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1) Sciences humaines, économiques et sociales : étude en santé publique et / ou
éthique ;

2) Sécurité et qualité des pratiques, notamment dans les technologies innovantes ;

3) Impact des diverses méthodes en matiere de santé ;

4) Amélioration des techniques et méthodes
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L biomédecine
Impact cytotoxique et génotoxique des cryoprotecteurs utilisés pour la
vitrification des ovocytes humains

Blandine COURBIERE (Université de la Méditerranée)

Obijectifs : Si elle pouvait étre réalisée en routine, la cryoconservation des ovocytes humains matures
pourrait avoir de nombreuses applications en médecine de la reproduction : alternative a la congélation
des embryons dans les procédures de fécondation in vitro, préservation de la fertilité avant la mise en
route d’'un traitement anticancéreux gonadotoxique, création de « banques » d’ovocytes pour les
patientes souffrant d’insuffisance ovarienne précoce. Les premieres naissances humaines apres
cryoconservation d’'ovocytes ont été rapportées en 1986 aprés congélation lente et en 1999 aprés
vitrification. Cependant, les ovocytes matures sont un des types cellulaires les plus difficiles a congeler,
du fait de leur sensibilité particuliere aux cristaux de glace. La vitrification est une technique de
cryoconservation actuellement en plein essor en médecine de la reproduction. La vitrification consiste
a transformer un liquide en un état vitreux ou amorphe, grace a Il'utilisation de cryoprotecteurs a haute
concentration et a des vitesses de refroidissement élevées. La vitrification permet de conserver un
échantillon biologique sans qu’il y ait eu formation de cristaux de glace. Nous avons pour projet d’étudier
les risques cytotoxiques et génotoxiques des cryoprotecteurs (diméthylsulfoxyde et éthyléne glycol)
utilisés a haute concentration dans le cadre de différents protocoles de vitrification actuellement décrits
pour la vitrification des ovocytes humains.

Résultats attendus : Etude des concentrations cytotoxiques et des concentrations génotoxiques des
cryoprotecteurs, c’est a dire recherche des effets mutagénes éventuels ou non au niveau de 'ADN
ovocytaire. Etude génotoxique de protocoles de vitrification utilisés en médecine humaine. La
vitrification des ovocytes matures est une technique innovante, qui mérite cependant de prouver son
innocuité a long terme sur la descendance.

Méthodologie :

Notre modéle d’évaluation des risques mutagenes utilise une lignée cellulaire CHO (Cellules d’ovaires
d’Hamster Chinois), dont le modeéle a été validé sur le plan international pour les études de génotoxicité
(OCDE guidelines). Les résultats de génotoxicité sur notre modéle d’étude, les cellules CHO, sont
théoriquement extrapolables a I'ovocyte humain, car I'espéce joue peu sur les phénomeénes mutagenes.
- Etude de la cytotoxicité des cryoprotecteurs (diméthylsulfoxyde et éthylene Glycol) par des
réactions colorimétriques (test de cytotoxicité au WST-1) sur des lignées cellulaires CHO. - Etude de
la génotoxicité des cryoprotecteurs:

- Test des cométes pour rechercher des Iésions primaires de ’ADN

- Test des micronoyaux pour rechercher des dommages chromosomiques

Etude de la cytotoxicité et de la génotoxicité de différentes solutions cryoprotectrices et de différents
protocoles de vitrification décrits pour la vitrification des ovocytes humains et comparaison avec la
méthode classique de congélation lente sur cellules CHO.

Publications :
1. Aye M, Di Giorgio C, De Mo M, Botta A, Perrin J, Courbiere B. Assessment of the genotoxicity of three
cryoprotectants used for human oocyte vitrification: Dimethyl sulfoxide, ethylene glycol and propylene
glycol. Food and Chemical Toxicology. juill 2010;48(7):1905-12.
2. Berthelot-Ricou A, Perrin J, Di Giorgio C, De Meo M, Botta A, Courbiere B. Comet assay on mouse
oocytes: an improved technique to evaluate genotoxic risk on female germ cells. Fertility and Sterility.
mars 2011;95(4):1452-7.
3. Berthelot-Ricou A, Perrin J, di Giorgio C, de Meo M, Botta A, Courbiere B. Assessment of 1,2-
propanediol (PrOH) genotoxicity on mouse oocytes by comet assay. Fertility and Sterility. oct
2011;96(4):1002-7.
4. Berthelot-Ricou A, Perrin J, di Giorgio C, de Meo M, Botta A, Courbiere B. Genotoxicity assessment
of mouse oocytes by comet assay before vitrification and after warming with three vitrification protocols.
Fertility and Sterility. sept 2013;100(3):882-8.
5. Berthelot-Ricou A, Perrin J, Orsiére T, Aye M, Roustan A, Botta A, et al. Risque génotoxique et
ovocytes : principes de toxicologie génétique et applications. Gynécologie Obstétrique & Fertilité. sept
2013;41(9):544-7.

1 avenue du Stade de France

93212 SAINT-DENIS LA PLAINE CEDEX
Tél. : 01 55 93 65 50 — Fax : 01 55 93 65 55 www.agence-biomedecine.fr



I agence dela
' biomédecine

Posters
Etude du risque génotoxique des protocoles de vitrification

ovocytaire par test des cometes sur ovocytes de souris.
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Introduction
La vitrification des ovocytes est devenue en une dizaine d'année une technigue de routine en biologie de |a reproduction, avec naissance de plusieurs centaines d'enfants
dans le monde. La vitrification est un processus physique qui permet - grice 3 I'utilisation de cryoprotecteurs 3 haute concentration - de piger les solutions agueuses dans
un etat solide dit amorphe ou  vitreux ¥; évitant ainsi toute formation de cristaux de glace pouvant étre delétéres pour les cellules.

D'ans un travail préliminaire, notre equipe avait etudie la génotoxicite de trois cryoprotecteurs sur une ligneée cellulaire CHO, et nous avions observe des lesions de I'ADN
induites par le 1,2 propanediol (PrOH) [1]. Des lésions de 'ADN avaient ensuite été observées chez des ovocoytes de souris aprés exposition au PrOH 3 haute concentration
[2, 3]. Lobjectif de ce travail a été d'&tudier, grice au test des cométes sur ovocytes de souris, les risques génotoxiques de trois protocoles de vitrification:

1. Immédiatement aprés exposition des ovocytes aux solutions d’équilibration et de vitrification. 2. Aprés vitrification, réchauffement, et réhydratation des ovocytes.

Matériels et méthodes
1. Exposition des ovocytes aux protocoles de vitrification —Le test des cometes a pour but de détecter et quantifier les |ésions primaires de
I'ADM d'une cellule Individualisée.

L'ADN |ésé apparait sous la forme de cométes dont la partie distale est
proportionnellz au nombre de cassuras de brin. Linterprétation de cz test ast
quantitative grace au logiciel Komet 6.0. L'Olive Tail Moment (OTM) est défini comme
le produit du pourcentage d'ADN réparti dans 2 queue de la cométe par |a distance
entre les barycentres de |a téte et de |a queue de la comete.

Les ovocytes ont été obtenus aprés superovulation chez des souris CD1.
Des groupes de 40 ovocytes ont et2 exposés a trois kits de vitrification commercialisées selon
les recommandations des fabricants :

Protocole 1 [P1) - diméthylsulfoxide (DSMO) + éthylene glycol (EG),

Protocole 2 (PZ) : DMSO +EG

Protocole 3 [P3) - PTOH + EG

les 3 protocoles de vitrification ont ete appliques a 3 reprises sur 3 groupes de 40 ovocytes

Les ovDCytes ont tous éte vitrifié en systéme fermeés Cryotip® jrime denict Ut 31, Widdow, inknd)

2. Test des cométes sur ovocytes de souris

e test 3 ete réalise sur des groupes de 40 ovocytes de souris [2] 3 3 reprises

1) iImmédiatemant aprés expasition des ovooytes aux solutions de vitrification

|2) Aprés vitrification, réchauffement, réhydratation , rincage et incubation de 3 heures 337 C.

- Les controles négatifs (Cont Neg) étaient, pour les cométes avant vitrification, un groupe de 40 ovocytes A e | E
Pagative coar Vst cortral

maintenus 3 T ambiante dans du milieu M2, pour les cométes aprés réchauffement un groupe de 40 ovacytes
maintenus 3 37 C dans du milieu M15;
Pour le contride positif [Cont Pos) 40 ovocytes ont &1é exposé juste avant fa réalisation du test, durant Smin 3 Figure 1
4 ¢ dans Pobscurité, 3 du Peroxyde d’Hydrogéne [Ho04) Azpect de "ADN ovocyizine aprés tast des cométes
e colomtion 2 |lodure de Propidium. A - Témain negatif, B : aprés
exposition d un agent genotouiques H,0, 3 250uM. 5 minutes 34 C.

Résultats
Figure 2: Génotoxicits des protocoles de vitrification | 1. Test de cométes avant vitrification
Immediatement aprés exposition awx solutions de vitrification L N— - Véquilibration et vitrification des les 1 et 2 ant de FEG et du

DMS0, n'a pas induit de |&sions significatives de I'ADN par au témoin négatif.
- Ia selution 3 composée de PrOH et EG 2 induit des Iésions primaires dADN de fagon statistiguement
significative par rapport au temoin neégatif.

| Gmupe  n  MédaneOTM _25% 754 T U'  valewrp®

= =
itrification
ContNeg 54 5515 3043 5657
P1* 74 0810 0270 3685 4622500 S56500 -DOD1
P2 57 7.760 2.540 20065 720500 1235500 Q.07
P3* a1 15.570 5.950 22710  ¥364500 BY9500 D001
DewiEme partie: Tezt des comtes prés vitrfication, réchauffement, =t réhydratation dez Tableau 1:
¥ - = A&nalyse statistique du test des cométes [
Figure 3: Genotoxicité des protocoles de vitrification CortNeg 72 5425 = 1= — avant et aprés vitrification.
&s vitrification, réchauffement et réhydratation L | e 250 254 0| 2 0243 P :
apres i d P2s ®™ s 3135 10860 1605000 976000 0.47%
P3r g 2.5810 4060 34780 3627000 1224000  0.002
Tt de Normaline e Shagiro-Wilk signcat? pall 050
‘Cont Neg: témoin négati. ovorytes 3 T amibiente dans du miliey M2
on dh . cibons d'& e 123
Frification, ré 2 Sonet i on des % 37°C pencant 3h

Apres vitrification des ovocytes de souris avec les protocoles 1 et 2, nous n'avons pas observé de
Iésions statistiguement significatives de 'ADN par rapport au groupe témoin négatif, tandis que la
witrification avec le protocole 3 a induit des Iésions significatives de 'ADN par rapport au groupe.

témoin négatif.

2. Test de cométes aprés vitrification, réchauffement, réhydratation

Nos résultats montrent sur modéle souris Pabsence d'effet génotoxique des protocoles de vitrification utilisant du DMSO et de EG. En revanche, nous
avons observé un effet génotoxique du PrOH sur ovocytes de souris qu'il soit employé seul [3] ou en association avec de FEG, que ce soit avant et

aprés vitrification. U'extrapolation a Fovocyte humain se doit d'étre prudente car FADN de Povocyte de souris n'est pas parfaitement identique a celui
de la femme, mais pourrait nous conduire a préférer Futilisation de protocoles de vitrification sans PrOH.

Reéferences

[1] e M, Di Giorgis C, De Mio M, Botta &, Perrin J, Courbisre B. & of the Tor human dimatigl sulicaide, stivlane glyeol snd progyiene gheool Food Chem Toscsl, 2000 48 190512,
[¥) Berthalbot- Ricou &, Perrin | Di Gioegio C, De Moo M, Botta A, Courbiers B Comet mry on mouse oocyle an improved " L onlli, Fartil Stedil 2011.95:1452.7,

[% Berthalot- Ricou &, Pervin |, Di Gioegio C, De Meo M, Botta A, Courbies B 12 by Farti] Stwril, DO 1; - 1000-T.

1 avenue du Stade de France
93212 SAINT-DENIS LA PLAINE CEDEX
Tél. : 01 55 93 65 50 — Fax : 01 55 93 65 55 www.agence-biomedecine.fr



agence dela
L' biomédecine

TEST DES COMETES SUR OVOCYTES DE SOURIS :
ETUDE DE LA GENOTOXICITE DU 1, 2 PROPANEDIOL.

Anais BERTHELOT-RICOU", Jeanne PERRIN™?, Carole DI DIORGIO’, Michel DE MEQ?, Alain BOTTA', Blandine COURBIERE™,

{1} Labaratpdre g2 Blpgenotoxicoioge et de Mulagenese Environnementale (EA 17E4), Federation de Recherche ECCOREV (FR 3053), Faculte de Médedne g2 Marsellle,  Universig de la
Mediterands, Abk-Marsallis 2.

(2} Sewice de Gynecokigle — Obsieingue, Centre dAssistance Medicale 3 |a Procréation, P GAMERRE, AP-HM La Conception, Manselia,
(3) CECOS, PrJM GRILLO, AP-HM La Concaption, Marszilie.

Le 1,2 Propanediol (PrOH) est un cryoprotecteur largement utilisé & basse concentration en biclogie de la reproduction et maintenant utilisé 4 haute
concentration pour la vitrification. Un précédent travail avait étudié la génotoxicité de 3 cryoprotecteurs sur une lignée cellulaire de cellules CHO:
ProH, dimethylsulfoxide (DMSO), éthyléne glycol (EG). Le DMSO et FEG ne présentaient pas d'effet génotoxigue. En revanche, le PROH était
responsable d'une activité génotoxigue sur les cellules CHO'. Ces résultats ont imposé la poursuite des tests de génotoxicité en les appliguant a
l'ovocyte. Grace a un modéle de test des cométes sur ovocytes de souris?, I'objectif de notre fravail a été de tester différentes conditions
d'exposition au PrOH afin de préciser son effet génotoxique sur 'ADN ovocytaire.

Motre modéle d'étude a utilisé des ovocytes matures de souris COD1 décoronizés mais non dépellucidés. Trois groupes d'ovocytes
(n=40) ont &t& exposés & 3 concentrations differentes de PrOH (5%, 7.5%, 15%). Chague concentration a &té testée a trois reprizes
avec 4 durées d'exposition au PrOH - deux durées d'exposition longues (1 heure et 2 heures) tel qu'il st &tabli en matiére de
recherche en génotoxicologie et deux durées d'exposition courtes (1 minute et 5 minutes) tels gue sont employés les cryoprotecteurs
dans le cadre des protocoles de vitrification. L'exposition des ovocytes au PrOH a &té comparée avec Mexposition des ovocytes a un
milieu de culture (groupe temein négatif) et avec Fexposition au rayonnement solaire artificiel (RSA) pour les expositions longues et
au peroxyde d'hydrogéne (H202) pour les expositions courtes (groupes témoins positifs). Le test des cométes en version alcaline
adapte a lovocyte de souris a eté appliqué a ces diffiérents groupes d'ovocytes. L'analyse des images obtenues par microscopie a
fluorescence & &té effectude & laide d'un logiciel validé (KOMET 5.5, Nottingham, UK). Les #sions de I'ADM ont &té quantifiées par
un paramétre appelé «Olive Tail Moments (OTM) qui associe la longueur de la queue de la cométe et le pourcentage d"ADN quiy
est contenu (« Tail DMA 2). Linterprétation des résultats etait donnés par FTOTMy2 2. Le test &tait considéré comme positif guand une
exposition & un agent induisait une augmentation significative de 'OTMy2 en comparaison avec FOTMx2 obtenu pour l2s ovocytes
du groupe témoin négatif avec un p=0.001.

Figure 1:
Tractus Génital de souris CD1

EFFET GENOTOXIQUE SIGNIFICATIF DU PROH A HAUTE CONCENTRATION 7.5 ET 15%
MEME EN CAS D’EXPOSITIONS COURTES DE 1 ET 5 MIN

SULTATS ULTATS
GUES 1H ET 2H XPOS N JRTES 1MIN ET 5 MIN

&5 valeurs ' OTMy2 obtenues &taient: 2.09 + 0.07 pour l= groupe contrdle et 5.23 2 0.27 |Les valeurs 'OTMy? obtenues &taient 2.08 + 0.07 pour le groupe contréle
rour le . Pour l'exposition au PrOH 1 heure |2t .30 0.41 pour le groupe H,0,.
jroupe - les valeurs d'(?TMxZ etaient: (oo I'exposition au PrOH 1 minute -
- a 5% 2.09+0.09 . . . au
B 3 7.5% 416 + 0.40 les valeurs d° OTMy® Staient : "
- 315% 2435+ 1.60 |3 5% 2.25£0.24 "
Pour I'exposition au PrOH 2 heures |3 7.5% 5.19 £ 0.26 "
les valeurs I'OTMy2 étaient: |3 15% 7.53 £ 0.33 L o
2 F i
‘3?5‘?5&%2;;7:01:;2 Pour I'exposition au PrOH 5 minutes &5 : -
at. 3 ’ ) PR . -
— 4 15% P'altération de IADN majeure | == valeurs d'OTMY® staient . i =
- (aspect typigque de « ghost-cell ») |2 5% 2.51£ 0.12, - ns =
_ = ce qui se traduit par I'impossibilité |3 7.5% 6.06 £ 0.42 2 I_I | |
(R e de réaliser le caleul 'OTMy2. |3 15% 16.81 £ 0.67 o l_l — -
|_| i___] Gy Sy . a-,ﬁ:x-,e‘ ey «xa:z%
— — — — Samze

Mos résultats ont montré que le PrOH, employé seul, induisait des lesions primaires de FADN ovocytaire chez la souris. L'effet génotoxique était plus
marqué & haute concentration_ Il faut cependant interpréter nos résultats avec prudence car 'ADN de I'ovocyle de souris n'est pas parfaitement identique a
celui de la femme et d'autre part, le test des cométes ne tient pas compte des phénoménes de réparation ovocytaire. Toutefois, ces résultats imposent la

poursuite des tests de génotoxicité sur lovocyte ainsi que I'étude des cinétiques de réparation.

v | Tembeslegy 201048 1006-1912

-
o Rusenich | IOE208:101-910
Projet réalisé avec le soutien financier de I'Agence de |a Biomédecine
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Perturbations épigénétiques induites par la culture in vitro de I’embryon
dérégulation des séquences rétrovirales

Véronique DURANTHON (INRA)

Objectifs : le précédent projet soutenu par I’Agence de la biomédecine (GENINVITRO) met en évidence
une surexpression de certaines séquences de type rétroviral, induite par la culture in vitro de 'embryon
préimplantatoire de mammiferes. Ces séquences sont habituellement exprimées lors de I'activation
transcriptionnelle du génome embryonnaire (EGA) et nos données montrent que leur expression est
étroitement associée a I'état toti/pluripotent des cellules de I'embryon. L’objectif de ce projet est
d’analyser I'hypothése selon laquelle, au cours de I4EGA, I'expression de ces séquences rétrovirales
est affectée par I'état de méthylation de leurs séquences LTR régulatrices qui serait luiméme altéré par
la culture in vitro de 'embryon. La persistance de ces dérégulations (surexpression, hypométhylation
des LTR) sera testée au cours du développement fcetal et son éventuelle transmission aux embryons
issus d’individus développés in vitro analysée. Enfin, le lien fonctionnel entre la sous expression du géne
MAT2A, (impligué dans la synthese de S adenosyl methionine (SAM), principal donneur de
groupements methyl dans la cellule), également observée dans I'embryon cultivé in vitro et la
dérégulation de I'expression des séquences rétrovirales sera recherché. Résultats attendus : Ce projet
apportera une contribution importante a I'analyse de 'innocuité de la culture in vitro de I'embryon de
mammiféres. Alors que la question du risque épigénétique lié aux procédures d’AMP est le plus souvent
posée par rapport aux genes soumis a empreinte parentale, ce projet propose d’analyser les
conséquences de la culture in vitro sur la régulation des séquences rétrovirales qui pourraient a moyen
terme constituer un nouveau « sensor » pour évaluer ce risque. Méthodologie : L’embryon de lapin,
choisi pour ses similitudes avec 'embryon humain, cultivé in vitro ou développé in vivo, sera utilisé
comme modéle. Deux types de séquences rétrovirales surexprimées in vitro seront analysés, leur
expression sera quantifiée par gRT-PCR; la méthylation de leurs LTR sera analysée par traitement au
bisulfite puis clonage séquencage et/ ou pyroséquencage. Des embryons cultivés in vitro seront
transférés dans des femelles receveuses pour I'analyse des foetus et la transmission a la descendance.
Le lien fonctionnel entre sous-expression de MAT2A et dérégulation des séquences rétrovirales sera
analysé par ARN interférence. Enfin, les conséquences plus générales de la sous-expression MAT2A
seront analysées par analyse du transcriptome embryonnaire sur le réseau dédié et quantification de la
méthylation globale du génome par immunofluorescence indirecte (anticorps anti 5 methyl cytosine).

Publications :

1. Reis e Silva AR, Bruno C, Fleurot R, Daniel N, Archilla C, Peynot N, et al. Alteration of DNA
demethylation dynamics by in vitro culture conditions in rabbit pre-implantation embryos. Epigenetics.
2012;7(5):440-446.

2. Reis Silva AR, Adenot P, Daniel N, Archilla C, Peynot N, Lucci CM, et al. Dynamics of DNA
methylation levels in maternal and paternal rabbit genomes after fertilization. Epigenetics. ao(t
2011;6(8):987-93.
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Dynamics of DNA Methylation levels in Rabbit
Preimplantation Embryos Developed in Vivo or in Vitro

Silva A.R.R.12, Bruno C.*?, Fleurot R.13, Daniel N.!3, Adenot P.}3, Archilla C. 1%, Peynot N'2,, Lucci, C.M.2,
Beaujean, N.!3, Duranthon V.12

1- INRA, UMR 1198 Biologie du Développement et Reproduction, F-78350 Jouy en Josas, France.
2- Faculty of Veterinary Medicine, University of Brasilia, Brasilia, DF 70910-900, Brazil.
3- ENVA, F-94704 Maisons Alfort, France.

Introduction

DA methylation alierations have been attributed to in wifro culture and may alter mormal embrye development We chose to analyse DMA methylation
reprogramming in the rabbit which among species with a delayed transcriptional activation of the embryonic genome allows easy comparisons between in vivo-
developed (VD) and in wifro-culiured (ITD) embryos. In this species, the variations of DMA methylation had not been previcusly quantified during preimplantation
development even in (VD embryos.

Materials and methods

VD and ITD embryos were recovered at the 2 4, B and 16 cell, morua and blasfocyst stages. ITD embryos were culfured in B2 mediuvm with or without 2 5% FCS
(B2S or B2) af 38.5" Cin 5 % CO2 in air. Blastocysts were hemi-sectioned with a scalpel in order fo avoid biases due i reduced penetration of labaled molecules info the biastocoele.
immunostaining for S-metfyl cytosine and DNA labelling by EthDZ were then performed.  The embryoz were obeerved on a microscope with strucfured fluminafion
and analysed by fluorescence gquanitification. Guantiafive analyses of DNA methylation levelzs and fofal DNA confentz were esfimafed by guantifying fuorescence
signalz az follows: 1) the area of each nucleusz wasz outlined manually and the mean fluorescence infensity was measured for both 5-mC and EthD-2 images, 2) the
mean fiuorescence infensities were divided by the acquisition times of the corresponding signal and 3) theze corected mean fluorescence infensities were multiplied
by the nuclei areas fo obfain the fotal fluorezcence intensities for both 5-mC and EHhD2. Finally, DNA methylafion levelz (5-mC fofal fluorescence infensities) were
divided by fotal DNA confentz (EthD2 fotal fluorezcence intensifies) fo calcwlafe normalized methylated DNA quandifies.

Results

Variations in DNA demethylation Kinetics with
culture media composition

Dynamtics of DNA methylation reprogramming in IVD and ITC rabbit embryos
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i ! demethylation during preimplantation Embryo culture {x:lm:lrmns and especially the presence of
i development in VD and ITD  embryos, serum affects the extent of DMA demethylation during
i | however with different kinetics. Demathylation cleavages.

started earlier in vitro than in vivo.
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DNA methylation in rabbit blastocysts

@.a
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The ICM was more methylated than the trophectoderm.

L L

Figure 3- (A) Repe example of in ooed Dlastocy'st afte . B0 DA methyd fevels (E-mCEMD-Z) In Nastocysts efther In vive-deveioped
(IVDY(E, CJ o In vitro-cuttwed (ITD) 0 B2S (D). A= number of Siastomenss analyzed. On Mese box oiofs, values Damwesn Me inner and owsr fances ans siofed with astenisk. The femers
indkcates 2 signifcant difierence (a=<0.05) betwesn inner ceil mass (CM and iopheciodenm (TF) oslls of Hasocysts within sach deveiopment Sme for each condibon of development (VD at
&1 hec, VD &t 07 hec or ITD & PO hoc).

Discussion and Perspectives

This study provided the first quantitative analysis of DNA methylation dymamics during bath in wive and in vitre preimplantation development in the rabbit.

The guantitative data evidenced a gradual demethylation in WD or ITD embryos during successive cell cleavages, as reported in cattle, mice, sheep and pigs.
The rabbit blastocysts behave in the same way as cattle, mice, pigs. sheep and human with their ICM cells more methylated than their trophectoderm cells.
Despite a morpholegical delay in in vitro cultured blastocysts, the difference in DNA methylation between ICM and trophectoderm appeared at the same time
post-fertilization in VD and ITD embryos, which may reflect another difference in the dynamics of DNA methylation during blastocyst formation.

The data establish an effect of embryo environment on DMA methylation reprogramming over preimplantation development in non redent species.

Taken together, the results showed differential effects of different culture conditions stressed the need for further researches to optimize culture media and
conditions especially in the perspective of the development of Assisted Reproductive Technologies.

1 avenue du Stade de France
93212 SAINT-DENIS LA PLAINE CEDEX

Tél

101 5593 65 50 — Fax : 01 55 93 65 55

www.agence-biomedecine.fr



dgencedela
L biomédecine
Du test prénatal a I'expérience du handicap : les mécanismes de la traduction

en France, au Pays-Bas et au Brésil
Isabelle VILLE (INSERM ADR Paris 11, hépital Paul Brousse)

Dans une perspective sociologique, le projet vise a étudier les mécanismes de la traduction a I'ceuvre
dans la pratique du diagnostic prénatal (DPN) qui, a partir du résultat d’'un test ou d’'une image
échographique aboutissent a I'anticipation de I'expérience d’un handicap. Il s’agit, en quelque sorte, de
compléter les travaux existants en y introduisant une dimension importante et souvent négligée que
sont les significations du handicap. En effet, la question du handicap a fait I'objet, au cours des trente
derniéres années, de nombreux débats qui ont largement nourri les politiques nationales et
internationales et ont contribué a transformer I'expérience quotidienne de la vie avec des déficiences.
Et puisque les pratiques du DPN sont, pour une part, destinées a prévenir les handicaps, il apparait
essentiel d’analyser les différentes acceptations qui sont produites et qui circulent dans I'espace défini
par ces pratiques.

La démarche suppose de rassembler des expertises dans le domaine du handicap et des pratiques du
suivi des grossesses ainsi que dans les méthodes d’investigation du travail médical « en actes »,
expertises réunies dans I'équipe de recherche. Les mécanismes de la traduction sont complexes et sont
médiés par différents acteurs (professionnels, parents...) et différents dispositifs (outils techniques,
regles d’organisation des services, cadres législatifs...). La comparaison des mémes pratiques en
France, aux Pays-Bas et au Brésil permet de faire varier les contextes |égislatifs et réglementaires, trés
différents dans ces trois pays.

La recherche s’appuiera sur une méthodologie qualitative (observations ethnographiques et entretiens
aupres des femmes et des professionnels). En suivant une série de 10 situations dans chaque pays,
depuis 'admission dans le centre de DPN pour anomalie non |étale suspectée ou diagnostiquée, jusqu’a
l'issue de la grossesse, il s’agira d’étudier finement, a partir des assemblages entre acteurs et dispositifs,
les différentes significations du handicap qui sont produites, la fagon dont elles circulent et sont
partagées ou, au contraire, controversées. L’analyse des données s’appuiera sur 'approche de la
Grounded Theory.

Cet intérét pour la production et la circulation des significations du handicap dans I'espace de travail
guotidien du suivi des grossesses, a travers I'analyse des associations entre professionnels, femmes et
couples, objets techniques et dispositifs de régulations locaux et nationaux, devrait permettre de
dépasser le dualisme entre une analyse pragmatique et locale des actions, centrée sur les pratiques
professionnelles, et une analyse éthique, davantage préoccupée par les questions morales universelles
et les grands choix de société.

Publications :

1. Mirlesse V, Perrotte F, Kieffer F, Ville |. Women’s experience of termination of pregnancy for fetal
anomaly: effects of socio-political evolutions in France. Prenat Diagn. 1 nov 2011;31(11):1021-8.

2. Ville 1. Quand le handicap interroge la naissance. Introduction au dossier thématique. ALTER -
European Journal of Disability Research / Revue Européenne de Recherche sur le Handicap. janv
2011;5(1):1-6.
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jagnostic genétique »

Du test prénatal al experience du handicap:

smes de |a traduction en France, aux Pays-Bas et au Brésil
lesse - 1. Ville - 5. Rosman

Cermes 3 . Villejuif

Objectif et Méthode:

Dans une perspective sociclogique, ce projet vise une analyse
comparative des pratiques du diagnostic preénatal (DPN) en lien
avec la guestion du handicap dans 3 pays aux législations et
régulations differentes: France, Bresil et Pays-Bas.

Les domaines du handicap et de la périnatalité ont connu
dimportantes évolutions durant les trente demiéres années,
durant lesquelles |a DPN ast devenu une forme de « prévention »
des handicaps [ville 2011). Le champ du handicap a évolué suite
a la mobilisation collective des personnes handicapeées et au
développement des dizobility studies [Olivier 1990) mais ces
avglutions wont que trés peu penstre la périnatalite. Au-dela de
la mondialisation des innovations techniquas, des ultrasons aux
progrés de la génétique, nous avons étudié la facon dont, au
travers des appropriations locales, le résultat defavorable dun
test est anticipé at « traduit » en termes de handicap futur pour
F'enfant & naitre.

motre recherche indut plusisurs étapes:

- une description et analyse comparative des contextes
|égislatifs, réglementaires et cultursls (France, Brésil et Pays-Bas)
avec, pour objectif, d'étudier Particulation fine entre les actaurs,
las dispositifs, et la fagon dont les différentes significations du
handicap circulent et sont partagees ou controversses en
anténatal. Elle est complétée par I'obsenation ethnographigue
de consultations de diagnostic prénatal, dans chacun des pays en
vue d’une analyse qualitative. L'analyss des donnéas qualitatives
3 &t réalisés selon la Grounded Theory (Strauss et Corbin 1990).

- ume analyse d'un corpus de questionnaires existant sur
Faxpérience de |intarruption de grossesse face aux pathologies
feetales telle qu'elle est vécue en France par les femmes, & deux
dpoques différentes (1999-2005) dans une méme institution, en
lien avec les transformations |gislatives et l'évolution des
pratiques. [Mirlesse v 2011). L'analyse porte sur les paramétres
dedisionnels, les pratiques autour du deuil 2t la dépression post
natale.

- une anzlyse des usages de I'échographie obstétricale 3 Rio de
Janeiro au Brésil, dans un environnement ol Pinterruption de
grossesse n'est pas légalement accessible en as de pathologie
foetale non létale [ Mirlessev 2013).

cette étude fait également Fobjer d'un financement ANR dans le
cadre du programme &  Scences ef SOVOITS en SOCiEtE ®

coordonné par isabefle Ville (ANR-09-5500-025-01)

Résultats et Discussion

La description des contextes nationawc de Forganisation des
pratiques de DPN dans chacun des pays est présantés tableau 1.
Les observations des consultations en France ouvre

3 pistes de réflexion:

- La biomédicalisation de la médecine |Clarks 2002) st au cosur
des pratiques de DPN, avec les avancées technigues [biologie et
imagerie], les regulations des pratiques (par les politiques,
Fadministration et les professionnelles) et leur standardisation
Erice mux statistiques et technologies de linformation. La
législation sur 'svortement est centrale et place les praticiens en
juge de la « particulidre gravité » et des limites de la
# curabilité .

- La seconde piste de réflesion concerne les différents usages de
F'échographie fostale dans les CPDPM en France : pratique
halistique et intersubjective visant 3 « ne pas passer 3 cité »
d'une  pathologie syndromigque [assodation malformative
souvent associee 3 un retard mental] vs pratique standardisee et
codifide (signes d'appel] visant un calcul de risque.

- La troisiéme piste de réflexion porte sur la place des praticiens
qui négocient ces nouvelles contraintes et ressources inhérentes
aux transformations de la medecine dans le collogue singulier
avec les femmes et les couples.

[
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trucen iz T 20 220000
[ chamgs e
Proposé depub 1007
Pra an charge pow e 2/t rembounbe
Paya Baz 184 004 18 28 oo Samem i rivque ot fou LA w FDEA
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Tablesu 1

Leur priorité est Iz transmission des informations - jusqu'ol informer et de guelle maniére sans risquer diinquieter. Lz plupart
des cliniciens frangais que nous awons obhserves semblent &tre parvenus 3 géner ces impératifs en mettant en avant la valeur de
I'autonomie du patient, cernant su mieux |3 position du couple, pour les accompagner dans |a woie choisie | poursuite ou
interruption de grossesse].

Aus Pgys-Bas l'etape diagnostique est souvent presentée par les praticiens comme un & benéfice o voire, un « privilege » ;
« Paree que vous gtes devenue enceinte par FIV £t IC5], vous aves le droit de faire plus d'exsmens que quelqu’un d'autre . Par
silleurs, le terme de 24 semaines au-dels duquel [ipterryotion de grogzesze n'est plus sutorizes conduit parfois & delivrer une
information brutzle et 3 prescrire des d'examens complementaines dans Furgence, lorsque le delsis se rapproche.

Un sutre wolet de |analyse des consultations tant en France gu'aux Pays Bas, @ porte sur Finformation specifiquement delivree
sux fernmes dites & & risqgue » gue le foetus présente un risque de malformation, le plus souvent un syndrome de Down. Ces
obzervations montrent une hypertrophie de Iinformation technique sur le risgue, et les techniques, su détriment des autres

aspects permettant de qualifier 'evenement associe su risgue, 3 sawoir, |3 trisomie 21 et ses consequences anticipees en

o mémne
guestionnaire, aprés qu'slles sient eu recours 3 une interruption de mrossesse pour pathologie fretale montre une evolution

significative dans e temps en faveur d'un partage de la décision d'interrompre entre équipes medicales et couples concemes.
Cependant, quand la grossesse et avances, que be pronestic foetal est incertain ou & M'origine d'un reterd mental, les femmes
sont plus nombreuses 3 juger gue |z décision diinterruption leur revient. Par ailleurs, entre les deus séries, un nombre
croissant de femmes souhaitent voir be corps de lewr fostus et proceder 3 des funérsilles. Enfin, le tsus de depression du post
partum apres interruption pour pathologie foetale est trés supérieur compare aux situations d'accouchement d'enfant wivant.
Pluz generzlement, les résultats montrent une relstion Strojte et complese entre |e very des femmes et les evolutions
sociopolitiques. Cette svolution peut sembler parsdonale: les femmes gui, en 1999 sollicitsient une decision plus autonome, et
I'ont obtenue, grice sux ewolutions legales et d'organisation des soins, manifestent en 2005 le souhait d'une decision plus
partagée avec les praticiens. Ces résultats soufignent |a difficulte particuliere de | décision en médecine foetzle od,
contrairement & de nombrewses affirmations : & savoir n'est pas pouvair ». Linformation ne suffit pas.

Enfin, les observations reslisees dans les centres d'echographie prives et su centre de reference des mafformations foetales de
I'Etat de Rio de Janeiro illusire des usages nouvesux et non univogues de I'echographie. Elles ont permis d'identifier trods
moments idéal-typiques du parcours des femmes enceintes pour lesquelles une anomalie du foetus est disgnostiguée su
Bresil. Le premier, avant |z S2couverte de l'anomalie fretale, condilie les impératifs de |a biom edecine avec |z culture locsle qui
fait I'loge de la maternite et utilise imagerie pour anticiper la naissance sociale de lenfant. Ce registre d'action, se trowee
bouleverse brutzlement lors ce la decouverte d'une anomalie foetale. Le second moment ideal type se recentre sur la
bioméadecine. Uevamen de reférence privilegie le regard technique et la mise 3 distance du feetus evamine. Mais alors que
I'fvocstion de I'avortement n'est pas possible, les praticiens de hépital public tentent d'eduquer les femmes pour leur
permettre 'exercer leur autonomie en leur inculguant une comprehension de la situation selon les staEndands du
raisonnement medical. Cette démarche represente pour les praticiens comme un premier pas vers une meillewre justice
sociale. Circonscrite dans be temps, cette #tape guvre la porte au troisieme moment ideal type, od 'image echographique se
woit requalfide Gevant a naissance annoncee de Fenfant qui, méme malformé, n'en est pas moins acteur du d&fi de 5a propre
naissance. Lincertitude portee par 'outil echographigue st soulignée comme une limite 3 |3 biomediclisation du suivi de la
prossesze face 3 |2 préccoupation de lindividu 3 naitre et les enjeus du devenir mére.

Conclusions

Les aspects legaux de Pacces 2 Finterruption de grossesse dans e cadre des malformations fostales conditionnent
Forganization des pratiques mais sont loin de résumer Papproche & Dans le de la dizlization des
technigues st connaissances, Fapproche biomedicale fait Fobjet d'approprinti i et de dy i iwersifie
selon les cultures et les modalites d'accés au soin. La place des praticiens et la voin des femmes et des couples concernes
sont centraux =t encore insuffisamment explorés dans cette tude de Particulstion entre medecine fostale et handicap.
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Les choix des personnes et couples a risque face aux tests génétiques et a

I'intervention sur le vivant : le cas de la drépanocytose
Agnes LAINE (ALLT Etude et recherche)

La prévalence élevée de la drépanocytose, la souffrance des malades et le co(t de la prise en charge
ont motivé le développement d’une offre de prévention par le dépistage néonatal de la drépanocytose
par lequel on dépiste les atteints et les hétérozygotes, le dépistage en population générale des adultes
hétérozygotes et sur le dépistage prénatal (DPN) suivi (ou non) d'IMG. Le diagnostic préimplantatoire
(DPI) est une alternative au DPN encore peu utilisée. Le constat est celui d’'une adhésion trés modérée
des personnes a I'offre de prévention. Aussi le projet propose une étude des implications des techniques
de dépistage et d’'intervention sur le vivant pour les personnes a risque en France : la population
concernée est originaire pour 1/3 des Antilles et pour prés des 2/3 d’Afrique, ce qui motive une étude
centrée sur cette pathologie et sur ces populations dont le parcours pose la question de la prise en
compte des différences socioculturelles dans les dispositifs de prévention.

Ce programme comporte deux axes :

1) Une étude rétrospective des dépistages d’adultes hétérozygotes effectués au centre
d’information et de dépistage de la drépanocytose (CIDD), inauguré fin 2006. L’objectif est de mesurer
les conséquences personnelles, sociales et familiales de ces dépistages, ainsi que leur efficacité. Cette
partie du programme reposera sur des entretiens.

2) Une étude des implications du DPN, de linterruption de grossesse voire du diagnostic
préimplantatoire pour les couples a risque, reposant d’'une part sur I'observation du conseil génétique
et d’autre part sur I'analyse d’entretiens réalisés auprés de couples postérieurement a une naissance
ou a une IMG consécutive a un conseil génétique. Nous étudierons notamment linfluence des
représentations de la conception, de I’hérédité et de la filiation inscrites au coeur des religions africaines
dans l'attitude des personnes concernées. Nous étudierons aussi les cheminements et les interactions
sociales avec lesquels les couples construisent leur décision.

Cette étude sera faite sur 3 sites relevant des deux centres de référence francais de la drépanocytose,
Henri-Mondor, Robert-Debré et le Centre Guy Mérault de la Guadeloupe.

Les disciplines mobilisées : I'histoire, I'anthropologie, I'éthique et la psychologie en relation avec les
disciplines médicales impliquées dans la prise en charge des couples a risque, devraient permettre de
proposer des éclairages sur les liens entre société et prévention des naissances pathologiques ainsi
que, le cas échéant, des aménagements aux fins d’optimiser la prévention dans le respect des
conceptions religieuses et éthiques des personnes.

Publication :

Lainé A, Bardakdjian J, Prunelle F, Maroja FE, Quélet S, Girot R, et al. L'impact du dépistage du trait
drépanocytaire en population. Une étude rétrospective au Centre d’information et de dépistage de la
drépanocytose (Paris). Revue d’Epidémiologie et de Santé Publique. 1 avr 2015;63(2):77-84.
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Etude des facteurs moléculaires de non-disjonction ovocytaire, et nouvelles

approches pour la réduction de I'aneuploidie
Franck PELLESTOR (INSERM ADR 8 Montpellier)

Les erreurs de ségrégation (non-disjonctions) dans les ovocytes humains sont a l'origine de 90% des
aneuploidies, et il a été mis en évidence un lien direct entre 'age maternel et la survenue de ces
anomalies. Les recherches menées sur divers organismes ont permis d'identifier les protéines
impliqguées dans le controle de la ségrégation chromosomique au cours de la méiose, dont certaines
pourraient devenir déficientes avec le vieillissement. Ainsi, 'aneuploidie est prévenue par un systéeme
de contrdle de lI'assemblage du fuseau de division, le systeme SAC (Spindle Assembly Checkpoint). De
concert avec ce systeme, diverses protéines dont CENP-E et I'Aurora kinase B (Aurkb) contrdlent
I'alignement des chromosomes sur le fuseau. De plus, d'autres protéines (Rec8, Sughoshin) s'associent
aux chromosomes pour prévenir la séparation prématurée des chromatides sceurs durant la méiose.
Chez I'homme, l'identité et la fonctionnement de ces facteurs moléculaires restent mal connues. Ce
projet a pour but d'étudier 3 facteurs de ces mécanismes de contrble de la ségrégation chromosomique
dans l'ovocyte humain, en utilisant des techniques sophistiquées d'imagerie cellulaire, d'analyse
chromosomique et génique, et de blocage de I'expression génique. Les 3 points étudiés seront : le
fonctionnement du systeme SAC dans la méiose féminine et sa sensibilité a I'age; le role des protéines
CENP-E et Aurkb dans l'alignement des chromosomes; et le réle des cohésines Rec8 et Sughoshin
dans la prévention des séparations prématurées des chromatides et I'effet de I'age maternel sur leurs
fonctionnements.

Ce projet fournira une approche directe du déroulement de la méiose, et ainsi contribuera & une
meilleure connaissance de la genése des aneuploidies et de sa relation avec I'age. De plus, ce travall
peut ouvrir la voie a de nouvelles approches pour la prévention des non-disjonctions et I'amélioration
des protocoles d'Assistance Médicale a la Procréation (AMP).

Publications :

1. Pellestor F, Anahory T, Lefort G, Puechberty J, Liehr T, Hedon B, et al. Complex chromosomal
rearrangements: origin and meiotic behavior. Human Reproduction Update. 1 juill 2011;17(4):476-94.
2. Pellestor F, Puechberty J, Weise A, Lefort G, Anahory T, Liehr T, et al. Meiotic segregation of complex
reciprocal translocations: direct analysis of the spermatozoa of a t(5;13;14) carrier. Fertility and Sterility.
juin 2011;95(7):2433.e17-2433.e22.
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Etude des facteurs moléculaires de non-disjonction ovocytaire et effet de I’Age maternel

Franck Pellestor

Laboratoire de Génétique Chromosomigue, Hapital Arnaud de Villeneuve, CHRU de Montpellier, 34295 Montpellier, France
@: f-pellestor@ chu-montpellier.fir

Dans I'espéce humaine, les anomalies chromosomigues
constitnent I'essemtiel des anomalies ohservées a la
naissance, ainsi que la principale cause de mortalité
embrvonnaire. Ces anomalies peuvent étre transmises
par le spermatozoide ou 'ovocyte lors de la fécondation.
Pour la plupart, ce sont des erreurs de transmission des

Objectifs

Aujourd'hui, des recherches menées sur divers
organismes (bactéries, champignons, souris) ont permis
d'identifier des protéines impliguées dans la régulation
de la ségrégation chromosomique qui pourrait devenir
déficiente avec le vieillissement maternel. Chez I'homme,
I'ideniité et la fonction de ces facteurs moléculaires

A

Approches expérimentales

Une premiére approche vise a localiser dans les movaux d’ovecytes humains isolés, les chromosomes et les
principales protéines participant a la mise en place des chromosomes sur le fusean de division et a la ségrégation de
ces chromosomes. Le choix s'est porté sur les chromosomes les plus fréquemment impligués dans les trisomies

(chromosomes 13, 16, 21), et pour lesquels I'effet de I'ige maternel sur la survenue des trisomies est clairement

identifié. Les protéines détectées sont des molécules qui assurent la positionnement des chromosomes sur le fusean

e de division (CENP-E, Aurkh) et le contréle de leur ségrégation (Mad2, BubR1).

appelées non-disjonctions, qui restent mal connues. Notre projet a pour but d'étudier

apparaissent préférentiellement lors de la formation des ces  mécanismes de comtrdle de la  ségrégation

ovocytes humains. Il existe un lien direct entre l'ige chromosomigque dans I'ovecyte humain, en utilisant des

maternel et la survenue de ces anomalies. techniques  sophistiqguées d'imagerie cellulaire et arow
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L'é¢tude de la formation et de D'étiologie de ces

anomalies constitue une importante thématique de

recherche. Nous avons été I'une des premiéres équipes a
visualiser les chromosomes d'ovecvies et de La denxiéme partie du projet combine I'analyse chromosomique des ovocvtes isolés avec I'amalyse globale de
spermatozeides humains, a identifier leurs anomalies

I'expression des génes de ces cellules, afin de réaliser une étude génétique approfondie (chromosomique + génique)
chromosomiques et 4 analyser leur transmission.
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Impact de I’alimentation et du statut nutritionnel sur les troubles de I’ovulation :

étude prospective multicentrique
Isabelle CEDRIN-DURNERIN (SAIC)

De nombreux facteurs environnementaux dont la nutrition et le style de vie sont susceptibles d’agir sur
la fertilité. Le réle du poids et des apports énergétiques sur la fonction ovulatoire est bien établi et des
données récentes suggerent également un role indépendant de la composition alimentaire sur le risque
d’infertilité par troubles de I'ovulation. Ce risque semble en effet lié aux apports en hydrates de carbone,
acides gras, protéines, vitamines et minéraux. Cependant le niveau de preuve des études réalisées a
ce jour reste insuffisant et dans ces études, les troubles de I'ovulation sont le plus souvent mal définis
alors que I'impact des facteurs nutritionnels pourrait différer selon leur type. Les troubles de I'ovulation
les plus fréquemment rencontrés sont ceux liés a des anomalies du pool des follicules en croissance
soit en nombre excessif (syndrome des ovaires polykystiques ou SOPK), soit au contraire en hombre
insuffisant (insuffisance ovarienne débutante ou 10D). Ces anomalies de la réserve ovarienne sont
évaluées en échographie par la mesure du compte des follicules antraux (CFA). Dans les pays
industrialisés, la prévalence de ces troubles est croissante du fait de la conjonction d’'une véritable
épidémie d’obésité et d’'un désir plus tardif de maternité. Il n’existe a ce jour aucune étude comparant
les consommations alimentaires et le statut biologique nutritionnel de femmes en age de procréer en
fonction du statut ovulatoire et de la réserve ovarienne. Il n’est donc pas possible de préconiser une
composition alimentaire optimale en cas de désir de grossesse. Nous évaluerons dans cette étude
prospective multicentrique, les comportements alimentaires et I'apport en nutriments spécifiques de 3
groupes homogénes de 100 femmes infertiles, constitués de 2 groupes de femmes présentant un
trouble de 'ovulation en rapport avec un SOPK (CFA>24) ou une |OD (CFA<10) et d’'un groupe contrdle
de femmes normo-ovulatoires (10 < CFA < 20). Le statut nutritionnel sera évalué par des mesures
anthropométriques, une enquéte alimentaire, un questionnaire d’hygiéne de vie (activité physique,
alcool, tabac, café ...) et un bilan sanguin. Celui-ci comportera des marqueurs biologiques et hormonaux
de I'état nutritionnel, des marqueurs du stress oxydatif, des dosages de micro-nutriments notamment
les acides gras insaturés, dont les acides omégas 3 et les folates ainsi que I'analyse du polymorphisme
de I'enzyme clé du cycle des folates, la methylenetétrahydro-folate réductase (MTHFR). La mise en
évidence de différences clinicobiologiques dans le statut nutritionnel entre les femmes normo-
ovulatoires et les femmes présentant des troubles de [I'ovulation permettra d’établir des
recommandations adaptées selon le type de troubles afin de prévenir leur apparition ou permettre leur
régression. D’autre part, ces résultats pourraient permettre de formuler les bases d’'un futur essai
d’intervention pour une prise en charge nutritionnelle associée aux traitements inducteurs de 'ovulation.
Au méme titre qu’'une alimentation adaptée est capable de prévenir les maladies cardio-vasculaires et
certains cancers, 'alimentation pourrait constituer un élément essentiel, mais largement négligé dans
la prévention et la prise en charge de l'infertilité d’origine ovulatoire.
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Assistance médicale a la procréation et risque de cardiopathies congénitales :
étude en population

Babak KHOSHNOOD (Inserm, ADR Paris 6)

Objectif principal : Estimer le risque de cardiopathies congénitales associé a différentes méthodes
d’AMP pour l'ensemble des cardiopathies congénitales, ainsi que pour des sous-groupes de
malformations cardiaques et certaines cardiopathies spécifiques majeures isolées (ex. : transposition
des gros vaisseaux, hypoplasie du cceur gauche, tétralogie de Fallot).

Méthodes : Deux sources de données seront utilisées pour ce projet : 1) le registre des malformations
congénitales de Paris et 2) I'étude EPICARD (Etude sur le devenir des enfants porteurs de cardiopathies
congénitales). Une étude cas-témoin en population sera réalisée pour évaluer le risque de cardiopathies
congénitales en relation avec 'AMP. Les cas incluront 'ensemble des cardiopathies congénitales
(incluant les sous-groupes des malformations et les malformations spécifiques majeures isolées) dans
la base de données du Registre et celle de I'étude EPICARD. La définition des sousgroupes de
cardiopathies congénitales se réalisera en consultation avec des cardiopédiatres impliqués dans I'étude
EPICARD. Au total, environ 5000 cas de cardiopathies congénitales seront inclus. Le choix des témoins
est un point clef de notre étude dans laquelle nous utiliserons d’autres témoins malformés de la base
de données du Registre (cf. Méthodes dans la description du projet pour les critéres de sélection des
témoins). La variable prédictive principale, 'AMP, sera étudiée en quatre catégories : aucune, inducteurs
seuls, FIV, et ICSI. Les variables considérées comme facteurs de confusion potentiels ou d’interaction
incluent 'dge maternel, la parité et les facteurs socioéconomiques.

Résultats attendus : Vu le peu de données sur le risque de cardiopathies congénitales en relation avec
I'exposition a I’AMP, notre étude peut fournir des informations sur le risque associé a 'AMP qu'il serait
difficile (et méme impossible) & obtenir dans une étude de type cohorte, étant donné les moyens
nécessaires pour étudier de tels devenirs rares, surtout en ce qui concerne les sous-groupes de
cardiopathies congénitales ou bien les malformations spécifiques majeures isolées.

Publications :

1. Tararbit K, Houyel L, Bonnet D, De Vigan C, Lelong N, Goffinet F, et al. Risk of congenital heart
defects associated with assisted reproductive technologies: a population-based evaluation. European
Heart Journal. 2 févr 2011;32(4):500-8.

2. Tararbit K, Lelong N, Thieulin A-C, Houyel L, Bonnet D, Goffinet F, et al. The risk for four specific
congenital heart defects associated with assisted reproductive techniques: a population-based
evaluation. Human Reproduction. 1 févr 2013;28(2):367-74.
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Poursuite du suivi des enfants congus par fécondation in vitro avec le diagnostic
préimplantatoire (DPI)

Laurence FOIX-L’HELIAS (hépital Saint-Louis)

Le diagnostic pré-implantatoire (DPI) permet de diagnostiquer des pathologies génétiques au stade
embryonnaire et peut donc étre considéré comme une forme de diagnostic prénatal trés précoce.
L’avantage de cette technique est d’éviter un diagnostic prénatal et son corollaire qu’est, le cas échéant,
l'interruption médicale de grossesse (IMG) lorsque le foetus est atteint. Depuis les premiéres grossesses
obtenues aprés DPI, il y a prés de 15 ans au Royaume-Uni, cette technique s'est répandue et a évolué.
En France, le DPI est autorisé dans trois centres : I'hépital Antoine BécléreNecker (Clamart), le Centre
Médico-Chirurgical et Obstétrical-C.M.C.O. (Strasbourg) et I'hdpital Arnaud de Villeneuve (Montpellier).
Face a I'évolution de I'ensemble de ces techniques et aux manipulations de plus en plus importantes
des gametes qu’elles impliquent, les équipes médicales sont confrontées a de nombreux problémes
d’évaluation des pratiques et surtout d’analyse des éventuels retentissements possibles sur la santé
des enfants. Un suivi clinique systématique des enfants nés aprés DPI a déja été mis en place depuis
2001 et concerne aujourd’hui plus d’'une centaine d’enfants congus par DPI et ICSI et plus d’une
cinquantaine d’enfants congus par ICSI sans DPI. Cette étude a été financée dans le cadre du PHRC
2005 AOM 05040.

Les premiers résultats du suivi de cette cohorte ont fait I'objet d’'une présentation orale lors du 8iéme
congrés « International Symposium on Preimplantation Genetic Diagnosis » a Barcelone en avril 2008.
L'objectif de cette enquéte est de suivre la santé et le développement d'enfants nés apres DPI dans les
3 centres qui utilisent cette technique de facon a avoir une cohorte nationale. Il s’agit d’'une étude
multicentrique de cohorte de type exposés / non exposés réalisée par une équipe multidisciplinaire
(biologistes, obstétriciens, pédiatres et épidémiologistes). Le suivi est prévu jusqu'a I'age de 8 ans avec
un examen clinique ou un questionnaire a 1, 2, 5 et 8 ans. Une évaluation du développement de I'enfant
par une psychologue est également prévue a 5 ans en utilisant le test de WPPSI-IIl (Echelles de
WECHSLER). Des enfants congus par ICSI (Intra Cystoplasmic Sperm Injection) seront également
suivis comme témoins.

Les caractéristiques maternelles et néonatales seront recueillies a partir de questionnaires et des
dossiers médicaux. Aprés la naissance, des questionnaires (a 2 ans et 5 ans) ainsi que le test de
WPPSI-III réalisé par une psychologue a 5 ans, enfin des examens clinigues (& 1 an et 8 ans)
permettront d'évaluer le développement somatique et psychomoteur de I'enfant ainsi que ses
caractéristiques psychologiques et comportementales. Les données médicales seront enregistrées
séparément des données nominatives auxquelles elles ne seront reliées que par un numéro
d'anonymat. L'objet de cette demande est de permettre la poursuite de cette cohorte (poursuite du suivi
des enfants déja inclus et poursuite des inclusions pour les DPI a venir) dont les résultats sont importants
pour I'évaluation des activités novatrices en AMP.

Publication :

1. Foix-L’Hélias L, Grynberg M, Ducot B, Frydman N, Kerbrat V, Bouyer J, et al. Growth Development
of French Children Born after In Vitro Maturation. Chavatte-Palmer P, éditeur. PLoS ONE. 26 févr
2014;9(2):e89713.
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Attitudes et représentations en matiére d’assistance médicale a la procréation
et génétique de lareproduction en France

Caroline MOREAU (ADR PARIS XI)

Contexte : L'émergence de la génétique de la reproduction, conduit a I'extension des champs
d’application de I'AMP, jusqu’alors essentiellement réservées aux couples infertiles, a de nouvelles
indications dont il reste a définir les contours. Ces évolutions, et la distance croissante entre les
modalités dites « naturelles » de la reproduction humaine et les processus rendus possibles par
linnovation scientifiques, générent de nouvelles questions, éthiques, sociales et Iégales. Le recueil de
données scientifiques sur ces enjeux, tant auprés des professionnels de sante que des usagers parait
plus que jamais essentiel pour enrichir le débat public.

Objectifs : Dans le contexte de la révision de la loi sur la bioéthique en 2009, I'objectif de cette étude est
d’explorer les attitudes de la population concernant I'utilisation, les effets secondaires et la régulation
de 'acceés aux techniques de procréation médicalement assistées en France ainsi qu’a la pratique de
tests diagnostics sur I'embryon ou le feoetus. L’étude sera conduite par une équipe de recherche
pluridisciplinaire associant épidémiologistes, démographes et sociologues.

Méthodologie : L’étude est un volet spécifique d'un dispositif de recherche plus large, le projet
FECOND, dont I'objectif général est d’explorer différents enjeux en santé sexuelle et reproductive du
point de vue des acteurs impliqués (les professionnels de santé, les femmes et les hommes).
L'originalité de cette démarche est d’intégrer pour la premiere fois, I'étude des représentations et
attitudes de la population générale en matiere d’AMP et génétique de la reproduction, a un cadre
d’analyse pluri-thématique large. Ceci permettra a la fois de confronter ces attitudes a d’autres normes
en matiére de procréation (age a la parentalité, nombre idéal d’enfant, attitudes vis-a-vis de I'lVG), et
de les mettre en perspective avec les expériences reproductives des individus (tel que le recours aux
traitements de l'infertilité) ainsi qu’avec leurs antécédents pathologiques graves ou chroniques.

Cette étude est un module spécifique de I'enquéte FECOND réalisé en population générale. Il s’agit
d’'une enquéte socio-épidémiologique quantitative auprés d’un échantillon aléatoire représentatif de la
population générale vivant en France métropolitaine. Cette enquéte sera conduite par téléphone aupres
de 5000 femmes et 3000 hommes agés de 15 a 49 ans. Le volet spécifique dédié aux représentations
et attitudes en matiére d’AMP et génétique de la reproduction consiste en une série de 12 questions.
Retombées attendues : Cette étude a vocation a constituer une premiére enquéte nationale de
référence sur le sujet, de maniére a suivre ultérieurement I'évolution de ces représentations et pratiques
dans le temps. Les données contribueront & éclairer et alimenter le dialogue entre la population, les
acteurs politiques et les professionnels de santé autour des questions de santé publique liées a la
reproduction humaine.
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Endométriose I/l traitée et fertilité

Bernard HEDON (CHU Montpellier)

Justifications:

Au sein d'un couple infertile, 'endométriose 1égére et modérée, une fois traitée chirurgicalement, offre

deux options thérapeutiques : la fertilité spontanée ou le recours a 'AMP avec I1U.

La question est posée dans la derniére publication de J.-L. Pouly [Pouly J.-L. Stérilité par endométriose.

EMC, Gynécologie, 150-A-70, 2007] sur le sujet. Il cite : « Les 1lU donnent des résultats non négligeables

dans cette indication, particulierement si elles suivent de prés le traitement chirurgical. Faut-il

commencer immédiatement aprés celui-ci ou peut-on raisonnablement attendre 6 a 9 mois ? Ce sont
les deux options. Aucune étude ne permet de répondre a cette interrogation. »

Les prises en charge déja existantes et leurs limites :

Plusieurs attitudes thérapeutiques dans le traitement de l'infertilité par endométriose de stade I/ll :

- traitement chirurgical coelioscopique seul puis attente de 6 a 12 mois en fertilité spontanée

avant de débuter la prise en charge en AMP. Les résultats de la fertilité spontanée paraissent encore

insuffisants.

- traitement chirurgical coelioscopique et IAC d’emblée. Le bénéfice de la prise en charge
directement aprés la chirurgie n’a jamais été évalué.

- 1AC d’emblée sans traitement chirurgical préalable dans le cadre d’une infertilité inexpliquée. Le
diagnostic d’endométriose n’est alors pas fait. Le traitement chirurgical est nécessaire pour le
diagnostique mais aussi le traitement initial de la maladie. Dans notre équipe, nous procédons
toujours a une coelioscopie diagnostique et thérapeutique.

Objectifs :

Evaluer si les inséminations intra-utérines directement aprés traitement chirurgical de 'endométriose

stade I/ll apportent un avantage en termes de taux de grossesse et de délai d’obtention de la grossesse.

Matériel et méthodes :

Critéres d'inclusion :

- age: 18-36 ansinclus

- infertilité primaire ou secondaire inexpliquée

- ccelioscopie diagnostique montrant une endométriose stade I/1l

- consentement éclairé signé

- couples répondant a toutes les conditions de réglementation de 'AMP Critéres d’exclusion :

- age<18anset>36ans

- antécédent de traitement de 'endométriose

- antécédent de prise en charge en AMP

- endométriose stade III/IV

- toute cause d'infertilité autre que 'endométriose Randomisation :

Enveloppes de randomisation numérotées et tirées par ordre de numérotation, faites selon des tables
de permutation aléatoires de quatre éléments. 2 bras randomisés :

- 1 bras: fertilité spontanée pendant 6 mois

- 1 bras: « prise en charge en AMP » en post-opératoire immédiat, avec 3 a 4 1lU dans les 6 mois.
Toutes les patientes bénéficieront d'un traitement chirurgical des Iésions d’endométriose le plus total.
L’inclusion dans I'étude se fait apres cette chirurgie.

Les patientes appartenant au bras « prise en charge en AMP » seront revues 15 jours apres le traitement
chirurgical pour débuter un traitement par IIU couplé a une stimulation de I'ovulation selon les protocoles
dans le service de médecine de la reproduction.

Tableau récapitulatif de suivi :

Visite 1: inclusion Visite 2: a 1 mois 1/2 Visite 3: a 8 mois
Consentement éclairé X
Randomisation X
Interrogatoire X X X
Examen clinique X
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Critéres de jugement :

1. Critére principal
Obtention d’'une grossesse intra-utérine objectivée a I'’échographie pelvienne précoce (6-7 SA)

2. Critéres secondaires

- Délai d’obtention de la grossesse

- Evaluation de la douleur

- Evolution de la grossesse

- Taux de grossesses biochimiques (dosage de BétaHCG qualitatifs > 1).

- Taux de grossesses ayant conduit a la naissance d’un enfant viable.

Nombre de sujets nécessaires :

68 patientes par groupe et 10% de perdues de vue, soit 150 personnes au total

Lieux de recherche et investigateurs :

L'étude se déroulera dans le service de gynécologie-obstétrique et médecine de la reproduction du
CHRU Arnaud de Villeneuve &8 MONTPELLIER.

Les investigateurs ont tous les compétences requises pour inclure et traiter les patientes dans les
meilleures conditions possibles.

Publication :

Foix-L’Hélias L, Grynberg M, Ducot B, Frydman N, Kerbrat V, Bouyer J, et al. Growth Development of
French Children Born after In Vitro Maturation. Chavatte-Palmer P, éditeur. PLoS ONE. 26 févr
2014;9(2):e89713.
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Validation finale du G-CSF Folliculaire comme biomarqueur non invasif du
potentiel d’implantation embryonnaire

Nathalie LEDEE (ADR Villejuif)

Seuls 5% des ovocytes ponctionnés et 15 a 20% des embryons transférés aboutissent a la naissance
d'un enfant en fécondation in vitro. La qualité ovocytaire principalement affectée par I'age est le
principal facteur limitant en reproduction humaine. Nous n’avons pourtant a I'heure actuelle aucun
outil diagnostique (morphologique ou génétique) attestant de la qualité d’'un ovocyte en termes de
potentiel implantatoire. Basé sur les résultats de 3 études successives, le Granulocyte-colony
Stimulating Factor (G-CSF) apparait comme un biomarqueur immunologique du potentiel
d’'implantation. L’'objectif de cette recherche est de savoir si la documentation du GCSF folliculaire
permet effectivement d’augmenter les taux de grossesse évolutive dans une population de bon
pronostic chez qui 'on souhaite limiter les risques de grossesses multiples tout en assurant une
chance de succés maximale. Il est donc nécessaire (1) de valider la sensibilité et la spécificité d’'un
prototype ELISA pour une utilisation en routine et (2) de confirmer que le G-CSF folliculaire est un
biomarqueur non invasif du potentiel d’'implantation de I'ovocyte correspondant selon un mode
prospectif, multicentrique, randomisé en double aveugle.

La premiére étape consiste a tester le prototype de dosage du G-CSF dans les centres ayant participé
aux recherches préliminaires et dont le profil immunologique est déja documenté par Luminex. En
effet, le colt et la complexité de la technologie Luminex limitent son utilisation en routine. Une SME
MITHRA (partenaire 3) développe un prototype adapté a 'usage en routine que le réseau clinique
(partenaire 2) testera. Les résultats attendus sont de reproduire la sensibilité, la spécificité et les
valeurs prédictives positives et négatives du G — CSF, évaluées par Luminex.

La seconde étape est le protocole prospectif, multicentrique randomisé évaluant I'utilit¢ du dosage en
routine de la concentration du G-CSF folliculaire pour le choix du seul embryon a transférer pour le
Single Embryo Transfer, aprés consentement éclairé. Pour harmoniser la méthodologie dans le réseau
clinique, tous possédent la méme infrastructure informatique pour le recueil de leurs données cliniques
et biologiques. Une formation validant les techniques d’utilisation du prototype Elisa sera effectuée sur
chaque site. Les données anonymes sont transférées sur un serveur sécurisé pour leur interprétation a
la fin de la période d’inclusion.

Publications :

1. Lédée N, Munaut C, Sérazin V, d’Hauterive SP, Lombardelli L, Logiodice F, et al. Performance
evaluation of microbead and ELISA assays for follicular G-CSF: a non-invasive biomarker of oocyte
developmental competence for embryo implantation. Journal of Reproductive Immunology. nov
2010;86(2):126-32.

2. Ledee N, Gridelet V, Ravet S, Jouan C, Gaspard O, Wenders F, et al. Impact of follicular G-CSF
guantification on subsequent embryo transfer decisions: a proof of concept study. Human Reproduction.
1 févr 2013;28(2):406-13.
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Le G6-CSF Folliculaire est-il un biomarqueur prospectif non
invasif du potentiel d'implantation embryonnaire ?
MNathalie Lédéee MD, PhD

Equipe INSERM UMRS 782: « Implantation et Dialogue Cytokinique Mére-Conceptus » , Hopital Antoine
Béclére clamart

i,
| II !nmrm m ' M"“‘iwr'

La qualité ovocytaire reste un facteur majeur limitant le succeés des traitements de procréation medicalemant assistée (PMA). Seuls 5% des ovocytes collectés en PMA
2120 & 25% des embryons transférés conduiront 3 une naissance. L'analyse de la morphologie ovocytaire est faiblement discriminants et permet principalemeant une
sélection négative. L'observation morphologigue séquentielle des embryons, bien gu'efficace, reste peu discriminative du potentie| d'implantation. Parvenir &
documenter la qualité et la competence des ovocyles dont ils sont issus est done requise pour améliorer le choix des embryens a transférer est done un enjeu majeur.
Dans le cadre de recherche sur les mécanismes de limplantation embryonnaire, nous avons découvert que la mesure du Granulocyie- Colony Stimulating Factor
dans des fluides folliculsires individualisés (FF G-CSF) permetiait de documenter la compétence ovocytaire aussi bien en cydes naturels et stimulés. Les
concentrations du FF G-CSF évalué en microbilles (Luminex Map Technology. Bio-Rad) prédisent significativernent le potentiel dimplantation de Membryon
corespondant et ced indépendamment de la marphologie embryonnaire. L'objectif de cetie nouvelle étude est d'évaluer Mimpact potentiel du dosage individue! du G-
CSF sur la politique de transfert d'embryons- a savair si cette information modifierait le choix de l'embryologiste de transférer en frais, congeler ou détruire les
embryons comespondants.

Introduction

F . ra ,
Matériels et méthodes- résultats Fig 1: Repartiion des embryons 2n foncion o leur concentration de G-CSF et leurs taux Impiantataires
comespondants
. . FF G-05F M T FFGCSF(ABT) | tme | Tom dimglemession

.?.u CIJ:'MA de I'Universite de Liege, enire mai 2008 et mai 2010, les iraitements {peml) Dlambryens | 9Eplasstion | Fitpe & Enbryon | D'embryoms ram (12 54)
realises pour ICS] chez 78 patientes ont permis d'analyser 523 FF individuels cabegory e (12 54) (4-B-0)
d'ovocytes ayant donné 118 embryons transférés frais, 278 embryons congelés
dont 80 seront secondairement transférés, et 131 embryons détruits et done I 38 I6.4%0 A 27 3.1
non transférés. Mous confimens que le FF G-CSF est prédictif de la survenue =30 pgicd B 14 /3%
d'une implantation: I'aire sous la courbe ROC évaluant le pouveir discriminant il 18 156 %
du FF G-CSF 3 prédire une grossesse évolutive, aprés analyse multivaride
atteint 0.77 ([0.88-0.83]-p<0.001) slors quelle attsint seulement 0.86 ([0.56- I 105 188 % o 8 8%
0.73] p=0.01) pour 'observation morphologique des embryons. Afin d'évaluer 130 = & 8%
l'impact combing du FF 3-CSF et du score morphologique de l'embryon, nous poml oc e 1#%
avons catégonse le FF G-CSF en 3 classes : 1 si >30pgiml (la plus haute o 1 P ma 15 P
valeur prédictive positive pour lNimplantation), 2 si <30pgim| et > 18,4 pg/ml, et <16 paizl mE § =
3 si =18.4 pgiml (la plus grande valeur prédictive négative pour l'implantation) me 0 e
et ABC powr la morphologie.
Les embryons issus d'ovocytes de cdasse 1 powr le FF G-CSF ont un taux

dlimplantation de 36% alors quil décroit a 16% pour les classes || et 6% pour
lez classes Il De maniére cohérente, les embryons de classe | pour le G-CSF ** p=0.001 enmeles categories [ versuz I and I
et de qualité morphologique optimale atteignent des taux dimplantation de 54%
{p= 0.001) alors gu'un embryon de méme morphologie mais Classe Il pour le
3-CSF restera & 8% de taux dimplantation (fig.1). La moitie des grossesses
gémellaires sont survenue grice au transfert de 2 embryons A pour la
maorphologie- Classe | pour le G-CSF Ces grossesses gémellaires auraient
daone pu &tre prévenue.

Fig.2: Taux dimplantation des embryons congelés- décongelés et transférés en fonction
de leur concentration de G-CSF folliculaire

Un choix non optimal a &té réaliseé chez 24% (24/78) des patientes aboutissant FF G-L3F das IEII:I]]I’_\"EG:L‘. ‘?m,‘gdés’ Nnmtm} dechantllons Ta}]m dimplautzrion
3 une diminution des taux de grossesses de 38% & 12% (p=0.02) entre les decongeles et tansférds Analysés (1254)

patiemtes avec choix optimal versus non optimal si I'on tient compte du FF G-

CSF

L'hypothése est que I'on observerait une augmentation relative de 35% de taux
de grossesse par un choix &clairé par la connaissance du FF G-CSF en ce qui - - p—
conceme l'embryon 3 transférer Categorie I a EERA

Pour les embryons congelés, seuls 35% des embryons congelés viennent d'un =30 pgml

follicule de Classe | et 15% de classe |l Les taux d'implantation observés pour

les embryons congelés au décours de leur décongelation étaient de 25 % pour

les Classe |, 9 % pour les Classe |l et 3 % pour les Classes 1l (Fig 2). Categorie IT 45 B.6%
18-30 pe/iml

En o= qui sonceme les embryons détruits, 10% d'entres-sux &taient de Classe |

pour le G-CSF malgré une morphologie mauvaise.

Pour 5 patientes (8%), l'embryon au plus haut potentiel a &t détruit et ne Categorie I 14 3%
= 18 pg/ml

I'aurait sans pas &t

P=0.0001 between Category | versus Category Il and Il

Conclusion

La mesure du FF G-GSF pourrait, en amélicrant la connaissance de la potentialité des embryans générés

(1} augmenter de 35% les tauwx d'implantation au premier transfert d'embryon frais en PMA,

(2) permettre un meilleur contrdle des grossesses multiples dont les impacts sur la morbidité maternelle et feetale sont démentrés

(3} réduire l2 nombre d'embryons cryoprésensés a ceux consenvant une potentialité tout en sauvegardant certains embryons destinés a la destruction s=lon leur simple
meorphologie.

Lutilisation clinique &'un t2l biomargueur pourrait réduire |2 temps nécessaire 3 l'obtention d'une grossesse, et parmetire dés lors '2conomie 3 la fois d'énergie, et de

colits, engendrés par des cydes inutiles.
1 avenue du Stade de France
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Défauts de fermeture du tube neural et molécules donneur de méthyle
approche biochimique et moléculaire

Bénédicte GERARD (hépital Robert Debré)

Les défauts de fermeture du tube neural (DFTN) regroupent le spina bifida, I'encéphalocéle et
'anencéphalie. lls constituent la plus fréquente des malformations foetales aprés les malformations
cardiaques, touchant 1 foetus sur 1000 et jusqu’a 1 % des conceptus. De rares cas de transmissions
monogéniques sont a l'origine de ces DFTN. D’autres causes impliquant a la fois des facteurs de
prédisposition génétique et des carences nutritionnelles (notamment en acide folique et en choline)
seraient a l'origine de la plupart de ces cas non familiaux. Le mécanisme moléculaire a I'origine des
DFTN reste aujourd’hui largement inconnu. En particulier, aucun lien n’a été a ce jour recherché entre
DFTN et anomalie de méthylation de ’ADN.

Nous proposons de tester '’hypothese suivante : ces malformations pourraient étre liées a la présence
d'un stock ovocytaire insuffisant en molécules donneur de méthyle et notamment en
Sadenosylméthionine (SAM). Ce défaut de stock initial, constitué avant la conception du zygote, pourrait
étre responsable d’'une hypométhylation de 'ADN, de protéines (notamment des histones) et de lipides
au cours des premiéres divisions cellulaires et donc d’'un défaut de la mise en place de la régulation
épigénétique de génes impliqués dans I'embryogenése précoce. En effet, les premiers stades de
développement embryonnaire se déroulent avant la mise en place d’'un placenta et d’une circulation
embryonnaire fonctionnelle : la vague de reméthylation de '’ADN a partir du 8¢™e jour de développement
puiserait donc directement dans le stock de S adénosyl méthionine disponible dans les cellules foetales.
L’hypométhylation de I'ADN et/ou des histones perturberait alors le processus de différenciation
cellulaire et pourrait ainsi expliquer la geneése des DFTN.

Objectifs : Etude du lien entre DFTN et carence ovocytaire en SAM

Méthodologie : Nous souhaitons évaluer, par méthodes biochimiques et génétiques, le stock de donneur
de méthyle présent dans les tissus de 20 couples meére/foetus présentant un DFTN, comparativement &
des couples mére/feetus contréles. Le dosage biochimique de différentes molécules (SAM,
phosphatidylcholine, bétaine, choline, créatine ...) et vitamines (ac folique, vit B12) impliquées dans les
processus de méthylation sera effectué sur les prélévements maternels et foetaux réalisés au moment
de I'lMG. L’hypométhylation de ’ADN sera recherchée par des méthodes basées sur le traitement au
bisulfite de 'ADN : une étude globale de I'état de méthylation des promoteurs de 27.000 génes sera
réalisée sur puce a ADN et la méthylation des CpG des promoteurs de génes de développement,
connus pour étre inactivés précocement sera étudiée par séquencage.

La compréhension du mécanisme moléculaire impliguée dans la genése de ces malformations
permettra de mieux cibler les femmes potentiellement a risque pour de telles malformations et donc
pourra permettre a terme de réduire l'incidence des DFTN par une prévention mieux adaptée.
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Diagnostic prénatal non invasif de I’achondroplasie

Jean-Marc COSTA (Laboratoire Pasteur Cerba)

Objectifs :

Développement et validation clinique d’'un test de génétique moléculaire non invasif pour le diagnostic

prénatal de 'achondroplasie a partir du sang maternel par analyse et '’ADN feetal circulant.

Ce test reposera sur :

- Une méthode d’enrichissement de 'ADN foetal plasmatique déja évaluée

- Une méthode fiable et sécurisée (automatisée) de I'extraction des acides nucléiques déja évaluée

- Une méthode de détection fiable et sensible de mutations ponctuelles par PCR en temps réel
(complétée si nécessaire par la validation et identification de la mutation détectée par une méthode
de mini-séquencage) incluant le contréle de la présence d’ADN foetal dans I'échantillon analysé.

La méthode proposée s’inspire des tests développées par notre laboratoire dans le cadre de la

recherche de mutations « somatiques » (génes KRAS et JAK2) et dont le niveau de sensibilité habituel

(de l'ordre de 1 a 2 % d’alléles mutés au sein d’'un génome « normal ») est compatible avec les

caractéristiques de ’ADN fcetal circulant, représentant environ 3 a 5 % de I’ADN circulant.

Résultats attendus

Définition de la sensibilité et de la spécificité du test apres étude comparative des résultats obtenus a

partir d’'un tissu de référence. Le diagnostic prénatal de I'achondroplasie est essentiellement

échographique. Toutefois, la preuve formelle de ce diagnostic est génétique. De I’ADN fecetal circulant

dans le sang des femmes enceintes, il devrait étre envisageable de mettre en évidence I'anomalie

moléculaire quasi-unique du géne FGFR3 a des fins de confirmation biologique du diagnostic évoqué

évitant ainsi le recours a un geste invasif.

Méthodologie

Etude multicentrique nationale non interventionnelle
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Diagnostic prénatal moléculaire non invasif

de I'achondroplasie par analyse de I’ADN feetal circulant

Sophie PEDRONNO®™, A BENACHI®),

ique KOHLER™), Héléne STORA DE NOVION®, Bernard LE FIBLEC™, Michel VOULGAROPOULOS®), Romain FAVRE®™, Jean-Marc COSTA™
W Laboratoire Cerba, Cergy-Pontoise, France (jmcosta@lab-cerba.com/Fax:0134402029/Tel:0134402111)

@Service de Gynécologie-Obstétrique, Hopital Béclere, Clamart, France

®)ICMCO-SIHCUS, Schiltigheim, France

®Laboratoire Genazur, Nice, France

®Service de Gynécologie-Obstétrique, Centre Hospitalier, Saint-Brieuc, France

®)Service de Gynécologie-Obstétrique, Centre Hospitalier, Gonesse, France

INTRODUCTION

Lact est la o la plus fréquente qui touche environ 1 enfant sur 15.000. Il s'agit d'ure maladie dont la t est de type et qui résute dans la majorité des s dune
mutation de novo(la mutation G380R du géne FGFR3 dans plus de 99 % des as). En période prénatale, ke diagnastic dachondroplasie est évoqué généralement au trolsiéme trimestre de la grossesse devant des signes d'appels échographiques évoca-
teurs (prindpalement assodation de fémurs courts et d'un diamétre bipariétal normal ou augmenté). Ces signes conduisent en prindpe a des explorations complémentaires, soit non irvasives (scanner 3D dont Fobjedtif est de conforter le diagnostic), soit
inasives (amniocentése afin d'apporter la preuve formelle de ce diagnastic par analyse du géne FGFR3).

Nous présentons les résultats de la détection des mutations ¢ 1138G>A et ¢.1138G>C du géne FGFR3 par PCR en temps réel et fusion haute résolution (High Resolution Melting) dans le plasma de femmes enceintes.

MATERIELS & METHODES

I - Prélévement maternel

II - Amplification PCR HRM : LightCycler 480 ( Roche Diagnostics) I1I - Mini-séquencage
« Prédavement sanguin : sang total EDTA . Réaction de PCR sous un volume final de 20 pl . Purification par ExoSAP-IT (USB) de Syl de réaction de PCR selon
. Plasma maternel obtenu aprés centrifugation (10 min & 4.000 tr/min) (LC480 HRM master 1x, MgQ2 3mM, Primers 0.25 pM, ADN 5 ) protocole fournisseur
. Extraction de FADN total : & partir de 1 ml de plasma, extradion automatique . Paramétres d'amplification : dénaturation initiale 10 min 95°C puis

. Mini<équencage au moyen du kit SNaPshot Multiplex (Applied Biosystems)
50 cycles 95°C 10 seq, 68°C 10 sec, 72°C 15 sec sedon protocole foumisseur

. Paramétres de courbe de fusion : 1 min 95°C puis 1 min 40%C puis . Analyse sur ABI3100 analyzer et logidel Genescan (Applied Biosystems)
acquisition de fluorescence de 65°C & 95°C (1°C/s et 25 acquisitions par °C)

RESULTATS

sur MaghaPure au moyen du kit MaghApure Compact Nudleic Isolation Kit
(large volume) Compact (Roche Diagnostics). ADN total recuedlll sous un
volume de 50 pl de tampon d'élution.

1. Sensibilite de detection - Détection de la mutation G380R du géne FGRFR3 : gamme de dilution d'un ADN muté (G11384) dans un ADN WT
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CONCLUSION

Le diagnastic prénatal non invasif de I'achondroplasie a éé réalisé avec sucoks chez 5 patientes par analyse de FADN foetal plasmatique au trolsiéme trimestre de grossesse.

Une étude multicentrique est actuellement en cours afin de valider cette approche en vue de son utilisation en routine clinique. Ce test pourrait éviter le recours & une amniocentizse tardive et viendrail compléter avantageusement (diagnostic génétique
spécifique de certitude) les examens échographiques (scanner 3D)
La passibilité de détecter par une méthade simple et rapide un SNP absent du génome maternel ouvre de nouvelles perspectives. U'approche peut éire étendue :

. aux autres anomalies génétigues de survenue de novo dautres de révélation 2rdive ;

. & la détection de SNP dorigine paternelie.
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Dépistage génétique des dysfonctions de la jonction neuromusculaire dans les
syndromes d’akinésie foetale

Damien STERNBERG

Objectifs :

Récemment, des anomalies de génes de la voie du récepteur musculaire a I'acétylcholine (RAch) ont
été identifiées dans des séquences d’akinésie foetale |étale (Syndrome létal des ptérygiums multiples)
et non létale (Syndrome d’Escobar). A ce jour, des mutations homozygotes ou hétérozygotes
composites ont été rapportées dans les génes CHRNA, CHRND, CHRNG et RAPSN, dans des
akinésies fcetales. Les atteintes génétiques de la jonction neuromusculaire sont décrites depuis plus
longtemps chez I'enfant et I'adulte ou elles occasionnent des syndromes myasthéniques congénitaux.
Elles sont dues a des mutations des génes des sous-unités du récepteur ou de protéines impliquées
dans la régulation des récepteurs (rapsyne, musk, dok7), ou encore pour certaines a des mutations
affectant des constituants synaptiques ou présynaptiques (COLQ, CHAT). Les séquences d’akinésie
foetales représentent 1 grossesse sur 5000 environ, dont une majorité de formes sans diagnostic précis
compatibles avec une cause neurogéne ou myogene. 30 % des formes sans diagnostic précis seraient
plutdt de type myopathiques, mais 70 % sont compatibles avec une atteinte nerveuse ou de la jonction
neuromusculaire. Notre étude a pour but de préciser la contribution des atteintes génétiques des génes
du récepteur nicotiniqgue musculaire et de sa voie de régulation a ces formes sans diagnostic précis, et
de fournir ainsi un diagnostic et un conseil génétique a un certain nombre de couples concernés.
Résultats attendus :

Un nombre variable de ces syndromes d’akinésie foetale sans diagnostic se révéleront probablement
étre dus a des atteintes précoces, génétiguement déterminées, récessives, ou dominante de novo, de
la jonction neuromusculaire.

Un conseil génétique basé sur des données moléculaires interprétables pourra étre fourni a un certain
nombre de couples.

Méthodologie :

Les cas d’akinésie fcetale seront analysés méthodiquement documentés a la recherche des différentes
étiologies. Les cas demeurant sans diagnostic et compatibles avec une atteinte de la jonction
neuromusculaire seront étudiés a la recherche de mutations des genes du récepteur nicotinique
musculaire et de sa voie de régulation.

Les génes analysés seront les génes du récepteur a I'acétylcholine et de sa voie de régulation.

Les anomalies recherchées seront de type mutation ponctuelle, détectable par PCR-séquencage. Le
séquengage sera direct, bidirectionnel, et concernera de produits d’amplification couvrant les régions
codantes, les jonctions intron-exon et le promoteur des genes.

L’interprétation des variations de séquence ponctuelles retrouvées se fera selon le type de variant
ponctuel retrouvés et I'analyse de ségrégation. Certains seront clairement pathogénes et pourront étre
informatives pour un conseil génétique ; d’autres feront I'objet d’études supplémentaires (étude ARN,
étude dans des systémes d’expression) afin de statuer sur leur réle physiopathologique.
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Arthrogryposis Multiplex Congenita and Fetal Akinesia
Deformation Sequence :
5 Cases with Mutations in Acetylcholine Receptor and
Neuromuscular Junction Genes
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Laboratoire de Cardiogénétique et Myogénétique, APHP (P. Richard)
Fédération des Centres de Référence des Anomalies du Développement (FECLAD)
Société Frangaise de Foetopathologie (SOFFOET)

Travail coordonné par :
Travail effectué en lien avec :

S. Whalen (1) M. Gonzales (2,3) A. Laquerriére (4.5) 8. Quijano-Ray (6) A.L. Delezoide (7,8) F. Giuliano (9), P. Richard (10) A. Le Bail (10) B. Hainque {10,11) A. Chevallier (12) E. Bieth
(ul, D. Avila-Smirnow (6) D. Héron (1) D. Sternberg (10)
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Introduction

Antenatal NMJ defects may cause arthrogryposis multiplex congenita (AMC) and fetal akinesia deformation sequence (FADS). Neuromuseular
Jjunction (NM.J) and acetylcholine receptors (AChR) are functional as early as 5 weeks of pregnancy (wp). AChRs contain a specific antenatal gamma
subunit encoded by CHRNG gene, which is replaced at 31 wp by an epsilon subunit encoded by CHRNE gene (gamma-epsilon switch). Other
components of NMJ and AChRs are expressed in antanatal as well as in postnatal period. CHRNG mutatiosn are responsible for non-lethal
(Escobar) or lethal multiple pterygium syndrome (MPS), wh s a variety of AMC. Severe mutations in other NMJ genes (CHRNA1, CHRND,
RAPSN, DOK7) are responsible for lethal fetal akinesia (FA) or multiple pterygium syndrome (LMPS).

Patients and Methods

We analysed samples from 61 independent eases with arthrogryposis or FADS with no definite cause at ¢l;
categorized cases according to age and severity.

- 12 living patients were aged more than 3 years, they had AMC but no evidence of active myasthenia and no need for vital support (group 1)

- 12 patients were alive but younger than 3 years or still needing vital support (group 2)

- 6 patients were born with AMC and possibly myasthenia but needed vital support and deceased at a young age (group 3)

- 31 foetuses were diagnosed with FADS leading to termination of pregnancy (TOP) or death in utero (group 4)

We sequenced CHRNG in group 1 patients with no evidence of active myasthenia. We sequenced CHRNG, RAPSN, CHRNA1, CHRNB1, CHRND, DOK7
and MUSK genes in groups 2, 3 and 4.

cal or foetopathological examination. We

In group 1, two living patients with AMC were diagnosed with CHRNG-related Escobar syndrome (biallelic CHRNG mutations). In group 4, three foetuses
had clearly pathogenic mutations in NMJ genes (CHRNG : 1; DOK7: 1; CHRNBi : 1)

Figure 1 : Two Children with AMC and CHRNG mutations

=12 year old girl
= 18 year old boy

CHRNG mutations
(compound heterozygotes) : Both present with :
Arthrogryposis multiplex
Multiple pterygiums
- Kyphoscoliosis
- Facial dysmorphism
Short stature

= ¢.631C>T (p.Arg189X)
/ ©.753-754delCT (p.Prozz2gProfsq5X)

= c.459dupA [ IVS8-24/-17 del 8 nt In addition, the girl

had cleft palate
Figure 2 : Three Foetuses with FADS (one with CHRNG, one with CHRNB1 and one with DOK7 mutations)

CHRNG mutations DOK7 mutation CHRNB1 mutation
(compound heterozygote) : (heterozygous) : (homozygous) :
c.459dupA e. 1124_1127dup €270 G>Ap T‘rpg.n)(
homozygote (p.Alag78SerfsX30) ) :

g

* Female foetus

+ Death in utero at 25 WG
= Giant Cystic Hygroma

» Hydrops Fetalis

= Arthrogryposis

+ Multiple Pterygiums

+ Hypotrophy

« Facial dysmorphism

« Pleural effusion

+ Female foetus
« TOP at 24 WG + Pulmonary hypoplasia
« Arthrogryposis + Median cleft palate

« Multiple Pterygiums + Hydramnios

« Hypotrophy

= Male foetus « Micrognathia
= TOP at 16 WG
= Cystic Hygroma
= Arthrogryposis

= Multiple Pterygiums
= Hypotrophy

= Facial dysmorphism
= Pleural effusion

Table 1: Frequency of Involvement of NMJ and AChR genes in FADS
and AMC with Undefinite Cause

German study | English study]
(Michalk, (Morgan, Synthesis of the three
Hoffmann, Vogt, Busy studies
Mundlos, .. Maher...)
Nr of cases
studied 70 21 61 152
CHRNG 10 [ ) 19 11.9% |
RAPSN 1 1 0 2 1.3%
CHRNA1 2 0 0 2 1.3%
Nr of positive| CHRNB1 0 0 1 1 0.6%
cases CHRND 2 1] 0 2 1.3%
DOK7 nd 1 1 2 1.3%
GLIRIEE 15 8 g 28 17,5%
genes

= AChR and other NMJ genes aceount for a small but significant number of AMC and FADS cases without definite cause

=At first analysis, no specific feature orientate towards an AChR or NMJ genetic dysfunction that can be searched for in the absence of
elements that orientate towards other defined cause (e.g. eentral or peripheric nervous system, myopathy, ete..)

= A French Clinical Research Hospital Project (PHRC) is under way to identify other genetie causes for AMC and FADS

and refine their diagnostic algorithm (Pr Judith Melki)

Contact and further information :

= Inclusion of patients in PHRC : Judith Melki (judith.melki@inserm.fr)

= Genetic counselling : Sandra Whalen (sandra. whalcn@psl aph]) fr)

Conclusion

= Clinical and th ie issues : Pi Sl Jouk (psi ble.fr)
= Foethopathologic expertise : Annie Laqy (annie laq i _fr) Marie G les (marie g 1 p-hop-paris. fr)
= Moleeular Genetics Diagnosis for NMJ genes : Damien berg (damien. Laphp.fr)
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L biomédecine
Extension de validation clinique d’'une méthode non invasive de DPN de
I’'amyotrophie spinale

Patrizia PATERLINI-BRECHOT (Institut Necker)

L’objectif principal de ce projet est une étude de validation clinique de phase 3, en analogie avec les
protocoles de validation clinique thérapeutiques (1), d'une méthode non invasive de diagnostic prénatal
de 'amyotrophie spinale (SMA) par analyse des cellules foetales circulantes, aprés sa validation clinique
déja réalisée avec succés en novembre 2007 (2). Il s’agit d’'une application de la méthode contrélée a
33 couples a risque d’avoir un enfant atteint de la maladie, en collaboration avec le laboratoire de
génétique médicale. Le sang des femmes incluses dans cette étude, et ayant donné leur consentement
éclairé, sera prélevé (20 ml) et envoyé a notre laboratoire (INSERM Unité 807/Laboratoire de Biochimie
A Hopital Necker, Paris). Nous allons ensuite isoler les cellules susceptibles d’étre des cellules foetales
circulantes, analyser leur génome pour vérifier leur nature foetale (par leur génotypage a l'aide de
marqueurs microsatellites) et effectuer I'analyse génétique par étude indépendante de au moins dix
cellules fcetales circulantes par mére, appliquant la méthode précédemment décrite (2). Le Laboratoire
de Génétique Médicale effectuera le diagnostic prénatal. L'ouverture de l'aveugle permettra de
comparer les résultats de la méthode non invasive avec ceux de la méthode invasive (par biopsie des
villosités choriales).
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L biomédecine
Préservation de la fertilité : évaluation de 2 protocoles congélation lente et
vitrification d’ovaires humains entiers

Bruno SALLE (INSERM ADR LYON)

L’'objectif de cette recherche est de transposer nos acquis en cryobiologie ovarienne chez I'animal a
'espéce humaine. Des ovaires de femmes jeunes seront prélevés au cours de ccelioscopies avec leurs
pédicules lombo-ovariens sur une longueur de 10 cm, ces jeunes femmes doivent étre opérées pour
une chirurgie de transsexualisme et leurs ovaires sont considérés comme des déchets opératoires.
Méthodologie : Pour chaque femme deux ovaires seront prélevés. Un sera immédiatement fixé pour les
analyses histologiques ultérieures. L’autre sera soit congelé a I'aide d’un protocole de congélation lente,
soit vitrifié grace a la solution de vitrification de Fahy (VM3). Les ovaires seront immédiatement lavés
avec une solution de sérum physiologique et de I'néparine. Puis perfusés a travers l'artére avec la
solution de cryoprotecteurs (DMSO 2M et BM1, plus 10 % de sérum de veau fecetal). Pour la vitrification
la solution est une solution croissante du cryoprotecteur (VM3, solution vendue par Fahy et qui contient
des molécules appelées super ice cooling molecules). Les perfusions au cours des deux protocoles
sont réalisées grace une pompe péristaltique (Watson Marlow) a la vitesse de 0,35 ml/mn durant 10 mn.
Puis I'ovaire dans le protocole lent est congelé grace a un protocole de congélation lente (Seeding semi
automatique a - 7°C). Dans le p rotocole de vitrification I'ovaire sera immédiatement plongé dans 'azote
liquide. Un mois aprées la congélation les ovaires seront réchauffés et décongelés puis fixés pour les
analyses histologiques, des tests de viabilité de bleu trypan, dosage de la LDH et recherche de la
fragmentation de I'ADN des follicules primordiaux par la méthode Tunel. Nous évaluerons la
fonctionnalité des follicules par un systéme de culture tissulaire du cortex ovarien et 'immunomarquage
de 'AMH et du GDF9 dans les follicules.

Résultats attendus : L’objectif final de ce travail est de transposer les résultats obtenus chez I'animal a
'espéce humaine. Nous voulons évaluer la toxicité des cryoprotecteurs et des protocoles de
cryopréservation en termes de survie des follicules primordiaux. La conservation de I'organe entier et
de son pédicule vasculaire permettra, dans le cadre de protocole de préservation de la fonction
ovarienne, de stocker un maximum de follicules primordiaux. Elle permettra aussi lors des
transplantations futures de restaurer immédiatement la vascularisation évitant la période d’ischémie au
cours de laquelle nous savons qu’a lieu le maximum de perte folliculaire.
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