon 2)

Objectifs

Ce projet s’inscrit dans une perspective de recherche clinique sur le vécu psychique (motivations,
angoisses et fantasmes) des hommes et des femmes des couples concernés a titre de donneurs ou de
receveurs dans I'insémination avec donneur de sperme (IAD). Il propose d’approfondir la connaissance
des processus psychologiques sous un angle qui a été trés peu abordé dans les recherches jusqu’a
présent :

Les représentations et liens croisés entre les quatre personnages impliqués, en particulier en ce qui
concerne la conception pour chacun de la parentalité (paternité, maternité) et du don

Le role fondamental et jusqu’'a présent plutét méconnu de la femme (compagne ou épouse) dans les
deux catégories de couple, et donc du rapport Homme/Femme.

Résultats attendus

- Une connaissance plus approfondie des processus psychiques complexes qui président aux
positions et au lien imaginaire des quatre figures impliquées dans 'l|AD

- Une meilleure compréhension des motivations et des freins en jeu dans I'acte de don, ce qui
permettrait notamment d’améliorer le recrutement des donneurs.

- Une meilleure prise en compte des enjeux de la parentalité et du couple, qui permettrait
d’élaborer des dispositifs spécifiques d’accompagnement. Ces dispositifs existent peu actuellement et
pourraient étre proposés aussi bien en préalable que dans 'aprés-coup aux donneurs et aux receveurs
(facilitation de la démarche, acces a la parentalité et rapport aux enfants)

Méthodologie

L’abord et la compréhension des phénoménes psychiques complexes en jeu dans I'lAD nécessitent le
recours a une méthode de recherche qualitative. Nous prévoyons donc de mener un entretien individuel
semi-directif avec chacun des partenaires des couples donneurs vs couples receveurs selon le flux
annuel observé au CECOS de Lyon, soit 10 a 15 donneurs.

Les couples demandeurs étant dix fois plus nombreux, nous constituerons un échantillon de taille
équivalente et suffisamment diversifiée pour les receveurs.
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Insémination avec sperme de donneur (IAD), approche psycho-clinique
Les liens croises entre quatre protagonistes (couple donneur, couple receveur)

Jean-Pierre Durif-Varembont, Patricia Mercader, Monique Dalud-Vincent, Jean-Frangois Guérin
Zohra Perret, André de Souza, Nathalie Dumet

1. Introduction 3. Résultats 4. Conclusions

Depuis les années 1970, la France a organisé

I'TAD selon trois principes: une solidarité de Un travail psychique nécessaire pour que chacun consiruise sa place. L-'nepami_ﬁé fffin"apf'f'_’?' ielle, une
couple 4 couple, la gratuité, I"anonymat. Mais Pour les quatre protagonistes, il faut construire une identification minimale différenciant CORSTTUCHON _'.jm_?bougue

le débat est ré guliérement réouvert, en les places de chacun, au prix dun blanc provisoire de représentations. Pour les donneurs Malgré les angoisses et les fantasmes
particulier sur I"anonymat. Notre ambition est comme pour les receveurs, hommes et femmes, il faut se détacher d une paternité que suscite la situation, les receveurs
de comprendre de fagon clinique les processus imaginaire pour faire 4 « I"autre homme » sa juste place. savent et assument gue I"enfant ne
psychologiques qui sous-tendent les opinions Pour les receveurs, supposer des motivations altruistes et bienveillantes au couple donneur nait pas d"un sperme, mais d'un désir,
en présence ° contribue 3 la désexualisation du don et permet de ["accepter. le leur et celui du couple donneur (ce

_» Le lien ambivalent entre dont leur discours sur la gratute

les quatre personnages; témoigne). Tous distinguent

La pl ‘tudiée de Représentations croisées clairement « parent » et « géniteur »
- LA place peu etudice des «  Les femmes de donneurs ont assez peu de représentations des couples receveurs. . Sz
deux femmes dans le mais pous les donmeurs, étre géniteur

= Les hommes donneurs s’ identifient 3 "homme receveur, mais a minima. est assimilé 3 étre « rien ». Donneurs
Processus; . . I . - 0. Lonne
2 La dynamique Les t;enndnes des couples ;Zce;.-ﬂus u;lagmmr assez facilement les motivations des ef teceveurs sont attachés moins 3
=i S couples donneurs, moins facilement leurs personnes. : '3 i
asymétrique dans chacun P _ 1 anonymat qu’a sa fonction de .
des couples » Les hommes des couples receveurs sont dans un blanc de pensée protection de leur couple ef du lien de
provisoire sur le donneur. filiation.

Ils sont owverts a la ﬂ
Réle des femmes dans ['IAD possibilité de conserver
= Les femmes de donneurs, un accord résigné sous garantie d’anonymat. pour les enfants des
. . »  Les femmes receveuses, un angoissant chemin pour accepter la pénible donnees non
2. Méthodologie médicalisation de leur corps et soutenir leur conjoint dans Ia identifiantes sur le
* 24 couples receveurs, 5 couples donnenrs construction de sa paternité. donneur. Ils souhaitent

dire 1a vénité sur leur
recours a I'TAD, mais
sont embarrassés pour
choisir le moment et la
facon de dire.

» 58 entretiens senu-directifs

= Trois niveaux d’analyse
+ Lexicométrique (logiciel Alceste)
+ Thématique (énonces)
+ Clinique (énonciation)

Dire ou ne pas dire
» Les couples donneurs se confient a quelques amuis proches.
= Les couples receveurs recherchent le soutien de leur famille.

Pariz, Torra Nova.
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Développement de la folliculogenese in vitro comme alternative thérapeutique pour la
préservation de la fertilité féminine
Renato FANCHIN (hépital Antoine Béclére, Clamart)

Obijectifs : Notre projet vise a développer la folliculogenése in vitro chez la femme a partir de follicules
primordiaux. Sur le plan clinique, une des retombées importantes de ce développement sera la
préservation de la fertilité féminine, en particulier face aux traitements anti-cancéreux gonadotoxiques.
Notre centre d’AMP a I'Hbpital Béclere a Clamart est une plateforme active pour la préservation de la
fertilité. Néanmoins, les techniques actuellement disponibles doivent progresser afin de répondre a
'ensemble des situations cliniques, en leur garantissant de bons taux de succés. La folliculogenése in
vitro a partir de fragments de cortex ovariens prélevés chirurgicalement avant traitement gonadotoxique
pourrait constituer une alternative permettant de paliers aux inconvénients des techniques actuelles.
Méthodologie : Des résultats encourageants ont été obtenus ces derniéres années aussi bien chez la
souris que dans I'espéce humaine. Cependant, 'objectif final de la technique reste I'obtention d’'un
ovocyte mature. Nous proposons une stratégie en deux étapes: 1. culture du cortex ovarien pour faire
croitre les follicules du stade primordial au stade préantral et 2. culture de follicules isolés du stade
préantral au stade petit antral. Par la suite, les ovocytes seront maturés in vitro pendant 24h mais ne
feront pas I'objet de fécondation, cette derniére technique étant déja utilisée en routine dans notre centre
d’AMP. La mise au point de la technique sera faite a partir d’'ovaires de femmes transsexuelles suivies
a I'Hopital Foch et de femmes opérées pour des pathologies gynécologiques a I'Hbpital Béclére.

Par ailleurs, nous comptons améliorer I'efficacité et I'innocuité de la technique de folliculogenése in vitro
chez la femme. Actuellement, les équipes internationales qui s’y intéressent utilisent un inhibiteur de
PTEN, qui est un géne suppresseur de tumeur, pour stimuler la croissance folliculaire. Bien que
l'inhibition de PTEN semble étre une voie prometteuse, I'innocuité d’un tel procédé sur 'embryon futur
n‘est pas garantie. Il nous semble nécessaire d’identifier d’autres facteurs capables de stimuler la
croissance folliculaire in vitro. L’hormone anti-Mullérienne (AMH), connue pour inhiber le recrutement
des follicules primordiaux, semble étre un candidat de choix. Nous souhaitons ainsi en paralléle identifier
par criblage a haut débit des antagonistes de 'AMH via la plateforme CIBLOT (Chatenay Malabry) qui
possede deux chimiothéques de 6500 et 1500 composés.

Résultats attendus: Obtention d’'un ovocyte humain en stade métaphase Il a partir de follicules
primordiaux. Ce développement pourra offrir de nouvelles perspectives cliniques dans le cadre de la
préservation de la fertilité ou bien des infertilités du couple. En outre, la maitrise de la folliculogenése in
vitro féminine permettra des progrés cognitifs considérables en particulier sur les facteurs impliqués
dans sa stimulation et son inhibition.

Publication :

Pierre A, Estienne A, Racine C, Picard J-Y, Fanchin R, Lahoz B, et al. The Bone Morphogenetic Protein
15 Up-Regulates the Anti-Mullerian Hormone Receptor Expression in Granulosa Cells. J Clin Endocrinol
Metab. 1 juin 2016;101(6):2602-11.
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Développement d’un vecteur minigéne pour I’analyse de I’effet des variations inconnues sur
I’épissage de ’ARN CFTR
Claude FEREC (CHRU Brest)

Le géne CFTR est le siege de plus de 1600 anomalies différentes décrites au sein du Consortium
international d’étude des mutations du géne CFTR (www.genet.sickkids.on.ca), et a c6té des mutations
fréquentes, il existe de nombreuses variations dont le caractére délétére n’est pas clairement établi, qui
mettent parfois en difficulté les généticiens moléculaires et les cliniciens. Ceci est particulierement vrai
lorsqu’il s’agit de variations introniques ou de variations exoniques silencieuses, dont on sait qu’elles
peuvent affecter I'épissage de 'ARN CFTR et donner ainsi naissance a des protéines tronquées ou en
guantité insuffisante. Plusieurs outils de prédiction in silico de I'impact des variants de séquence sur
I'épissage existent et sont maintenant largement utilisés dans les laboratoires. Mais, méme s’ils ont
prouveé leur efficacité dans I'analyse de variants d’épissage de nombreux génes, il est important de
pouvoir valider ces prédictions bioinformatiques par une analyse fonctionnelle in vitro.

Le projet de travail que nous nous proposons de réaliser a pour but de proposer une technique
compatible avec une utilisation en situation d’'urgence diagnostique pour I'analyse des variations
nucléotidiques rapportées dans le géne CFTR et plus particuliérement d’étudier leur impact sur
I'épissage de 'ARN CFTR.

A partir d’'une construction originale d’'un vecteur pcDNA3.1 dans laquelle nous avons introduit les
exons 1, 2 et 3 du géne ubiquitaire PoIR2G sous l'influence du promoteur CMV, nous allons cloner par
une technique de recombinaison homologue, différentes séquences sauvages et mutées du géne
CFTR dont nous étudierons parallélement les transcrits a partir de prélevements d’épithélium nasal.
Ces vecteurs produits seront utilisés pour transfecter deux lignées cellulaires (les cellules Hela et les
cellules T84), a partir desquelles les ARNm seront extraits et analysés au bout de 24h de culture.
Seize variations a étudier ont été sélectionnées sur la base des résultats obtenus par les prédictions
bioinformatiques, et sont regroupées en quatre classes en fonction de I'effet attendu sur I'épissage de
'ARN (exclusion compléte d’exon, exclusion partielle, utilisation d'un site cryptique d’épissage, ou
absence d’effet).

La premiere étape va consister a tester quatre échantillons d’ADN appartenant a ces quatre classes, et
a confronter les résultats obtenus in vitro a partir des transfections réalisées dans les deux types
cellulaires avec les résultats des prédictions bioinformatiques et a partir de 'ARN des patients. Enfin,
nous compléeterons cette étude par I'analyse d’'un nombre important de variants, avant de pouvoir
proposer cet outil a la communauté scientifique.

Publication :

Bonini J, Varilh J, Raynal C, Théze C, Beyne E, Audrezet M-P, et al. Small-scale high-throughput
sequencing—based identification of new therapeutic tools in cystic fibrosis. Genetics in Medicine. oct
2015;17(10):796-806.
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Apport de la congélation embryonnaire dans un programme de FIV avec ou sans culture
prolongée
Dominique LE LANNOU (CHU Rennes)

Si le transfert mono-embryonnaire des embryons frais ou congelés a J2-J3 permet d’obtenir des taux
cumulés de grossesses par ponction élevés en diminuant le risque de grossesse multiple, c’est au prix
de nombreux transferts d’embryons congelés.

Le transfert au stade de blastocyste, en améliorant la sélection des embryons potentiellement évolutifs,
permet d’augmenter le taux d'implantation, et de diminuer ainsi le nombre de transferts. Les résultats de
la congélation lente de blastocyste étant malheureusement modestes, les taux de grossesse cumulés
observés aprés transferts frais ou congelés de blastocystes restent inférieurs a ceux obtenus aprés
transfert a J2-J3. Les techniques de vitrification utilisées dans de nombreux pays semblent cependant
avoir amélioré de maniére spectaculaire les taux d'implantation des blastocystes congelés. L’objectif de
cette étude est donc de comparer les taux de grossesse cumulés obtenus apres transfert a J2-J3 versus
blastocyste.

Il s’agit d’'une étude clinique prospective randomisée réalisée chez des patientes de moins de 38 ans
lors du premier cycle de FIV-ICSI et, chez lesquelles au moins 5 embryons de bonne qualité (type | ou
II) ont été obtenus a J2-J3. Deux groupes seront définis par tirage au sort : soit transfert et congélation
lente des embryons au stade J2-J3, soit transfert et vitrification au stade blastocyste J5-J6. Tous les
transferts seront mono-embryonnaires. Les résultats seront appréciés en terme de taux d’'implantation
frais et congelé, de taux de développement en blastocyste, de taux de survie a la décongélation, mais
surtout en terme de taux cumulés (transfert d’embryons frais + congelés) de grossesse par ponction,
notre objectif étant essentiellement de diminuer le nombre de transferts frais et congelé sans diminuer
les taux cumulés de grossesse.
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« AMP, diagnostic prénatal !'agnostic génétique »

VITRIFICATION OVOCYTAIRE EN DON D’OVOCYTES ay
Gj Constitution d’une banque d’ovocytes

-

Deville M 2, Lopes M1, Griveau JF1, Jouve G, Veau S', Morcel K?,Leveque J?, Kazdar N1, Viard P!, Ravel C! enie

1 Service de Biologie de la reproduction-CECOS, CHU de Rennes, 16 Bd de Bulgarie, 35 000 Rennes
2Service de Gynécologie,CHU de Rennes, 16 Bd de Bulgarie, 35 000 Rennes

r
Introduction Resultats
Grace a la mise en place de la technigue de vitrification (technique
de congélation ultra-rapide des ovocytes) dans les centres d’AMP, Don dovocyte (DO) asynchrone avec 100%
I'organisation des traitements inhérents au don d’ovocytes a été vitrification ovocytaire
bouleversée, offrant désormais un meilleur confort aux receveuses
puisque le transfert embryonnaire peut a présent étre programmeé, Ovocytes vitrifiés dans le cadre du don 279
selon les mémes principes que ceux du transfert d’'un embryon d'ovocytes :
congelé.
Taux de survie des ovocytes réchauffés 78%
Méthodologie Taux de fécondation des ovocytes ayant 72.5%

) e L. survécu au réchauffement
Dans notre laboratoire, au CECOS de Rennes, la vitrification a été

introduite dés 2012 et, depuis janvier 2014, tous les ovocytes Taux de clivage des ovocytes fécondés 98%

destinés au don sont vitrifiés.
Taux de grossesse clinique en DO 22.8%

*  Nous utilisons un systeme de vitrification en systéme ferme, . :
a. par transfert d'embryon frais

ce qui garantit une sécurité sanitaire optimale.

*  Le systéme utilisé est le RAPID-I™ VITRIFICATION SYSTEME b. par transfert d'embryon issu 22%
(VITROLIFE) associé au milieu de cryoconservation Vit Kit®- d’ovocyte vitrifié/réchauffé.
Freeze/ Thaw (Irvine Scientific) selon les recommandations du
fabricant.

= 2 ovocytes intacts sont attribués a chaque don sur 3 dons ce
qui correspond a 6 ovocytes intacts au total par receveuse.

Conclusions

Grace a la vitrification, une véritable banque d'ovocytes a pu étre
constituée, sur le méme principe que la banque de sperme.

Nous pouvons proposer aujourd’hui une prise en charge optimale a
nos patientes, en conservant les mémes taux de grossesse avec des
ovocytes vitrifiés qu’avec des ovocytes frais.

Vitrification ovocytaire

La vitrification ovocytaire permet ainsi une meilleure gestion de la
liste d'attente, les délais étant particulierement longs en France.

Ovocyte humain vitrifié

Journées de I’'Agence
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Séquencage a haut débit et diagnostic de pathologies monogéniques a haute hétérogénéité
non allélique
Jean-Louis MANDEL (IGBMC, Strasbourg)

De nombreuses maladies génétiques définies cliniquement sont caractérisées par une tres importante
hétérogénéité génétique non alléliqgue, des mutations dans de nombreux génes pouvant entrainer des
expressions cliniques identiques ou tres proches, et la recherche exhaustive de mutations devient
impossible en pratique avec les stratégies « classiques » (séquencage capillaire, avec ou sans
prescreening par analyse de fusion type HRM ou DHPLC). Or le diagnostic étiologique précis est
essentiel pour le conseil génétique, et dans certains cas pour la prise en charge médicale et dans le
futur pour des approches thérapeutiques mutations spécifiques ou de thérapie génique. Trés
récemment, l'introduction du séquencage a trés haut débit a révolutionné les approches de génomique,
et commence a trouver des applications dans l'identification de nouveaux genes impliqués dans des
maladies monogéniques. Mais les applications diagnostiques hors projet de recherche restent a
développer, en tenant compte des aspects de colt, de fiabilité, et de complexité de I'analyse
bioinformatique.

Nous proposons, a travers 3 pathologies hétérogénes, de développer des stratégies d’applications
diagnostiques basées sur le séquencage a haut débit utilisant le séquenceur Illlumina/Solexa (le plus
répandu) et des stratégies de capture d’exons et de « DNA pooling ». Les 3 pathologies dont notre
laboratoire diagnostic est un spécialiste reconnu, sont le syndrome de Bardet-Biedl, les ataxies (et
notamment les ataxies récessives ou sporadiques) et enfin le retard mental lié¢ au chromosome X. Une
premiére étape de validation fera appel a des ADN porteurs de mutations connues, et sera suivie d’une
étape de test d’ADN a mutations non connues. Nous calculerons le cout et l'efficacité des diverses
stratégies testées.

Publication :

Redin C, Gerard B, Lauer J, Herenger Y, Muller J, Quartier A, et al. Efficient strategy for the molecular
diagnosis of intellectual disability using targeted high-throughput sequencing. Journal of Medical
Genetics. 1 nov 2014;51(11):724-36.
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Projet du Séquengage d’Exome de ’'Homme Infertile
Ken McElreavey (Institut Pasteur)

Le séquengage d’exome entier est une technique efficace de séquengage des régions codantes de
lensemble du génome humain permettant une stratégie, devenue abordable financiérement,
d’identification de nouveaux génes associés a des pathologies Mendéliennes communes ou rares.
L’intérét de cette technologie est d’identifier les variants fonctionnels responsables de la maladie sans
le colit exorbitant du séquencage du génome entier ni 'aspect chronophage du séquengage de plusieurs
génes candidats. Environ 85% des mutations entrainant une pathologie sont localisées dans les régions
codantes protéiques du génome. Le séquengage d’exome est donc logiquement devenu la méthode de
choix pour l'identification des mutations pathogénes en génétique médicale sans connaissance a priori
des génes impliqués. L’objectif de ce projet est d’identifier les causes génétiques d’infertilité dans des
groupes spécifiques d’hommes infertiles qui sont difficiles & analyser par les approches génétiques
classiques. Les analyses vont inclure des individus présentant :

une azoospermie par arrét en méiose

une azoospermie par absence de cellules germinales (Sertoli cell Only)

une tératozoospermie monomorphe

une oligozoospermie avec anomalies de méthylation.

Nous proposons de réaliser un séquengage d’exome sur des échantillons d’ADN représentatifs de
patients bien définis cliniguement et phénotypiguement dans chacun de ces groupes (total de 16
échantillons). L'Unité de Génétique du Développement Humain posséde déja une expertise dans ce
domaine et maitrise cette nouvelle technologie. L’ADN génomique est enrichi pour tous les exons puis
le séquencage est réalisé en utilisant la technologie Life Sciences SOLID system. Les analyses
bioinformatiques complétes seront réalisées sur 'ensemble des datasets et les mutations pathogéniques
potentielles identifiées seront validées par une confirmation moléculaire génétique ainsi que par des
études fonctionnelles. Cette puissante approche devrait apporter un nouvel éclairage aux différentes
formes d'infertilité masculine réfractaires jusqu’a présent aux analyses génétiques. Il en résultera de
nouveaux diagnostics et de nouveaux tests pronostiques, fournissant de nouvelles informations sur la
transmission et le risque de développer une infertilité aux générations futures issues des techniques
d’Assistance Médicale a la Procréation.



Agence de la biomédecine

Etude de la dynamique familiale et du processus de filiation chez des couples parentaux
apres assistance médicale ala procréation : Etude clinique comparative

Nadjet NOURI (Université Paul Sabatier)

Les techniques de procréations médicalement assistées (AMP) qui ont été développées ces derniéres
années permettent a des couples infertiles, voire stériles, de procréer avec ou sans leurs gameétes. Ces
couples deviennent parents en maintenant la filiation reconnue Iégalement comme étant charnelle, sans
pouvoir cependant se représenter les effets subjectifs qui en découlent. Face a la multitude des discours
suscités par ces techniques, il est opportun de s’intéresser au mode de réponse formulée par les parents,
et en particulier a l'investissement paternel de I'enfant issu d’une telle intervention sur la réalité de la
procréation par ces méthodes.

Dans ce contexte, I'étude clinique proposée dans cette recherche se base sur une analyse du discours
des couples parentaux rencontrés lors d’'un entretien semi-structuré en présence de leur enfant agé de
6 a 9 ans, puis lors d’entretiens individuels avec chacun des membres de la famille (pére, mere,
enfant(s)). La population étudiée de couples présentant une infertilité d’origine masculine, comptera
deux groupes : - un groupe de 30 couples ayant eu des enfants par AMP intraconjugale et un autre
groupe formé de 30 couples ayant eu des enfants par AMP avec don de sperme.

Nous faisons I'hypothése que ces techniques d’assistance a la procréation marquent I'identité parentale
et nous pensons notamment retrouver dans notre échantillon des différences entre les couples ayant eu
recours a une AMP avec ou sans don de sperme. Les résultats attendus de cette recherche vont
permettre d’'une part de repérer les indicateurs cliniques pouvant étre pertinents pour les équipes de
médecine de la reproduction dans la prise en charge proposée aux couples, et d’autre part d’analyser
le mode du fonctionnement paternel, la filiation, et ses conséquences sur le destin de I'enfant.
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Qualité du gamete méle chez les hommes infertiles pris en charge en AMP : retentissement

des folates sur I’épigénome
Cécilia RAVEL (Institut Pasteur)

OBJECTIFS :

Objectif principal

Evaluer 'impact du traitement par folates sur la méthylation de 'ADN spermatique de patients infertiles
avant prise en charge en Assistance Médicale a la Procréation.

Objectifs secondaires

Evaluer I'efficacité du traitement par acide folique comparée a celle de son placebo chez des hommes
infertiles sur le résultat de la prise en charge habituelle en FIV = ICSI (taux de grossesse). Evaluer le
retentissement des anomalies de méthylation de ’ADN des spermatozoides et leur correction éventuelle
apres traitement sur les résultats de la prise en charge habituelle en FIV * ICSI (taux de grossesse).
RESULTATS ATTENDUS :

corrélations indiquant des génes ou des groupes de génes (voies de signalisation, réseaux) qui
présentent des altérations de méthylation chez 'lhomme en situation pathologique.

déterminer si les profils de méthylation modifiés sont constants chez les patients eux-mémes avec ou
sans traitement par acide folique.

METHODOLOGIE :

Dans le cadre du PHRC (AOM 10052) FOLFIV, 'impact des folates dans la prise en charge de l'infertilité
masculine va étre analysé par une grande étude multicentrique contrélée randomisée en double insu
comparant deux groupes paralleles de 390 patients dans chaque bras: Acide folique 15 mg/j versus
placebo, par voie orale pendant 3 mois au minimum (durée d’un cycle de spermatogenése).

Cette étude permettra d’évaluer lefficacité du traitement par l'acide folique sur les paramétres
spermatiques et sur la qualité nucléaire des gameétes et d’évaluer également I'impact du génotype
MTHFR des patients sur les taux de grossesse et les paramétres masculins en fonction du traitement
pris (acide foliqgue ou placebo). Le recrutement des 780 patients va débuter dans les semaines a venir
avec une durée d’étude prévue de trois ans.

La présente demande concerne donc le financement des analyses de biologie moléculaire
(génotypage, analyses de méthylation de ’ADN spermatique) des sujets de cette importante
cohorte.

Il s’agit de la premiere étude de grande envergure sur le sujet.
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VITRIFICATION OVOCYTAIRE EN DON D’OVOCYTES gy
C.J Constitution d’'une banque d’ovocytes

-

Deville M 2, Lopes M?, Griveau JFL, Jouve G1, Veau S, Morcel K2, Leveque J2, Kazdar N, Viard P1, Ravel C1
1Service de Biologie de la reproduction-CECOS, CHU de Rennes, 16 Bd de Bulgarie, 35 000 Rennes
2Service de Gynécologie,CHU de Rennes, 16 Bd de Bulgarie, 35 000 Rennes
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Introduction Reésultats
Gréace a la mise en place de la technique de vitrification (technique
de congélation ultra-rapide des ovocytes) dans les centres d’AMP, Don d'ovocyte (DO) asynchrone avec 100%
I'organisation des traitements inhérents au don d’ovocytes a été vitrification ovocytaire

bouleversée, offrant désormais un meilleur confort aux receveuses
puisque le transfert embryonnaire peut a présent étre programme,

. o , Ovocytes vitrifiés dans le cadre du don 7789
selon les mémes principes que cet.{x du transfert d’'un embryon d'ovocytes :
congelé.
Taux de survie des ovocytes réchauffés 78%
Mét hodologie Taux de fécondation des ovocytes ayant 72.5%

. e L, survécu au réchauffement
Dans notre laboratoire, au CECOS de Rennes, la vitrification a été

introduite dés 2012 et, depuis janvier 2014, tous les ovocytes Taux de clivage des ovocytes fécondeés 98%

destinés au don sont vitrifiés.
Taux de grossesse clinique en DO 22.8%

*  Nous utilisons un systeme de vitrification en systéme fermé, " )
a. par transfert d'embryon frais

ce qui garantit une sécurité sanitaire optimale.

*  Le systeme utilisé est le RAPID-I™ VITRIFICATION SYSTEME b. par transfert d'embryon issu 22%
(VITROLIFE) associé au milieu de cryoconservation Vit Kit®- d’ovocyte vitrifié/réchauffé.
Freeze/ Thaw (Irvine Scientific) selon les recommandations du
fabricant.

* 2 ovocytes intacts sont attribués a chaque don sur 3 dons ce
qui correspond a 6 ovocytes intacts au total par receveuse.

Conclusions

Gréace a la vitrification, une véritable banque d’ovocytes a pu étre
constituée, sur le méme principe que la banque de sperme.

Nous pouvons proposer aujourd’hui une prise en charge optimale a
nos patientes, en conservant les mémes taux de grossesse avec des
ovocytes vitrifiés qu’avec des ovocytes frais.

Vitrification ovocytaire

La vitrification ovocytaire permet ainsi une meilleure gestion de la
liste d'attente, les délais étant particuliérement longs en France.

Ovocyte humain vitrifié

Journées de I’'Agence

agence dela
L l biomédecine 28-29 mai 2015
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Distribution de la consanguinité dans les communautés libanaises
Jean-Louis SERRE (Université de Versailles)

1- Contexte

Il peut étre utile pour le conseil génétique et de 'AMP par fécondation in vitro, de disposer d’'une mesure
de la consanguinité afin de mieux évaluer des risques pathologiques et c’est une question réecemment
abordée par le groupe de travail « accueil de 'embryon » au sein de ’Agence de la Biomédecine.

Les mariages entre apparentés conduisent a la consanguinité de leurs descendants caractérisée par
’homozygotie par descendance (HBD : homozygote by descent) de nombreux segments du génome et
a l'identité par descendance (IBD : identity by descent) du génotype pour de nombreux genes.

Les tailles des zones HBD et la proportion du génome sous cet état augmentent avec la relation de
parenté des conjoints, et la consanguinité augmente la fréquence des maladies récessives du fait de
'augmentation de la probabilité IBD aux locus des génes impliqués dans ces maladies. L’estimation de
la consanguinité « proche » résultant d’'unions volontaires entre apparentés et de la consanguinité
éloignée relevant de I'isolement populationnel et d’'unions involontaires entre apparentés reléve autant
d’'une finalité scientifique fondamentale (anthropologie, génétique des populations) que d’une finalité
médicale et appliquée (santé publique, conseil génétique, AMP, évaluation des risques de pathologies
récessives, cartographie des génes impliqués dans cellesci).

Les méthodes classiques d’évaluation de la consanguinité par 'analyse généalogique ou I'estimation
des écarts a la panmixie pour des fréquences génotypiques de polymorphismes sont aujourd’hui
relayées par des méthodes génomiques applicables a des centaines de milliers de polymorphismes de
type SNP (single nucléotide polymorphism) dont les plus proches sont en déséquilibre de liaison et
peuvent définir des blocs spécifiques d’un isolat. 2- Objectifs

Le premier objectif est d’étudier la distribution HBD dans les génomes individuels de la population
libanaise et de comparer les résultats obtenus en fonction de I'appartenance communautaire qui a une
réalité politique, historique et humaine dans ce pays, les communautés Maronite, Grecqueorthodoxe,
Sunnite et Chiite, éventuellement une cinquiéme, Druze.

Le second objectif, méthodologique vis-a-vis de I'approche classique de la mesure généalogique de la
consanguinité proche, est de valider cette méthode d’estimation de la consanguinité globale via la
distribution et la taille des zones génomiques HBD afin d’en faire un outil de génétique des populations
applicable aux études de populations et en médecine (conseil génétique ou AMP). 3- Résultats
attendus La réalisation des deux objectifs définis au paragraphe précédent.

4-Méthodologie

Le matériel est stocké dans la DNAtheque de 'unité de génétique médicale (UGM) de l'université Saint
Joseph (USJ) de Beyrouth, partenaire de ce projet (échantillons d’ADN recueillis avec consentement
pour la recherche).

L’analyse génomique a déja commenceé sur puces « Affymetrix cytogenetics 2.7 M arrays » et nécessite
un complément de financement justifiant la demande de subvention a I'agence de la biomédecine.

Elle associe des partenaires spécialistes du domaine sur le plan théorique ou pratique.

Publication :

Jalkh N, Sahbatou M, Chouery E, Megarbane A, Leutennegger A-L, Serre J-L. Genome-wide inbreeding
estimation within Lebanese communities using SNP arrays. European Journal of Human Genetics
[Internet]. 26 nov 2014 [cité 19 juin 2015]; Disponible sur:
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/ejhg.2014.246
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Mesure de la consanguinité dans les communautés de la population libanaise
Jalkh N12, Sahbatou M3, Chouery E1, Megarbane Al, Leutennegger AL*®, Serre JL.2

L-Unité de Génétique Médicale et Laboratoire associé INSERM & I'Unité UMR_S910, Faculté de Médecine, Université Saint-Joseph, Beyrouth, Liban; 2- EA 2493 « pathologie cellulaire & génétique, de la
conception 4 la naissance », Université de Versailles-Saint Quentin en Yvelines, France; 3- Fondation Jean Dausset-CEPH, 27 rue Juliette Dodu, 75010 Paris, France; *- Inserm, U946, 27 rue Juliette Dodu, 75010
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Syndrome d’hyperstimulation ovarienne et activation endothéliale : caractére prédictif du
dosage de microparticules endothéliales

Antoine TORRE (Hbpital Intercommunal de Poissy Saint Germain en Laye)

Introduction : Le syndrome d’hyperstimulation ovarienne (HSO) est une complication peu prévisible et
purement iatrogéne des cycles de stimulation ovarienne, d’autant plus fréquente que la réponse a la stimulation
est forte. Sa physiopathologie reste mal connue. Sa forme grave touche 0.2 a 1% des cycles de stimulation
ovarienne, découle de troubles de perméabilité vasculaire et d’'une tendance a I'hypercoagulabilité, requiert
parfois des soins intensifs et peut étre mortelle.
Associant classiqguement dysfonction endothéliale et hypercoagulabilité, le phénoméne d’activation
endothéliale pourrait étre le dénominateur commun conduisant au syndrome d’hyperstimulation ovarienne,
voire en constituer le terrain ou en prédire la gravité, comme cela a déja été montré dans de nombreuses
pathologies (accident vasculaire cérébrale, infarctus, lupus...). L’activation endothéliale n’a pourtant pas été
explorée en cas d’'HSO.
Objectifs : Evaluer le dosage sérique de microparticules endothéliales (marqueur original d’activation
endothéliale) comme prédictif de la survenue du syndrome d’hyperstimulation ovarienne. Etudier
'hypercoagulabilité et l'altération de la perméabilité endothéliale associées a la mise en évidence de ce
marqueur.
Méthodologie : Etude cas-témoins appariée :
- Evaluant rétrospectivement I'évolution de

o0 marqueurs d’activation endothéliale (microparticules endothéliales, E-sélectine)

0 marqueurs procoagulants (microparticules plaquettaires, érythrocytaire, leucocytaire, facteur Von
Willbrand, facteur thrombine anti thrombine, fragment 1+2 de la prothrombine) o marqueur de la
disjonction endothéliale (CD 146 soluble)
- tout au long de cycles de stimulation ovarienne, -
en comparant trois groupes de patientes
o le groupe « cas » ayant finalement développé un syndrome d’hyperstimulation ovarienne o le groupe «
témoins a haut risque » n’ayant pas développé d’HSO malgré une réponse a la stimulation ovarienne
équivalente a celle des cas o le groupe « témoins a bas risque » n’ayant développé ni forte réponse a la
stimulation ni HSO.

Résultats attendus :

- mise en évidence du phénomeéne d’activation endothéliale comme prédicteur de survenue d’HSO

- meilleur compréhension de la physiopathologie de 'HSO, notamment des relations entre hypercoagulabilité
et troubles de la perméabilité vasculaire

Aspects originaux et perspectives : Recherche originale du phénomeéne d’activation endothélial au cours de
cycles de stimulation ovarienne, compliqués ou non de syndrome d’hyperstimulation ovarienne.

La meilleure compréhension du mécanisme physiopathologique de 'HSO apportée par cette étude, comme la
mise en évidence d’'un I'éventuel caractére prédictif du dosage des microparticules, permettra '’émergence de
prise en charge novatrice, préventives ou thérapeutiques, pour une pathologie qui pour l'instant reste
imprévisible, redoutée et peu accessibles aux traitements conventionnels.



