
  

  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  

   

APPEL D’OFFRES 2009 « AMP, diagnostic pré-implantatoire, 
diagnostic génétique »  

Résumés résultats et publications 

  

Chercheur  Sujet de recherche   Thème 

COURBIERE Blandine  
Impact cytotoxique et génotoxique des cryoprotecteurs utilisés pour la 

vitrification des ovocytes humains  
3 

DURANTHON 

Véronique  
Perturbations épigénétiques induites par la culture in vitro de l’embryon : 

dérégulation des séquences rétrovirales  
2 

 

VILLE Isabelle  
Du test prénatal à l'expérience du handicap : les mécanismes de la 

traduction en France, au Pays-Bas et au Brésil  
1 

LAINE Agnès  
Les choix des personnes et couples à risque face aux tests génétiques et 

à l’intervention sur le vivant : le cas de la drépanocytose  
1 

PELLESTOR Franck  
Etude des facteurs moléculaires de non-disjonction ovocytaire, et 

nouvelles approches pour la réduction de l'aneuploidie  
4 

CEDRIN-DURNERIN 

Isabelle 
Impact de l’alimentation et du statut nutritionnel sur les troubles de 

l’ovulation : étude prospective multicentrique 
3 

KHOSHNOOD Babak  
Assistance médicale à la procréation et risque de cardiopathies 

congénitales : étude en population  
3 

FOIX – L’HELIAS 

Laurence  
Poursuite du suivi des enfants conçus par fécondation in vitro avec le 

diagnostic préimplantatoire (DPI)  
3 

MOREAU Caroline   
Attitudes et représentations en matière d’assistance médicale à la 

procréation et de génétique de la reproduction en France  
1 

HEDON Bernard  Endométriose I/II traitée et fertilité  
4 

LEDEE Nathalie  
Validation finale du G-CSF Folliculaire  comme biomarqueur non invasif 

du potentiel d’implantation embryonnaire  
4 

GERARD Bénédicte   
Défauts de fermeture du tube neural : recherche d’un déficit en donneurs 

de méthyle par biochimie et biologie moléculaire   
4 

COSTA Jean-Marc  Diagnostic prénatal non invasif de l'achodronplasie  
4 

STERNBERG Damien  
Dépistage génétique des dysfonctions de la jonction neuromusculaire 

dans les syndromes d’akinésie fœtale  
4 

PATERLINI-BRECHOT  
Patrizia  

Extension de validation clinique d’une méthode non invasive de DPN de 

l’amyotrophie spinale  
2 

SALLE Bruno  
Préservation de la fertilité : évaluation de 2 protocoles  congélation lente 

et  vitrification d’ovaires humains entiers   
4 

  

  



  

  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  

   

  

THEMES DE RECHERCHE : ASSISTANCE MEDICALE A LA PROCREATION, 
DIAGNOSTIC PRENATAL ET DIAGNOSTIC GENETIQUE  

  

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 matière de santé ;   

4) Amélioration des techniques et méthodes   
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Impact cytotoxique et génotoxique des cryoprotecteurs utilisés pour la 

vitrification des ovocytes humains  
  

Blandine COURBIERE (Université de la Méditerranée)  

 

Objectifs : Si elle pouvait être réalisée en routine, la cryoconservation des ovocytes humains matures 

pourrait avoir de nombreuses applications en médecine de la reproduction : alternative à 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 premières naissances humaines après 

cryoconservation d’ovocytes ont été rapportées en 1986 après congélation lente et en 1999 après 

vitrification. Cependant, les ovocytes matures sont un des types cellulaires les plus difficiles à congeler, 

du fait de leur sensibilité particulière aux cristaux de glace. La vitrification est une technique de 

cryoconservation actuellement en plein essor en médecine de la reproduction. La vitrification consiste 

à transformer un liquide en un état vitreux ou amorphe, grâce à l’utilisation de cryoprotecteurs à haute 

concentration et à 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 éthylène glycol) 

utilisés à 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 à dire recherche des effets mutagènes éventuels ou non au niveau de l’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 à long terme sur la descendance.  

Méthodologie :   

Notre modèle d’évaluation des risques mutagènes utilise une lignée cellulaire CHO (Cellules d’ovaires 

d’Hamster Chinois), dont le modèle a été validé sur le plan international pour les études de génotoxicité 

(OCDE guidelines). Les résultats de génotoxicité sur notre modèle d’étude, les cellules CHO, sont 

théoriquement extrapolables à l’ovocyte humain, car l’espèce joue peu sur les phénomènes mutagènes.   

- Etude de la cytotoxicité des cryoprotecteurs (diméthylsulfoxyde et éthylène Glycol) par des 
réactions colorimétriques (test de cytotoxicité au WST-1) sur des lignées cellulaires CHO.  - Etude de 

la génotoxicité des cryoprotecteurs:  
- Test des comètes pour rechercher des lésions primaires de l’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, Orsière 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.  
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Perturbations épigénétiques induites par la culture in vitro de l’embryon : 

dérégulation des séquences rétrovirales  
  

Véronique DURANTHON (INRA)  

  

Objectifs : le précédent projet soutenu par l’Agence de la biomédecine (GENINVITRO) met en évidence 

une surexpression de certaines séquences de type rétroviral, induite par la culture in vitro de l’embryon 

préimplantatoire de mammifères. Ces séquences sont habituellement exprimées lors de l’activation 

transcriptionnelle du génome embryonnaire (EGA) et nos données montrent que leur expression est 

étroitement associée à l’état toti/pluripotent des cellules de l’embryon. L’objectif de ce projet est 

d’analyser l’hypothèse selon laquelle, au cours de l4EGA, l’expression de ces séquences rétrovirales 

est affectée par l’état de méthylation de leurs séquences LTR régulatrices qui serait luimême altéré par 

la culture in vitro de l’embryon. La persistance de ces dérégulations (surexpression, hypométhylation 

des LTR) sera testée au cours du développement fœtal et son éventuelle transmission aux embryons 

issus d’individus développés in vitro analysée. Enfin, le lien fonctionnel entre la sous expression du gène 

MAT2A, (impliqué dans la synthèse de S adenosyl methionine (SAM), principal donneur de 

groupements methyl dans la cellule), également observée dans l’embryon cultivé in vitro et la 

dérégulation de l’expression des séquences rétrovirales sera recherché. Résultats attendus : Ce projet 

apportera une contribution importante à l’analyse de l’innocuité de la culture in vitro de l’embryon de 

mammifères. Alors que la question du risque épigénétique lié aux procédures d’AMP est le plus souvent 

posée par rapport aux gènes soumis à empreinte parentale, ce projet propose d’analyser les 

conséquences de la culture in vitro sur la régulation des séquences rétrovirales qui pourraient à moyen 

terme constituer un nouveau « sensor » pour évaluer ce risque. Méthodologie : L’embryon de lapin, 

choisi pour ses similitudes avec l’embryon humain, cultivé in vitro ou développé in vivo, sera utilisé 

comme modèle. Deux types de séquences rétrovirales surexprimées in vitro seront analysés, leur 

expression sera quantifiée par qRT-PCR; la méthylation de leurs LTR sera analysée par traitement au 

bisulfite puis clonage séquençage et/ ou pyroséquençage. Des embryons cultivés in vitro seront 

transférés dans des femelles receveuses pour l’analyse des fœtus et la transmission à 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. août 

2011;6(8):987‑93. 
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Du test prénatal à l’expérience du handicap : les mécanismes de la traduction 

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

  

Dans une perspective sociologique, le projet vise à étudier les mécanismes de la traduction à l’œuvre 

dans la pratique du diagnostic prénatal (DPN) qui, à partir du résultat d’un test ou d’une image 

échographique aboutissent à l’anticipation de l’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 l’objet, au cours des trente 

dernières années, de nombreux débats qui ont largement nourri les politiques nationales et 

internationales et ont contribué à transformer l’expérience quotidienne de la vie avec des déficiences. 

Et puisque les pratiques du DPN sont, pour une part, destinées à prévenir les handicaps, il apparaît 

essentiel d’analyser les différentes acceptations qui sont produites et qui circulent dans l’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 l’équipe de recherche. Les mécanismes de la traduction sont complexes et sont 

médiés par différents acteurs (professionnels, parents…) et différents dispositifs (outils techniques, 

règles d’organisation des services, cadres législatifs…). La comparaison des mêmes pratiques en 

France, aux Pays-Bas et au Brésil permet de faire varier les contextes législatifs et réglementaires, très 

différents dans ces trois pays.  

La recherche s’appuiera sur une méthodologie qualitative (observations ethnographiques et entretiens 

auprès des femmes et des professionnels). En suivant une série de 10 situations dans chaque pays, 

depuis l’admission dans le centre de DPN pour anomalie non létale suspectée ou diagnostiquée, jusqu’à 

l’issue de la grossesse, il s’agira d’étudier finement, à partir des assemblages entre acteurs et dispositifs, 

les différentes significations du handicap qui sont produites, la façon dont elles circulent et sont 

partagées ou, au contraire, controversées. L’analyse des données s’appuiera sur l’approche de la 

Grounded Theory.  

Cet intérêt pour la production et la circulation des significations du handicap dans l’espace de travail 

quotidien du suivi des grossesses, à travers l’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 I. 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 I. 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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Les choix des personnes et couples à risque face aux tests génétiques et à 

l’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 coût 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 très modérée 

des personnes à l’offre de prévention. Aussi le projet propose une étude des implications des techniques 

de dépistage et d’intervention sur le vivant pour les personnes à risque en France : la population 

concernée est originaire pour 1/3 des Antilles et pour près 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 l’interruption de grossesse voire du diagnostic 

préimplantatoire pour les couples à risque, reposant d’une part sur l’observation du conseil génétique 

et d’autre part sur l’analyse d’entretiens réalisés auprès de couples postérieurement à une naissance 

ou à une IMG consécutive à un conseil génétique. Nous étudierons notamment l’influence des 

représentations de la conception, de l’hérédité et de la filiation inscrites au cœur 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 français de la drépanocytose, 

Henri-Mondor, Robert-Debré et le Centre Guy Mérault de la Guadeloupe.  

Les disciplines mobilisées : l’histoire, l’anthropologie, l’éthique et la psychologie en relation avec les 

disciplines médicales impliquées dans la prise en charge des couples à 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’Épidémiologie 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 l'aneuploïdie  
Franck PELLESTOR (INSERM ADR 8 Montpellier)  

  

Les erreurs de ségrégation (non-disjonctions) dans les ovocytes humains sont à l'origine de 90% des 

aneuploïdies, et il a été mis en évidence un lien direct entre l'âge maternel et la survenue de ces 

anomalies. Les recherches menées sur divers organismes ont permis d'identifier les protéines 

impliquées dans le contrôle de la ségrégation chromosomique au cours de la méiose, dont certaines 

pourraient devenir déficientes avec le vieillissement. Ainsi, l'aneuploïdie est prévenue par un système 

de contrôle de l'assemblage du fuseau de division, le système SAC (Spindle Assembly Checkpoint). De 

concert avec ce système, diverses protéines dont CENP-E et l'Aurora kinase B (Aurkb) contrôlent 

l'alignement des chromosomes sur le fuseau. De plus, d'autres protéines (Rec8, Sughoshin) s'associent 

aux chromosomes pour prévenir la séparation prématurée des chromatides sœurs durant la méiose. 

Chez l'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 contrôle 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 l'expression génique. Les 3 points étudiés seront : le 

fonctionnement du système SAC dans la méiose féminine et sa sensibilité à l'âge; le rôle des protéines 

CENP-E et Aurkb dans l'alignement des chromosomes; et le rôle des cohésines Rec8 et Sughoshin 

dans la prévention des séparations prématurées des chromatides et l'effet de l'âge maternel sur leurs 

fonctionnements.  

Ce projet fournira une approche directe du déroulement de la méiose, et ainsi contribuera à une 

meilleure connaissance de la genèse des aneuploïdies et de sa relation avec l'âge. De plus, ce travail 

peut ouvrir la voie à de nouvelles approches pour la prévention des non-disjonctions et l'amélioration 

des protocoles d'Assistance Médicale à 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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Impact de l’alimentation et du statut nutritionnel sur les troubles de l’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 rôle du poids et des apports énergétiques sur la fonction ovulatoire est bien établi et des 

données récentes suggèrent également un rôle indépendant de la composition alimentaire sur le risque 

d’infertilité par troubles de l’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 à 

ce jour reste insuffisant et dans ces études, les troubles de l’ovulation sont le plus souvent mal définis 

alors que l’impact des facteurs nutritionnels pourrait différer selon leur type. Les troubles de l’ovulation 

les plus fréquemment rencontrés sont ceux liés à des anomalies du pool des follicules en croissance 

soit en nombre excessif (syndrome des ovaires polykystiques ou SOPK), soit au contraire en nombre 

insuffisant (insuffisance ovarienne débutante ou IOD). 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 à ce jour aucune étude comparant 

les consommations alimentaires et le statut biologique nutritionnel de femmes en âge 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 l’apport en nutriments spécifiques de 3 

groupes homogènes de 100 femmes infertiles, constitués de 2 groupes de femmes présentant un 

trouble de l’ovulation en rapport avec un SOPK (CFA>24) ou une IOD (CFA<10) et d’un groupe contrôle 

de femmes normo-ovulatoires (10 < CFA < 20). Le statut nutritionnel  sera évalué par des mesures 

anthropométriques, une enquête alimentaire, un questionnaire d’hygiène de vie (activité physique, 

alcool, tabac, café …) et un bilan sanguin. Celui-ci comportera des marqueurs biologiques et hormonaux 

de l’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 l’analyse du polymorphisme 

de l’enzyme clé du cycle des folates, la methylènetétrahydro-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 l’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 l’ovulation. 

Au même titre qu’une alimentation adaptée est capable de prévenir les maladies cardio-vasculaires et 

certains cancers, l’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 à 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 à 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 cœur gauche, tétralogie de Fallot).   

Méthodes : Deux sources de données seront utilisées pour ce projet : 1) le registre des malformations 

congénitales de Paris et 2) l’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 l’AMP. Les cas incluront l’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 l’étude EPICARD. La définition des sousgroupes de 

cardiopathies congénitales se réalisera en consultation avec des cardiopédiatres impliqués dans l’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 critères de sélection des 

témoins). La variable prédictive principale, l’AMP, sera étudiée en quatre catégories : aucune, inducteurs 

seuls, FIV, et ICSI. Les variables considérées comme facteurs de confusion potentiels ou d’interaction 

incluent l’âge maternel, la parité et les facteurs socioéconomiques.   

Résultats attendus : Vu le peu de données sur le risque de cardiopathies congénitales en relation avec 

l’exposition à l’AMP, notre étude peut fournir des informations sur le risque associé à l’AMP qu’il serait 

difficile (et même impossible) à 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 conçus par fécondation in vitro avec le diagnostic 

préimplantatoire (DPI)  
  

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

  

Le diagnostic pré-implantatoire (DPI) permet de diagnostiquer des pathologies génétiques au stade 

embryonnaire et peut donc être considéré comme une forme de diagnostic prénatal très 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 fœtus est atteint. Depuis les premières grossesses 

obtenues après DPI, il y a près de 15 ans au Royaume-Uni, cette technique s'est répandue et a évolué. 

En France, le DPI est autorisé dans trois centres : l’hôpital Antoine BéclèreNecker (Clamart), le Centre 

Médico-Chirurgical et Obstétrical–C.M.C.O. (Strasbourg) et l’hôpital Arnaud de Villeneuve (Montpellier). 

Face à l’évolution de l'ensemble de ces techniques et aux manipulations de plus en plus importantes 

des gamètes qu’elles impliquent, les équipes médicales sont confrontées à de nombreux problèmes 

d’évaluation des pratiques et surtout d’analyse des éventuels retentissements possibles sur la santé 

des enfants. Un suivi clinique systématique des enfants nés après DPI a déjà été mis en place depuis 

2001 et concerne aujourd’hui plus d’une centaine d’enfants conçus par DPI et ICSI et plus d’une 

cinquantaine d’enfants conçus 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 l’objet d’une présentation orale lors du 8ième 

congrès « International Symposium on Preimplantation Genetic Diagnosis » à Barcelone en avril 2008. 

L’objectif de cette enquête est de suivre la santé et le développement d'enfants nés après DPI dans les 

3 centres qui utilisent cette technique de façon à 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'à l'âge de 8 ans avec 

un examen clinique ou un questionnaire à 1, 2, 5 et 8 ans. Une évaluation du développement de l’enfant 

par une psychologue est également prévue à 5 ans en utilisant le test de WPPSI-III (Echelles de 

WECHSLER). Des enfants conçus par ICSI (Intra Cystoplasmic Sperm Injection) seront également 

suivis comme témoins.  

Les caractéristiques maternelles et néonatales seront recueillies à partir de questionnaires et des 

dossiers médicaux. Après la naissance, des questionnaires (à 2 ans et 5 ans) ainsi que le test de 

WPPSI-III réalisé par une psychologue à 5 ans, enfin des examens cliniques (à 1 an et 8 ans) 

permettront d'évaluer le développement somatique et psychomoteur de l'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 déjà inclus et poursuite des inclusions pour les DPI à venir) dont les résultats sont importants 

pour l'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 matière d’assistance médicale à la procréation 

et génétique de la reproduction en France  
  

Caroline MOREAU (ADR PARIS XI)  

  

Contexte : L’émergence de la génétique de la reproduction, conduit à l’extension des champs 

d’application de l’AMP, jusqu’alors essentiellement réservées aux couples infertiles, à de nouvelles 

indications dont il reste à définir les contours. Ces évolutions, et la distance croissante entre les 

modalités dites « naturelles » de la reproduction humaine et les processus rendus possibles par 

l’innovation scientifiques, génèrent de nouvelles questions, éthiques, sociales et légales. Le recueil de 

données scientifiques sur ces enjeux, tant auprès 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, l’objectif de cette étude est 

d’explorer les attitudes de la population concernant l’utilisation, les effets secondaires et la régulation 

de l’accès aux techniques de procréation médicalement assistées en France ainsi qu’à la pratique de 

tests diagnostics sur l’embryon ou le fœtus. 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 l’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 première fois, l’étude des représentations et 

attitudes de la population générale en matière d’AMP et génétique de la reproduction, à un cadre 

d’analyse pluri-thématique large. Ceci permettra à la fois de confronter ces attitudes à d’autres normes 

en matière de procréation (âge à la parentalité, nombre idéal d’enfant, attitudes vis-à-vis de l’IVG), 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 l’enquête FECOND réalisé en population générale. Il s’agit 

d’une enquête socio-épidémiologique quantitative auprès d’un échantillon aléatoire représentatif de la 

population générale vivant en France métropolitaine. Cette enquête sera conduite par téléphone auprès 

de 5000 femmes et 3000 hommes âgés de 15 à 49 ans. Le volet spécifique dédié aux représentations 

et attitudes en matière d’AMP et génétique de la reproduction consiste en une série de 12 questions.   

Retombées attendues : Cette étude a vocation à constituer une première enquête nationale de 

référence sur le sujet, de manière à suivre ultérieurement l’évolution de ces représentations et pratiques 

dans le temps. Les données contribueront à éclairer et alimenter le dialogue entre la population, les 

acteurs politiques et les professionnels de santé autour des questions de santé publique liées à la 

reproduction humaine.  
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Endométriose I/II traitée et fertilité  
  

Bernard HEDON (CHU Montpellier)  

   

Justifications:  

Au sein d'un couple infertile, l’endométriose légère et modérée, une fois traitée chirurgicalement, offre 

deux options thérapeutiques : la fertilité spontanée ou le recours à l’AMP avec IIU.   

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

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

dans cette indication, particulièrement si elles suivent de près le traitement chirurgical. Faut-il 

commencer immédiatement après celui-ci ou peut-on raisonnablement attendre 6 à 9 mois ? Ce sont 

les deux options. Aucune étude ne permet de répondre à cette interrogation. »  

Les prises en charge déjà existantes et leurs limites :  

Plusieurs attitudes thérapeutiques dans le traitement de l’infertilité par endométriose de stade I/II :  

- traitement chirurgical coelioscopique seul puis attente de 6 à 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 après la chirurgie n’a jamais été évalué.   

- IAC 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 à une coelioscopie diagnostique et thérapeutique.  

Objectifs :  

Evaluer si les inséminations intra-utérines directement après traitement chirurgical de l’endométriose 

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

 

Matériel et méthodes :  

Critères d’inclusion :  

- âge : 18-36 ans inclus  

- infertilité primaire ou secondaire inexpliquée  

- cœlioscopie diagnostique montrant une endométriose stade I/II   

- consentement éclairé signé  

- couples répondant à toutes les conditions de réglementation de l’AMP Critères d’exclusion :  

- âge < 18 ans et > 36 ans  

- antécédent de traitement de l’endométriose  

- antécédent de prise en charge en AMP  

- endométriose stade III/IV  

- toute cause d’infertilité autre que l’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 à 4 IIU dans les 6 mois.  

Toutes les patientes bénéficieront d’un traitement chirurgical des lésions d’endométriose le plus total. 

L’inclusion dans l’étude se fait après cette chirurgie.  

Les patientes appartenant au bras « prise en charge en AMP » seront revues 15 jours après le traitement 

chirurgical pour débuter un traitement par IIU couplé à une stimulation de l’ovulation selon les protocoles 

dans le service de médecine de la reproduction.   

 Tableau récapitulatif de suivi : 

 Visite 1: inclusion  Visite 2: à 1 mois 1/2  Visite 3: à 8 mois  

Consentement éclairé  X      

Randomisation  X      

Interrogatoire X X X 

Examen clinique X   
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Critères de jugement :  

1. Critère principal  
Obtention d’une grossesse intra-utérine objectivée à l’échographie pelvienne précoce (6-7 SA)  

2. Critères 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 à 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 à 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 à 20% des embryons transférés aboutissent à la naissance 

d’un enfant en fécondation in vitro. La qualité ovocytaire principalement affectée par l’âge est le 

principal facteur limitant en reproduction humaine. Nous n’avons pourtant à l’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) apparaît 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 l’on souhaite limiter les risques de grossesses multiples tout en assurant une 

chance de succès 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 l’ovocyte correspondant selon un mode 

prospectif, multicentrique, randomisé en double aveugle.   

La première étape consiste à tester le prototype de dosage du G-CSF dans les centres ayant participé 

aux recherches préliminaires et dont le profil immunologique est déjà documenté par Luminex.  En 

effet, le coût et la complexité de la technologie Luminex limitent son utilisation en routine. Une SME 

MITHRA (partenaire 3) développe un prototype adapté à l’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 l’utilité du dosage en 

routine de la concentration du G-CSF folliculaire pour le choix du seul embryon à transférer pour le 

Single Embryo Transfer, après consentement éclairé. Pour harmoniser la méthodologie dans le réseau 

clinique, tous possèdent la même 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 à 

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 

quantification on subsequent embryo transfer decisions: a proof of concept study. Human Reproduction. 

1 févr 2013;28(2):406‑13. 
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Défauts de fermeture du tube neural et molécules donneur de méthyle : 

approche biochimique et moléculaire  
  

Bénédicte GERARD (hôpital Robert Debré)  

  

Les défauts de fermeture du tube neural (DFTN) regroupent le spina bifida, l’encéphalocèle et 

l’anencéphalie. Ils constituent la plus fréquente des malformations fœtales après les malformations 

cardiaques, touchant 1 fœtus sur 1000 et jusqu’à 1 % des conceptus. De rares cas de transmissions 

monogéniques sont à l’origine de ces DFTN. D’autres causes impliquant à la fois des facteurs de 

prédisposition génétique et des carences nutritionnelles (notamment en acide folique et en choline) 

seraient à l’origine de la plupart de ces cas non familiaux. Le mécanisme moléculaire à l’origine des 

DFTN reste aujourd’hui largement inconnu. En particulier, aucun lien n’a été à ce jour recherché entre 

DFTN et anomalie de méthylation de l’ADN.  

Nous proposons de tester l’hypothèse suivante : ces malformations pourraient être liées à 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 

être responsable d’une hypométhylation de l’ADN, de protéines (notamment des histones) et de lipides 

au cours des premières divisions cellulaires et donc d’un défaut de la mise en place de la régulation 

épigénétique de gènes impliqués dans l’embryogenèse 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 l’ADN à partir du 8ème jour de développement 

puiserait donc directement dans le stock de S adénosyl méthionine disponible dans les cellules fœtales. 

L’hypométhylation de l’ADN et/ou des histones perturberait alors le processus de différenciation 

cellulaire et pourrait ainsi expliquer la genèse 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 mère/fœtus présentant un DFTN, comparativement à 

des couples mère/fœtus contrôles. 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 prélèvements maternels et fœtaux réalisés au moment 

de l’IMG. L’hypométhylation de l’ADN sera recherchée par des méthodes basées sur le traitement au 

bisulfite de l’ADN : une étude globale de l’état de méthylation des promoteurs de 27.000 gènes sera 

réalisée sur puce à ADN et la méthylation des CpG des promoteurs de gènes de développement, 

connus pour être inactivés précocement sera étudiée par séquençage.  

La compréhension du mécanisme moléculaire impliquée dans la genèse de ces malformations 

permettra de mieux cibler les femmes potentiellement à risque pour de telles malformations et donc 

pourra permettre à terme de réduire l’incidence des DFTN par une prévention mieux adaptée.  
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Diagnostic prénatal non invasif de l’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 l’achondroplasie à partir du sang maternel par analyse et l’ADN fœtal circulant.  

Ce test reposera sur :  

- Une méthode d’enrichissement de l’ADN fœtal plasmatique déjà évaluée  

- Une méthode fiable et sécurisée (automatisée) de l’extraction des acides nucléiques déjà 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-séquençage) incluant le contrôle de la présence d’ADN fœtal dans l’échantillon analysé.  

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

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

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

caractéristiques de l’ADN fœtal circulant, représentant environ 3 à 5 % de l’ADN circulant.  

Résultats attendus  

Définition de la sensibilité et de la spécificité du test après étude comparative des résultats obtenus à 

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

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

dans le sang des femmes enceintes, il devrait être envisageable de mettre en évidence l’anomalie 

moléculaire quasi-unique du gène FGFR3 à des fins de confirmation biologique du diagnostic évoqué 

évitant ainsi le recours à un geste invasif.  

Méthodologie  

Etude multicentrique nationale non interventionnelle  
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Dépistage génétique des dysfonctions de la jonction neuromusculaire dans les 

syndromes d’akinésie fœtale  
  

Damien STERNBERG  

 

Objectifs :  

Récemment, des anomalies de gènes de la voie du récepteur musculaire à l’acétylcholine (RAch) ont 

été identifiées dans des séquences d’akinésie fœtale létale (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 gènes CHRNA, CHRND, CHRNG et RAPSN, dans des 

akinésies fœtales. Les atteintes génétiques de la jonction neuromusculaire sont décrites depuis plus 

longtemps chez l’enfant et l’adulte où elles occasionnent des syndromes myasthéniques congénitaux. 

Elles sont dues à des mutations des gènes des sous-unités du récepteur ou de protéines impliquées 

dans la régulation des récepteurs (rapsyne, musk, dok7), ou encore pour certaines à des mutations 

affectant des constituants synaptiques ou présynaptiques (COLQ, CHAT). Les séquences d’akinésie 

fœtales représentent 1 grossesse sur 5000 environ, dont une majorité de formes sans diagnostic précis 

compatibles avec une cause neurogène ou myogène. 30 % des formes sans diagnostic précis seraient 

plutôt 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 gènes 

du récepteur nicotinique musculaire et de sa voie de régulation à ces formes sans diagnostic précis, et 

de fournir ainsi un diagnostic et un conseil génétique à un certain nombre de couples concernés.  

Résultats attendus :  

Un nombre variable de ces syndromes d’akinésie fœtale sans diagnostic se révéleront probablement 

être dus à des atteintes précoces, génétiquement déterminées, récessives, ou dominante de novo, de 

la jonction neuromusculaire.  

Un conseil génétique basé sur des données moléculaires interprétables pourra être fourni à un certain 

nombre de couples.  

Méthodologie :  

Les cas d’akinésie fœtale seront analysés méthodiquement documentés à la recherche des différentes 

étiologies. Les cas demeurant sans diagnostic et compatibles avec une atteinte de la jonction 

neuromusculaire seront étudiés à la recherche de mutations des gènes du récepteur nicotinique 

musculaire et de sa voie de régulation.  

Les gènes analysés seront les gènes du récepteur à l’acétylcholine et de sa voie de régulation.  

Les anomalies recherchées seront de type mutation ponctuelle, détectable par PCR-séquençage. Le 

séquençage sera direct, bidirectionnel, et concernera de produits d’amplification couvrant les régions 

codantes, les jonctions intron-exon et le promoteur des gènes.  

L’interprétation des variations de séquence ponctuelles retrouvées se fera selon le type de variant 

ponctuel retrouvés et l’analyse de ségrégation. Certains seront clairement pathogènes et pourront être 

informatives pour un conseil génétique ; d’autres feront l’objet d’études supplémentaires (étude ARN, 

étude dans des systèmes d’expression) afin de statuer sur leur rôle physiopathologique.  

  
  



 

  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   

Poster 

  



 

  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   

Extension de validation clinique d’une méthode non invasive de DPN de 

l’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 l’amyotrophie spinale (SMA) par analyse des cellules fœtales circulantes, après sa validation clinique 

déjà réalisée avec succès en novembre 2007 (2). Il s’agit d’une application de la méthode contrôlée à 

33 couples à 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 à notre laboratoire (INSERM Unité 807/Laboratoire de Biochimie 

A Hôpital Necker, Paris). Nous allons ensuite isoler les cellules susceptibles d’être des cellules fœtales 

circulantes, analyser leur génome pour vérifier leur nature fœtale (par leur génotypage à l’aide de 

marqueurs microsatellites) et effectuer l’analyse génétique par étude indépendante de au moins dix 

cellules fœtales circulantes par mère, 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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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 l’animal à 

l’espèce humaine. Des ovaires de femmes jeunes seront prélevés au cours de cœlioscopies avec leurs 

pédicules lombo-ovariens sur une longueur de 10 cm, ces jeunes femmes doivent être 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 à l’aide d’un protocole de congélation lente, 

soit vitrifié grâce à la solution de vitrification de Fahy (VM3). Les ovaires seront immédiatement lavés 

avec une solution de sérum physiologique et de l’héparine. Puis perfusés à travers l’artère avec la 

solution de cryoprotecteurs (DMSO 2M et BM1, plus 10 % de sérum de veau fœtal). 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 grâce une pompe péristaltique (Watson Marlow) à la vitesse de 0,35 ml/mn durant 10 mn. 

Puis l’ovaire dans le protocole lent est congelé grâce à un protocole de congélation lente (Seeding semi 

automatique à - 7°C). Dans le p rotocole de vitrification l’ovaire sera immédiatement plongé dans l’azote 

liquide. Un mois après 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 l’ADN des follicules primordiaux par la méthode Tunel. Nous évaluerons la 

fonctionnalité des follicules par un système de culture tissulaire du cortex ovarien et l’immunomarquage 

de l’AMH et du GDF9 dans les follicules.  

Résultats attendus : L’objectif final de ce travail est de transposer les résultats obtenus chez l’animal à 

l’espèce humaine. Nous voulons évaluer la toxicité des cryoprotecteurs et des protocoles de 

cryopréservation en termes de survie des follicules primordiaux. La conservation de l’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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