
  

Projets de recherche financés dans le cadre de l’appel d’offres 2014 
« AMP, diagnostic préimplantatoire et diagnostic génétique »  

Résumés résultats et publications 

  

Chercheur  Sujet de recherche  Subvention allouée 

BANREZES  

Bernadette  

Mesure de l’impact métabolique des milieux de culture utilisés pour 

la fécondation in vitro   
39 803 €  

BIETH Eric  
Recherche de nouveaux déterminants génétiques de l’infertilité 

masculine par absence bilatérale congénitale des canaux déférents   
25 000 €  

CALLIER Patrick  
Diagnostic des réarrangements chromosomiques et des mutations 

par séquençage haut-débit  
15 000 €  

COSTA Jean-Marc  
Evaluation de la performance du dépistage prénatal non invasif des 

trisomies 13, 18  et 21 au cours des grossesses obtenues après  
assistance médicale à la procréation   

25 000 €  

DELALANDE  

Christelle  
Estrogènes, xénoestrogènes et qualité des spermatozoïdes humains   20 000 €  

DELLUC Aurélien  
AMPERT : Assistance Médicale à la Procréation et Risque  

Thrombotique   
20 340 €  

DRUNAT Séverine  
Diagnostic prénatal non invasif de la drépanocytose par séquençage 

nouvelle génération (NGS)   
39 857 €  

FOUCHET Pierre  
Etude des mécanismes régulant in vitro la balance entre unipotence 

et pluripotence des cellules souches germinales mâles  
25 000 €  

HENNEBICQ  

Sylviane  

Vers une AMP plus physiologique par l’utilisation des 

phospholipases A2 acrosomiales   20 000 €  

HOFFMANN Pascale  
Apport du dosage de la prokinéticine 1 (PROK1) dans le liquide 

folliculaire et les cellules folliculaires en fécondation in vitro   
30 000 €  

MANDEL Jean-Louis  
Evaluation d’une stratégie de diagnostic génétique des troubles du 

spectre autistiques avec ou sans déficience intellectuelle   
20 000 €  

MELKI Judith  
Approches pangénomiques et séquençage de l’exome entier dans 

les maladies orphelines neuropédiatriques dans l’errance  
diagnostique  

30 000 €  

MORCEL Karine  
Etude protéomique de l'endomètre chez les receveuses sous 

traitement hormonal substitutif dans le cadre du don d'ovocytes   
15 000 €  

MULLER Jean  
Validation du diagnostic moléculaire par séquençage haut débit ciblé 

des rétinopathies pigmentaires   
20 000 €  

ROORYCK THAMBO  

Caroline  

Dépistage prénatal non invasif d’aneuploïdies fœtales dans le 
plasma maternel par séquençage haut débit par la technologie des  

semi-conducteurs   
15 000 €  

VIVILLE Stéphane  
Génétique de l’infertilité masculine : gènes impliqués dans 

l’azoospermie non obstructive   
20 000 €  

ZORDAN Cécile  
Evaluation de la lettre d’information de la parentèle dans le cadre 

d’un examen des caractéristiques génétiques  20 000 €  

 
 

 



  

Thèmes de recherche : 

1. Sciences humaines, juridiques, économiques et sociales : études dans le domaine de la santé 

publique / épidémiologie et de l’éthique, notamment dans les domaines du don de gamètes et des 

nouvelles techniques d’analyse du génome 

2. Sécurité et qualité des pratiques en matière d’assistance médicale à la procréation, de diagnostic 

prénatal et préimplantatoire, et de génétique 

3. Amélioration des méthodes et techniques en matière d’assistance médicale à la procréation, de 

diagnostic prénatal et préimplantatoire, et de génétique 

4. Qualité des gamètes 

5. Préservation de la fertilité 

  



  

Mesure de l’impact métabolique des milieux de culture utilisés pour la fécondation in 

vitro (Bernadette BANZERES)  
  

La fécondation chez les mammifères est un processus très sensible aux perturbations du métabolisme. 

De faibles variations de la composition en substrats du milieu de culture au cours des premiers stades 

de la fécondation in vitro peuvent modifier l'activité métabolique des embryons et orienter le 

développement embryonnaire. Les approches pour mesurer ces différences d'activité et identifier 

les paramètres régulateurs provenant des milieux de culture sont confrontées à plusieurs difficultés. 

Nous ne connaissons pas l'ampleur des variations d'activité métabolique provoquées par les milieux de 

culture dont les formules, mises au point pour l'AMP, demeurent secrètes. Il n'existe aucune méthode 

permettant de relier l'activité fonctionnelle des oeufs à leur potentiel de développement. Il est connu que 

les effets à long terme sont très variables et pourraient avoir des conséquences sur la santé à l'âge 

adulte.  

Objectif  

Pour évaluer l'effet des milieux de culture destinés à l'AMP sur le développement, nous proposons de 

conjuguer l’analyse des signaux calciques et des coenzymes NAD et FAD avec les profils d’expression 

des microARN et autres ARN non codants durant les premiers instants de la fécondation. Le couplage 

entre les premiers signaux calciques et le début de la régulation épigénétique du développement devrait 

permettre d'établir des corrélations fonctionnelles entre le régime des signaux Ca2+, l'activité 

mitochondriale (phosphorylation oxydative, expression des microARN) et le développement à terme. 

Ce projet vise à compléter l'unique contrôle qualité des milieux destinés à l'AMP dénommé MEA (Mouse 

Embryo Assay) qui consiste à vérifier qu'au moins 80% des embryons de souris cultivés durant 72-96 h 

dans ces milieux atteignent le stade blastocyste.  

Méthodologie  

L'aspect novateur du projet repose sur la mise en relation, chez la souris, de la variabilité de la 

signalisation calcique spontanée de la fécondation avec les différences d’expression des microARN 

présents dans la mitochondrie. Ce couplage fonctionnel Ca2+- Mitochondrie pourrait contribuer à la 

régulation épigénétique du développement dès les premiers instants de la fécondation. Nous utilisons 

les oscillations Ca2+ à la fois comme un marqueur de l'activité métabolique et comme signal 

déterminant l'activité mitochondriale et le potentiel de développement des oeufs.  

A l'aide d'un programme de calcul que nous avons développé, nous pouvons décomposer chaque signal 

Ca2+ en deux phases principales, la phase de libération et la phase de recapture du Ca2+. L'analyse de 

variance de ces phases permet de quantifier les différences d'activité calcique liées à la formule des 
milieux. Résultats attendus  

Nous utiliserons deux milieux de référence chez la souris, M16 et KSOM, comme milieux étalons pour 

évaluer deux milieux commerciaux destinés à l'AMP: Cook et Vitrolife. Les résultats préliminaires 

montrent que la dynamique des signaux calciques peut être utilisée pour discriminer l'impact sur le 

métabolisme énergétique des milieux de culture. Nous nous attendons à obtenir des profils des 

microARN différents en fonction des milieux de culture du fait d’une stimulation mitochondriale calcique 

différente. Ce travail permettra de répondre à la question des effets à long terme liés à l'utilisation de 

milieux de culture et proposera une méthode de mesure quantitative de l'impact sur le fonctionnement 

génomique mitochondrial et le métabolisme énergétique pour la conception et l'amélioration des milieux 

de culture.  
  



  

 

Recherche de nouveaux déterminants génétiques de l’infertilité masculine par absence 

bilatérale congénitale des canaux déférents (Eric BIETH)  
  

Objectif : Identifier de nouveaux gènes impliqués dans l’absence bilatérale congénitale des canaux 

déférents (ABCD) non liée au gène CFTR grâce à une analyse comparative des séquences d’exome 

de patients atteints.  

  

Matériel et méthodes : 20 sujets issus d’une importante cohorte déjà constituée de patients infertiles 

suivis dans les CHU de Toulouse et de Lille, seront soigneusement sélectionnés sur la base d’une part 

de critères phénotypiques définissant strictement l’absence bilatérale de canaux déférents  

(azoospermie, critères cliniques, spermiologiques, hormonologiques, échographiques, chirurgicaux,..) 

et d’autre part sur la base d’une étude exhaustive du gène CFTR montrant l’absence de mutation 

causale. L’inclusion des patients dans cette étude est donc faite de manière retrospective sur la base 

d’explorations déjà réalisées et qui seront éventuellement complétées. La présence ou non d’une 

agénésie rénale sera le seul critère permettant de définir deux sous-groupes. La stratégie d’analyse 

comparative d’exomes individuels sur une cohorte de patients non apparentés phénotypiquement 

homogènes a été retenue du fait de l’inaccessibilité des données familiales permettant des analyses de 

liaison (absence de grande famille analysable) ou des études par trio. Les résultats finaux (après 

application des filtres) du séquençage des exomes par la technologie NGS seront comparés soit en 

prenant en compte soit l’ensemble des patients inclus, soit pour chaque sous-groupes (présence ou 

absence d’anomalies rénales). Les gènes candidats seront ensuite séquencés par la technique de 

Sanger afin de confirmer les variations nucléotidiques. Selon les résultats obtenus une validation des 

gènes candidats par séquençage Sanger pourra être envisagée grâce à une nouvelle cohorte plus 

importante de patients sélectionnés atteints d’une ABCD.   

  

Résultats attendus : de nombreuses évidences cumulées depuis près de 20 ans dans la littérature 

scientifique montrent que les mutations du gène CFTR ne sont pas les seuls déterminants génétiques 

de l’ABCD et que pour 15 à 20% des patients concernés l’ABCD reste inexpliquée. Le fait que cette 

anomalie de développement de structures dérivant du canal de Wolff soit parfois associée à des troubles 

de développement de l’appareil urinaire telle que l’agénésie rénale suggère  qu’au moins un autre gène 

est directement impliqué dans la survenue de certaines ABCD.  L’identification de mutations causales 

d’ABCD non liées au gène CFTR  pourra ainsi déboucher sur de nouvelles pistes étiopathogéniques et 

donc à une meilleure compréhension de ces anomalies du développement de l’appareil urogénital 

masculin qui sont une cause fréquente d’infertilité. La possibilité de disposer d’un diagnostic génétique 

des ABCD non liées au gène CFTR  permettrait une meilleure prise en charge de ces patients infertiles 

notamment  grâce à un conseil génétique adapté  

  
Publication : 

1. Patat O, Pagin A, Siegfried A, Mitchell V, Chassaing N, Faguer S, et al. Truncating Mutations in the 

Adhesion G Protein-Coupled Receptor G2 Gene ADGRG2 Cause an X-Linked Congenital Bilateral 

Absence of Vas Deferens. The American Journal of Human Genetics. août 2016;99(2):437‑42. 

  

  



  

 

Diagnostic des réarrangements chromosomiques et des mutations par séquençage 

haut-débit (Patrick CALLIER)  
  
Dans le génome humain, les micro-remaniements chromosomiques se présentent, entre autre, sous 

forme de moyennes ou grandes délétions et/ou duplications, appelées CNV (copy-number variant). 

L’ensemble de ces variations contribue en partie aux différences phénotypiques normales de la 

population générale mais peut être aussi à l’origine de maladies génétiques. Jusqu’à présent, ces CNV 

sont mis en évidence par les techniques de CGH-array et/ou de SNP-array. Avec l’apparition de 

nouvelles technologies comme le séquençage haut-débit (Next Generation Sequencing ou NGS), qui a 

permis l’identification de nouveaux gènes impliqués dans des maladies monogéniques, de nouveaux 

champs d’application sont apparus. Cette technologie permet depuis peu, à l’aide de nouveaux 

algorithmes, la détection de CNV pour l’instant uniquement testés sur des plateformes de séquençage 

haut-débit de type HiSeq. Cette technique demande à être optimisée et standardisée sur un appareil 

NGS de type MiSeq, maintenant mis à disposition dans tous les laboratoires de génétique moléculaire 

de France grâce au plan maladies rares 2, les plateformes de séquençage haut débit de type HiSeq 

restant rares.    
  

L’objectif de ce travail est   

1) De démontrer la possibilité d’identifier des réarrangements chromosomiques ou CNV exoniques 

détectés par la CGH-array, en utilisant la technique de séquençage d’exome avec algorithmes 

spécifiques sur MiSeq, à partir d’un échantillon de patients porteurs de CNVs connus non 

pathogènes  
  

2) De démontrer la supériorité de cette technologie en identifiant des remaniements exoniques de 

petite taille non détectés par CGH-array, mais aussi dans le même temps de mettre en évidence 

des mutations ponctuelles exoniques   

  

Pour cela, nous proposons de réaliser un séquençage d’exome sur Miseq à partir de 23 patients porteurs 

d’une déficience intellectuelle syndromique. En faisant l’hypothèse que cette technique permettra dans 

au moins 95% des cas avec une précision de 15% de mettre en évidence la présence d’un ou plusieurs 

CNVs, 23 patients seront nécessaires à cette étude. Les données générées seront analysées à l’aide 

de logiciel permettant la détection couplée des CNV et des SNV.   

En parallèle les données d’exomes de 23 patients pour lesquelles une analyse d’exome à déjà été 

réalisé sur Hiseq par notre équipe de recherche seront analysées.   

Ces patients auront bénéficié au préalable d’une CGH-array sur la plateforme de CGH-array de DIJON 

(180K Agilent avec une résolution de 22kb), qui aura été interprétée comme normale car sans variant 

pathogène pouvant expliquer le phénotype du patient, mais pour laquelle des variants polymorphes 

auront été détectés (environ une quinzaine de CNV >20kb connus dans la DGV), permettant de 

s’assurer que les nouveaux algorithmes ne passent pas à côté de variants connus.  Les données de 

Séquençage haut-débit seront analysées dans le département de Génétique de Dijon qui possède déjà 

une expertise dans ce domaine et maîtrise cette nouvelle technologie. L’acquisition d’un MiSeq a été 

possible grâce au PNMR2. L’analyse bio-informatique sera réalisée avec l’algorithme CoNIFER 

permettant une quantification du nombre de copies et une détection des CNVs rares <20 Kb  (Krumm 

et al., 2012), et une recherche de mutations ponctuelles sera réalisée en parallèle avec l’algorithme 

GATK, à partir de la plateforme de bio-informatique du CHU de Dijon et de l’université de Bourgogne 

mise en place en 2012.   

En conclusion, cette étude préliminaire, grâce à une analyse bio-informatique adaptée, permettra en 

une seule phase la détection de mutations et de réarrangements chromosomiques (ou CNV) chez des 

patients présentant une déficience intellectuelle syndromique. Cette technique permettra d’optimiser et 

standardiser cette méthode pour l’étude des CNVs sur un appareil NGS mis à disposition dans tous les 

laboratoires de génétique moléculaire de France grâce au PNMR2, dans l’intérêt de tous les laboratoires 

de génétique humaine de France.  

 

Publication : 

Quartier A, Poquet H, Gilbert-Dussardier B, Rossi M, Casteleyn A-S, Portes V des, et al. Intragenic 

FMR1 disease-causing variants: a significant mutational mechanism leading to Fragile-X syndrome. 

European Journal of Human Genetics. avr 2017;25(4):423‑31. 

  



  

 

Evaluation de la performance du dépistage prénatal non invasif des trisomies 13, 18 et 

21 au cours des grossesses obtenues après assistance médicale à la procréation (Jean-

Marc COSTA)  
  

 
 

 

 

  



  

 

Estrogènes, xénoestrogènes et qualité des spermatozoïdes humains (Christelle 

DELALANDE)  
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AMPERT : Assistance Médicale à la Procréation et Risque Thrombotique (Aurélien 

DELLUC)  
  
La fécondation in-vitro (FIV) est largement utilisée dans le cadre de l’aide médicale à la procréation 

(AMP). En France, en 2008, 52000 FIV ont été pratiquées, aboutissant à 9000 naissances. Des 

complications thrombotiques ont été rapportées au cours des procédures de FIV. Ces complications 

thrombotiques touchent à la fois le territoire artériel et le territoire veineux.  

La différence importante entre l'incidence des complications thrombotiques notifiées à l’AMPvigilance 

(15 évènements thrombotiques déclarés, ce qui correspond à une incidence de 0,03 pour cent cycles 

ovariens) et les incidences rapportées dans la littérature (0,08 à 0,11 pour cent cycles de stimulation) 

peut être attribuée aux éventuelles différences entre les pratiques françaises par rapport aux études 

publiées. Un recours plus large à la prévention antithrombotique ou l’utilisation de traitements différents 

pour la stimulation ovarienne pourraient expliquer la faible incidence de complications thrombotiques 

notifiées à l’AMPvigilance.  

Des recommandations sous l’égide de l’agence de la biomédecine sur la prévention du risque 

thrombotique lié à la FIV ont été publiées en 2013. Dans son rapport, le groupe de pilotage des 

recommandations souligne le peu d’informations concernant l’incidence des événements thrombotiques 

veineux lors d’AMP et qu’en l’absence d’études spécifiques, l’incidence des complications artérielles est 

inconnue.  

Objectif  

L’objectif principal de cette étude est de décrire les pratiques professionnelles concernant la pathologie 

thrombotique au cours des procédures de FIV (prévention, diagnostic, traitement). L’objectif secondaire 

est de déterminer prospectivement l’incidence et les facteurs de risque des complications thrombotiques 

artérielles et veineuses chez les femmes survenant au cours des procédures de FIV.  

Méthodologie :  

Etude de cohorte en soin courant, prospective, multicentrique (10 centres représentatifs de la 

géographie et de l’activité française d’aide médicale à la procréation), exhaustive pour chaque centre, 

avec une période d’inclusion sur 2 ans. Ces centres pratiquent 10000 procédures annuelles de FIV. Le 

suivi pour chaque patiente est de un an s’il y a une grossesse et de trois mois en l’absence de grossesse. 

Un prélèvement d’ADN sera réalisé pour chaque patiente incluse afin d’étudier ultérieurement l’influence 

des mutations des gènes des facteur II et facteur V sur le risque thrombotique des patientes.  

Résultats attendus :  

Description des pratiques professionnelles françaises concernant la thromboprophylaxie au cours des 

procédures de FIV afin d’expliquer les différences observées entre les notifications au système d’AMP 

vigilance et l’incidence des complications thrombotiques décrites dans la littérature.  

Cette étude apportera par ailleurs de données épidémiologiques fiables qui pourront conforter et 

éventuellement apporter des arguments pour compléter ou modifier les recommandations concernant 

la thromboprophylaxie au cours des procédures de FIV, qui viennent d’être publiées par l’Agence de 

biomédecine.  

 

  



  

 

Diagnostic prénatal non invasif de la drépanocytose par séquençage nouvelle 

génération (NGS) (Séverine DRUNAT)  
  

Le diagnostic prénatal repose actuellement sur des techniques invasives de prélèvement de tissus 

foetaux qui comportent un risque de perte foetale estimé à 0.5-1%. On trouve physiologiquement dans 

le sérum maternel de l’ADN fragmenté nu issu du turn-over cellulaire. Pendant la grossesse, il a été 

montré que 10% environ de cet ADN avait une origine foetale.  

Il est présent dès le début de la grossesse, persiste jusqu’au terme, et sa courte demi-vie (moins d’un 

jour) permet son utilisation pour le diagnostic prénatal non invasif (DPNI) par des stratégies faisant appel 

au séquençage de nouvelle génération.  

Notre objectif est de réaliser une étude de faisabilité du DPNI de la drépanocytose sur l’ADN fœtal 

circulant dans le plasma maternel, en appliquant des méthodologies disponibles dans le laboratoire de 

diagnostic de routine du département de Génétique de l’Hôpital Robert DEBRE.  

Nous recueillerons de façon prospective l’ADN lymphocytaire parental et l’ADN circulant maternel pour 

des couples chez qui un diagnostic prénatal invasif est proposé par amniocentèse ou choriocentèse lors 

de la consultation anténatale du CRMR drépanocytose.  

Nous comptons obtenir des prélèvements de 10 grossesses de foetus drépanocytaires et 30 de 

grossesses normales.  

Notre stratégie d’analyse repose sur 1- l’étude de la ségrégation des haplotypes SNP définissant le 

locus morbide et 2- le dosage relatif de la séquence mutée par rapport à la séquence sauvage. L’étude 

des SNP sera réalisée par séquençage nouvelle génération (NGS) sur un appareil MiSeq (Illumina) à 

partir de librairies de séquençage réalisées par PCR en gouttelettes selon la technologie développée 

par RainDance.  

Les résultats de l’étude de l’ADN maternel circulant seront comparés aux résultats du DPN invasif. Dans 

le cadre de cette demande, nous demandons le financement de la validation de 3 approches techniques 

: (I) technique d’extraction et de quantification de l’ADN foetal circulant, (II) technique d’enrichissement 

et d’amplification de l’ADN foetal par PCR en gouttelettes (technologie Raindance, disponible au 

laboratoire depuis 2012) (III) séquençage ciblé de SNP par NGS (séquenceur MiSeq Illumina, financé 

par la DGOS). Cette étude de faisabilité sera suivie par d’une étude de validation clinique.  

  

  

  



  

 

Etude des mécanismes régulant in vitro la balance entre unipotence et pluripotence des 

cellules souches germinales mâles (Pierre FOUCHET)  
  

 
 

Publication : 

Corbineau S, Lassalle B, Givelet M, Souissi-Sarahoui I, Firlej V, Romeo PH, et al. Spermatogonial stem cells 

and progenitors are refractory to reprogramming to pluripotency by the transcription factors Oct3/4, c-Myc, 

Sox2 and Klf4. Oncotarget. 28 déc 2016;8(6):10050‑63. 

  

  



  

 

Vers une AMP plus physiologique par l’utilisation des phospholipases A2 acrosomiales 

(Sylviane HENNEBICQ)  
  
Contexte : Aujourd’hui les techniques d’aide médicale à la procréation (AMP) sont largement utilisées 

et près de 3% des enfants sont conçus grâce à ces techniques en France. Parmi ces techniques, plus 

de la moitié des fécondations in vitro (FIV) sont assistées d’une micro-injection de spermatozoïde dans 

l’ovocyte (ICSI), ce spermatozoïde étant choisi uniquement sur des critères de mobilité et de 

morphologie, partiellement liés à la subjectivité de l’opérateur.  

Objectif(s) : Notre projet propose de caractériser l’effet des phospholipases sécrétées de groupe A2 

sur le taux de réaction acrosomique et les caractéristiques nucléaires et membranaires des 

spermatozoïdes humains. Ces enzymes naturellement présentes dans l’acrosome ont montré leur 

efficacité comme agent augmentant le taux de fécondation et le développement embryonnaire chez la 

souris. Leur évaluation chez le bovin et le babouin est bien avancée et très encourageante (données 

non encore publiées). Nos travaux font l’objet d’une demande de brevet international. Nous analysons 

actuellement l’innocuité de la technique sur modèle murin et prévoyons l’extension des études 

d’innocuité au modèle bovin.  

Résultats attendus : Nous espérons montrer une augmentation du taux de réaction acrosomique des 

spermatozoïdes traités par sPLA2 et progresser dans la caractérisation qualitative des spermatozoïdes 

sensibles et résistants aux phospholipases. Ces données serviraient ensuite de base à l’élaboration 

d’un projet de test de l’efficacité de ces molécules en AMP.  

Méthodologie : Nous prévoyons l’étude d’une série de 30 témoins fertiles, 30 patients à sperme normal 

et autant à paramètres de sperme altérés, échantillons suffisant pour observer des différences 

significatives vu les moyennes et écarts types des données préliminaires déjà acquises. Les analyses 

statistiques ont été définies par un biostatisticien au sein de notre équipe. Nous analyserons les 

caractéristiques de mobilité, vitalité, qualité nucléaire et taux de réaction acrosomique de ces 

spermatozoïdes soumis ou non à l’action des sPLA2. Nous testerons également des méthodologies de 

tri de ces spermatozoïdes selon leurs caractéristiques acrosomiales et/ou nucléaires afin d’évaluer le 

bénéfice-coût de ces nouvelles pistes de préparation des gamètes. Par ailleurs, nous caractériserons 

les lipides et phospholipides des spermatozoïdes traités par les sPLA2 dans le modèle bovin, modèle 

d’accès facile et de forte homologie avec l’humain. Nous espérons ainsi pouvoir mieux appréhender les 

modifications des spermatozoïdes qui seraient utilisés en AMP  

Retombées potentielles : Compte tenu de la fréquence actuelle des naissances issues de l’AMP dans 

la population générale, le potentiel de valorisation de cette nouvelle approche pourrait être tout à fait 

significatif en termes d’amélioration des résultats et de minimisation des risques.  

 

  



  

 

Apport du dosage de la prokinéticine 1 (PROK1) dans le liquide folliculaire et les cellules 

folliculaires en fécondation in vitro (Pascale HOFFMANN)  
  
Malgré l'amélioration des techniques d’Assistance Médicale à la Procréation (AMP) depuis 30 ans, le 

taux de grossesse reste toujours limité, avec environ 25% de grossesses par transfert et ce pour une 

moyenne de 2 embryons replacés. Actuellement, la sélection de ces embryons repose sur 

l’établissement de scores morphocinétiques, dont l’utilisation exclusive montre aujourd’hui ses limites. 

L’évaluation de la qualité embryonnaire par des critères de plus haute valeur prédictive est une priorité 

en vue d’augmenter les taux de grossesse et d’étendre la politique du transfert d’embryon unique (SET), 

seul rempart contre la mortalité et morbidité associées aux grossesses gémellaires.   

Il est aujourd’hui bien établi que l’amélioration des techniques d’AMP dépend de l’identification 

de biomarqueurs utilisables en routine, et directement corrélés à la qualité embryonnaire et aux taux de 

grossesse. Parmi ces facteurs, la prokinéticine 1 (PROK1) et ses récepteurs (PROKRs) constituent de 

nouvelles cibles qui ont réuni au fil des dix dernières années des caractéristiques biologiques 

directement associées à la physiologie ovocytaire, la réceptivité endométriale, l’implantation 

embryonnaire et le développement placentaire physiopathologique. En 2012, les taux sériques de 

PROK1 chez des patientes en fécondation in vitro (FIV) ont été décrits comme corrélés aux taux de 

grossesse. Ces données préliminaires soulignent le potentiel pronostique de cette cytokine dans le 

succès de l’implantation et celui de la grossesse.   

  

L'objectif principal est de corréler les taux de PROK1 des liquides folliculaires et des plots de 

fécondation associés à chaque embryon à la survenue ou non d’une grossesse suite à son transfert 

électif (eSET), afin de déterminer si PROK1 peut être considérer comme un biomarqueur non invasif 

utile pour le choix de l’embryon à transférer en FIV.  

Les objectifs secondaires sont:  

 d’étudier la corrélation entre les taux de PROK1 et les taux de grossesse dans les transferts 

sélectifs (sSET) et non sélectif (nsSET) d’embryons.  

 d’étudier la corrélation entre les taux de PROK1 et la maturité ovocytaire  

 d’étudier la corrélation entre les taux de PROK1 et la compétence ovocytaire  

  

Résultats attendus :  

- Montrer l’existence d’une corrélation entre la survenue de la grossesse et les taux de PROK1 des 

liquides folliculaires et des plots de fécondation associés aux embryons transférés.  

- Montrer l’existence d’une corrélation entre la maturité ovocytaire ou/et la compétence ovocytaire et les 

taux de PROK1 des liquides folliculaires et des plots de fécondation associés aux ovocytes.  

  

Méthodologie :   

-Etude prospective avec établissement rétrospectif de plusieurs groupes selon les objectifs (pour 

l’objectif principal, l’effectif a été statistiquement évalué à 15 cas/groupe).  

-Dosage de PROK1 dans les liquides folliculaires et plots de fécondation des embryons transférés à 

l’issue de la tentative de fécondation in vitro.  

 

Publication : 

Alfaidy N, Hoffmann P, Gillois P, Gueniffey A, Lebayle C, Garçin H, et al. PROK1 Level in the Follicular 

Microenvironment: A New Noninvasive Predictive Biomarker of Embryo Implantation. J Clin Endocrinol 

Metab. 1 févr 2016;101(2):435‑44. 

  



  

 

Evaluation d’une stratégie de diagnostic génétique des troubles du spectre autistiques 

avec ou sans déficience intellectuelle (Jean-Louis MANDEL)  
  

L'autisme est considéré comme un problème majeur de santé publique par sa fréquence et son impact 

sur les patients et leurs familles. Le diagnostic de trouble du spectre autistique (TSA) regroupe des 

troubles très hétérogènes, tant en ce qui concerne les manifestations et comorbidités cliniques associés 

(avec ou sans déficience intellectuelle, DI, par exemple) que les mécanismes génétiques impliqués. 

Contrairement à la DI modérée ou sévère, où l’on connaissait l’importance des causes monogéniques 

et des anomalies chromosomiques, les TSA ont longtemps été considérées comme majoritairement 

multifactoriels/multigéniques, impliquant des facteurs de risque fréquents dans la population. Cela a 

conduit à mener de nombreuses études de liaison et d’association sur génome entier, dont les résultats 

ont été décevants, avec des loci identifiés mais peu répliqués. Avec l'avènement des analyses en CGH 

array et du séquençage de gènes candidats à partir 2005, puis des exomes en 2012, le rôle de variants 

rares de novo (SNVs ou CNVs) comme événements causaux chez certains patients a été validé. Ceci 

a des implications diagnostiques majeures. L’identification d’un événement causal est important pour la 

famille car cela fournit une première explication aux problèmes de l’enfant, diminue la culpabilité, et 

permet le conseil génétique. Cela peut permettre une meilleure prise en charge du patient, en anticipant 

le développement de possibles comorbidités, ou, dans des cas encore trop rares, de suggérer des 

options thérapeutiques spécifiques. Toutefois, les études de grandes cohortes par séquençage 

d’exomes ou par CGH n’ont pas différencié entre TSA avec ou sans DI, et pour les exomes, sont axées 

majoritairement sur la détection de variants de novo. Le séquençage d’exome qui nécessite l’analyse 

en trio parent-enfant, est encore trop coûteux pour être utilisé en test de routine, et environ 20 % des 

régions ne sont pas suffisamment couvertes. Nous avons récemment montré que le séquençage ciblé 

des régions codantes de 220 gènes impliqués dans la DI permet d’établir un diagnostic étiologique fiable 

dans 24-28 % de patients avec DI. Nous voulons maintenant tester la fréquence des mutations causales 

qui peuvent être trouvés chez des patients avec TSA, et si le rendement diagnostique est ou non 

inférieur chez les individus présentant un autisme « haut-niveau » sans atteinte des fonctions cognitives 

comparé à ceux qui présentent un autisme associé à la DI. Nous utiliserons une version améliorée avec 

plus de 300 gènes du panel utilisé avec succès pour le diagnostic de la DI. Les variants potentiellement 

pathogènes seront testés par séquençage Sanger (ou qPCR pour les CNVs exoniques) chez les 

parents, frères et sœurs atteints ou non-atteints. En accord avec le consentement éclairé signé, un 

diagnostic individuel pourra être rendu. Ces travaux devraient permettre de déterminer l'efficacité et le 

coût de cette approche ciblée pour le diagnostic des TSA avec et sans DI.  

 

  



  

 

Approches pangénomiques et séquençage de l’exome entier dans les maladies 

orphelines (Judith MELKI)  
  

Les approches pangénomiques (cartographie génétique et détection des microremaniements) et le 

séquençage de l’exome entier ont bouleversé notre capacité à identifier de nouveaux gènes de maladies 

monogéniques ces dernières années. Le séquençage haut débit de gènes ciblés correspondant à des 

phénotypes précis (retard mental, ataxie, myopathies) se met progressivement en place dans le cadre 

d’une activité de diagnostic.  

Néanmoins, chez de nombreux patients atteints de maladies orphelines à phénotype singulier qui ne 

rentre pas dans le cadre des affections sus-citées, ces nouvelles technologies ne sont pas proposées. 

Dans le cadre d’une activité de recherche pilote entre l’équipe de recherche en génomique (UMR986), 

l’unité de génétique médicale (responsable Pr J Melki) et le service de neuropédiatrie de l’hôpital Bicêtre 

(chef de service : Pr P Aubourg), nous avons testé ces approches (cartographie génétique par 

microarray seule ou combinée au séquençage de l’exome entier) chez 8 familles multiplex ou 

consanguines affectées par des maladies neuropédiatriques non diagnostiquées. Les mutations en 

cause ont été identifiées chez 6 familles, validées au titre du diagnostic et rendues aux familles. Pour 

l’une des familles, des mutations du gène SLC52A3 ont été mises en évidence et ont permis 

l’administration de riboflavine ce qui a permis de reverser progressivement le phénotype musculaire y 

compris respiratoire. Une approche similaire a été menée en parallèle par l’unité de génétique médicale 

(responsable J Melki) au Centre Hospitalier Sud Francilien et a permis le diagnostic génétique de 6 

familles sur les 11 analysées. Chez 2 des 11 familles, deux nouveaux gènes très candidats ont été 

identifiés. Ces résultats démontrent que cette approche permet dans 65% des cas d’établir un 

diagnostic, proposer un conseil génétique et dans certains cas un traitement.  

Le projet a pour but la mise en place d’une plateforme de génomique clinique sur le CHU de Bicêtre 

pour le diagnostic génétique des affections orphelines neuropédiatriques dans l’errance diagnostique 

dans les formes multiplex ou consanguines. Cette plateforme bénéficiera du recrutement exceptionnel 

de patients, d’un phénotypage précis dans le service de neuropédiatrie. Après discussion des dossiers 

pour l’inclusion des familles dans le protocole (après recueillement des consentements), la cartographie 

génétique des loci morbides par microarray, le séquençage de l’exome entier (si nécessaire) puis 

l’analyse bioinformatique des données et la validation des variants par séquençage Sanger ou PCR-

temps réel seront effectuées.  

Cette étude permettra d’estimer sur une cohorte plus large (total: 40 familles) le pourcentage de succès 

dans l’identification du gène en cause, l’évaluation comparée des coûts d’une stratégie génétique ciblée 

(gène par gène) ou non ciblée telle que nous la proposons.  

 

  



  

 

Etude protéomique de l'endomètre chez les receveuses sous traitement hormonal 

substitutif dans le cadre du don d'ovocytes (Karine MORCEL)  
  

L'implantation embryonnaire est un processus dynamique observable durant une période limitée 

appelée fenêtre d'implantation, impliquant à la fois la qualité de l'endomètre et celle de l'embryon. Alors 

que les techniques de FIV donnent la possibilité d'évaluer la qualité embryonnaire, la détermination 

d'une réceptivité endométriale n'est pas résolue.  

La mesure de l'épaisseur de l'endomètre par échographie est une donnée insuffisante pour permettre 

de prédire les chances d'implantation embryonnaire, démontrant que le potentiel implantatoire de 

l'endomètre est un processus moléculaire complexe. Dans la littérature, des études d'analyse 

génomique, transcriptomique et protéomique ont montré qu'il existait des profils d'expression spécifique 

de la fenêtre d'implantation et que la réceptivité endométriale pouvait être altérée par les traitements 

d'hyperstimulation ovarienne contrôlée. Par contre, peu d'études se sont intéressées à l'impact des 

traitements substitutifs de préparation de l'endomètre sur sa réceptivité. Cependant, ces traitements 

substitutifs associant œstrogènes et progestérone sont préconisés chez les receveuses présentant une 

insuffisance ovarienne et entrant dans un programme de don d'ovocytes. Malgré cette préparation 

endométriale, le taux de grossesse n'est que de 25 à 30% après transfert d'embryon(s), montrant les 

limites de ce protocole.  

L'objectif de notre étude est de valider un panel de biomarqueurs pertinents (ITIH5, Annexine A4, 

HOXA10, Récepteur à la progestérone et Prolactine) afin d'évaluer la réceptivité endométriale et d'établir 

les chances de succès de l'implantation sous traitement hormonal substitutif.   

Il s'agit d'une étude prospective, monocentrique, de soins courants, sur tissus endométrial collecté au 

moment d'une biopsie d'endomètre. Dans notre service de Médecine de la Reproduction, cette biopsie 

est réalisée en pratique courante entre J18 et J22 du cycle précédent le transfert d'embryon chez les 

receveuses ayant un traitement hormonal substitutif, afin de préparer l'endomètre à une future 

implantation embryonnaire. Sur ces tissus endométriaux, nous réaliserons une analyse histologique, 

immunohistochimique ainsi qu'une analyse quantitative protéique des biomarqueurs pré-cités. Une 

première étape consistera à établir une relation entre l'aspect morphologique de l'endomètre, le site 

d'expression de marqueurs spécifiques et le taux d'expression précis de chacun de ces marqueurs.    

L'étape suivante consistera à associer les données précédemment obtenues avec l'état de succès ou 

d'échec d'implantation embryonnaire, afin d'étudier l'impact de ce traitement hormonal substitutif sur la 

qualité endométriale.   

.  

  



  

 

Validation du diagnostic moléculaire par séquençage haut débit ciblé des rétinopathies 

pigmentaires (Jean MULLER)  
  

 
 

  



  

  

Dépistage prénatal non invasif d’aneuploïdies fœtales dans le plasma maternel par 

séquençage haut débit par la technologie des semi-conducteurs (Caroline ROORYCK 

THAMBO)  
  

  
Objectifs : L’objectif de ce projet pilote est la détection prénatale non invasive d’aneuploïdies fœtales de type 

trisomies 21, 13, et 18, par séquençage haut débit ciblé de l’ADN non cellulaire présent dans le plasma 

maternel, en utilisant la technologie des semi-conducteurs (Ion Torrent).   

Résultats attendus : Cette étude permettra la mise au point d’une technologie de séquençage haut débit 

ciblée appliquée à la détection prénatale non invasive de trisomies 21, 18 et 13. Le principal résultat attendu 

est la mise en évidence des 28 aneuploïdies fœtales parmi 50 prélèvements, par le séquençage massif en 

parallèle d’ADN plasmatique issu du sang maternel. Cette méthode permettra également d’estimer la 

proportion d’ADN fœtal non cellulaire circulant dans le plasma maternel par le génotypage des polymorphismes 

(SNP) localisés dans les régions ciblées.   

Méthodologie : Nous proposons d’analyser de manière rétrospective l’ADN plasmatique non cellulaire issu de 

50 grossesses à risque élevé d’aneuploïdie fœtale, incluant 22 fœtus euploïdes, 20 trisomies 21, 5 trisomies 

18 et 3 trisomies 13. La population à risque correspond aux patientes avec un risque combiné supérieur ou 

égal à 1/250.Ces patientes bénéficieront donc, dans le cadre du diagnostic anténatal de routine, d’un caryotype 

fœtal permettant de définir la ploïdie de leur fœtus. Le séquençage haut débit ciblé des régions d’intérêt sera 

effectué après amplification ciblée (Ampliseq custom, Life Technologies) de l’ADN plasmatique de la mère. Au 

préalable les régions à amplifier seront définies à partir du design Ampliseq exome, et de nouvelles régions 

seront choisies de telle sorte qu’elles incluent un SNP dont l’allèle mineur présente une fréquence élevée 

(environ 1000 régions, 330 régions pour chacun des chromosomes 13, 18 et 21). Plus d’un million de 

séquences de qualité seront générées par échantillon à l’aide d’une puce PI du Proton (Life Technologies). La 

présence d’une aneuploïdie sera évaluée grâce à un dosage chromosomique relatif des chromosomes d’intérêt 

basé sur la profondeur de séquençage (au minimum 1000x). L’estimation de la proportion d’ADN foetal non 

cellulaire dans le plasma maternel s’appuiera sur la quantification allélique des SNPs informatifs séquencés 

lors de la même expérience, ainsi que par une deuxième technique de génotypage sur puces à SNPs.   

Originalité et impact : Du fait de la spécificité de notre centre de médecine fœtale pratiquant principalement 

des biopsies du trophoblaste à un terme de grossesse précoce (à partir de 12 SA), il nous faut mettre au point 

ce dépistage non invasif d’aneuploïdie fœtale dès ce terme plus précoce. De plus, la méthode de séquençage 

haut débit ciblé est basée sur des technologies moléculaires de pointe dont chaque centre académique doit 

acquérir le savoir-faire car elles constituent les méthodes d’avenir en génétique biologique. En particulier, 

l’utilisation de la technologie des semi-conducteurs que nous allons mettre au point est prometteuse pour ce 

type d’application prénatale car les durées de run sont inférieures à celles des autres technologies. Les 

applications potentielles de cette technique innovante et peu couteuse en diagnostic prénatal non invasif sont 

multiples, allant de la détection d’aneuploïdies au génotypage de mutations ponctuelles. Cette étude pourra 

servir de projet pilote pour le développement d’outils en diagnostic prénatal, et pourra mener à une large étude 

de validation multicentrique.   
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Génétique de l’infertilité masculine : gènes impliqués dans l’azoospermie non 

obstructive (Stéphane VIVILLE)  
  

L'infertilité est définie comme l'absence de grossesse après 1 an de relations sexuelles sans protection. 

Parmi les couples avec un désir d'enfant, approximativement 15 % ont un problème d'infertilité dont 30-

40 % sont dus à un facteur masculin. La spermatogenesis est un processus extrêmement complexe qui 

implique des mécanismes spécialisés exigeant plusieurs centaines de gènes et des protéines. Bien que 

des données suggèrent que beaucoup de ces infertilités masculines aient une origine génétique, la 

cause n'a pas été élucidée dans la grande majorité de cas.  

Notre compréhension des bases génétiques de l’infertilité masculine a de grandes implications non 

seulement pour comprendre la cause de cette infertilité, mais aussi dans la détermination du pronostic 

et de la prise en charge de tels couples et fournir la thérapie la mieux adaptée. L’azoospermie non 

obstructive (NOA) correspond à l’incapacité de produire des spermatozoïdes par défaut de production. 

Ceci concerne 10 % des hommes infertiles et est diagnostiqué chez 60 % des hommes azoospermiques.  

Basées sur des études d'infertilité masculine familiale, qui implique souvent deux ou plus enfants de 

mêmes parents, la plupart des patients NOA sont considérés comme porteurs de mutations autosomal 

inconnues. Cependant peu de défauts autosomal impliqués dans cette forme d'infertilité sont connus. 

Les approches par gènes candidats ont principalement été utilisées pour essayer d'identifier des 

mutations causant l'infertilité, cependant en raison de la grande hétérogénéité génétique et le nombre 

limité de patients testés, les résultats apportés par ces approches sont peu concluants. Récemment 

l'approche d’analyse du génome par des puces à ADN a permis de mettre en évidence le rôle de gènes 

différents chez des patients globozoospermiques. Dans notre projet nous aspirons à identifier des gènes 

responsables d’azoospermie non obstructive. Nous avons identifié deux familles consanguine 

d'infertilité masculine où les patients souffrent de NOA. Nous utiliserons la nouvelle génération de puce 

à SNP (Single-Nucleotide Polymorphisms) pour identifier les régions de homozygositie dans la 

population recrutée associé au séquençage de l’exome de deux patients atteints. La combinaison de 

ces approches permet une accélération de la découverte de la mutation causale. En effet, ce cela 

permet de limiter l’analyse du séquençage aux régions d’homozygotie. Il sera alors possible de 

développer une étude fonctionnelle de ces gènes ainsi qu’un test de diagnostic moléculaire aux patients 

présentant un phénotype semblable.  

La compréhension des mécanismes sous-jacents la spermatogénèse ouvrira la voie à l’étude de la 

responsabilité des perturbateurs endocriniens dans le déclin de la fertilité masculine et leurs 

mécanismes d’action avec l’espoir de pouvoir interférer sur ces actions délétères.  

 

Publications : 

 1. Okutman O, Muller J, Baert Y, Serdarogullari M, Gultomruk M, Piton A, et al. Exome sequencing reveals a 

nonsense mutation in TEX15 causing spermatogenic failure in a Turkish family. Hum Mol Genet. 1 oct 

2015;24(19):5581‑8.  

2. Okutman O, Muller J, Skory V, Garnier JM, Gaucherot A, Baert Y, et al. A no-stop mutation in MAGEB4 is a 

possible cause of rare X-linked azoospermia and oligozoospermia in a consanguineous Turkish family. J Assist 

Reprod Genet. mai 2017;34(5):683‑94. 

  



  

 

Evaluation de la lettre d’information de la parentèle dans le cadre d’un examen des 

caractéristiques génétiques (Cécile ZORDAN)  
  

Objectifs  

La récente publication du décret n° 2013-527 du 20 juin 2013 fixe les différentes modalités de 

transmission de l’information de la parentèle dans le cadre de la mise en évidence chez une personne 

d’une anomalie génétique pouvant être responsable d’une affection grave justifiant de mesures de 

prévention ou de soins. Ainsi, si cette personne ne souhaite pas informer elle-même les membres de sa 

famille, elle peut demander au médecin de procéder à la transmission de cette information. Un modèle 

de lettre pouvant être adressé par le médecin aux apparentés potentiellement concernés a été publié 

en annexe de ce décret.  

L’objectif principal de cette étude est l’harmonisation des pratiques concernant la procédure 

d’information de la parentèle avec l’utilisation par le plus grand nombre de professionnels exerçant en 

Génétique d’un même modèle de lettre, permettant une cohérence de l’information au sein des familles. 

Cette étude applique les recommandations de la Haute Autorité de la Santé (Elaboration d’un document 

écrit d’information à l’intention des patients et des usagers du système de santé) pour proposer une 

lettre répondant aux critères de compréhension nécessaire à instaurer un dialogue clair avec le patient 

et sa famille.  

  

Résultats attendus  

Cette recherche permettra de :  

- savoir comment le modèle de lettre paru en annexe du décret (lettre A) est compris et perçu  

- connaître les représentations associées à certains mots spécifiques de cette lettre  

- proposer une nouvelle lettre (lettre B) prenant en compte les résultats obtenus  

- déterminer une lettre, forte de ces évaluations scientifiques, qui conviendrait au plus grand nombre 

afin d'uniformiser les pratiques sur l'ensemble du territoire national garantissant ainsi une unité de soins 

aux consultants et à leur famille.  

  

Méthodologie  

Une première partie (étude 1a) permettra d’évaluer la compréhension et les émotions suscitées par la 

lettre publiée en annexe du décret (lettre A) sur les patients et la population générale grâce à un 

questionnaire rempli au cours d’un entretien individuel.  

Cette étude 1a sera complétée par des entretiens semi-directifs auprès des deux populations précitées 

mais également auprès de professionnels travaillant en Génétique et des personnes ayant reçu cette 

lettre (étude 1b).  

Toujours dans cette étude 1, un groupe focus sera constitué (regroupant différents professionnels 

travaillant en génétique et des représentants d'association) afin d'obtenir de nouvelles informations sur 

la compréhension de la lettre A (étude 1c). L’ensemble de ces observations nous permettra de rédiger 

une nouvelle lettre (lettre B) tenant compte des éléments de ces trois évaluations.  

La seconde partie de notre étude comparera les deux lettres A et B sur des thèmes précis auprès de 

trois populations différentes : les patients, la population « tout venant » et les professionnels travaillant 

en génétique (étude 2) ; permettant ainsi d’identifier une lettre qui conviendrait au plus grand nombre.  
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