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Titre : Identification des anomalies chromosomiques équilibrées dans les troubles de la
reproduction — étude rétrospective et perspectives

Résumeé :

Les causes des troubles de la reproduction sont multiples ; nous nous intéresserons aux causes
génétiques, dont les translocations réciproques équilibrées. Le caryotype est I’examen de
référence pour I’identification des translocations, mais sa faible résolution ne permet pas de
toutes les identifier. Nous avons réalisé une étude rétrospective dont le but est d’évaluer le
rendement diagnostique du caryotype chez les patients de Tours et d’Orléans ayant consulté
pour troubles de la reproduction entre janvier 2016 et décembre 2021, et de discuter des
alternatives possibles au caryotype. 1483 patients ont été inclus, le rendement diagnostique a
été estimé a 3,57% pour toutes les anomalies (dont 2,42% pour les dysgonosomies et moins
d’un pourcent (0,74%) pour les translocations réciproques équilibrées). Le rendement
diagnostique du caryotype est donc faible. Le séquencage de nouvelle génération (Next
Generation Sequencing) serait une alternative possible ; il est moins onéreux mais limité par la
longueur des reads et la nécessité d’une amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction)
et la difficulté pour détecter les variants dans les séquences répétées. Le séquencage de
troisieme génération (long- read sequencing) détecterait des anomalies de structure de plus
grande taille, mais son prix reste élevé et un recours a la préparation des librairies est nécessaire.
La cartographie optique du génome (en particulier la technologie Bionano®) semble étre une
alternative intéressante : elle permet de déceler a la fois les anomalies de structure, avec une
meilleure résolution, et les variations du nombre de copies, sans recours & une amplification ni
a une préparation de librairies. Le taux diagnostique attendu de cette technique est de 30 a 40%,
ce qui fait de la cartographie un bon complément au caryotype.

Mots clés : reproduction, translocation, caryotype, cartographie, optique, génome, Bionano



Title : Identification of balanced chromosomal abnormalities in reproductive disorders - a
retrospective study and perspectives.

Abstract :

There are many causes of reproductive disorders; we will focus on genetic causes, including
balanced reciprocal translocations. Karyotype is the reference examination for the
identification of translocations, but its low resolution does not allow to identify all of them. We
conducted a retrospective study to evaluate the diagnostic yield of karyotype in patients from
Tours and Orléans who consulted for reproductive disorders between January 2016 and
December 2021, and to discuss possible alternatives to karyotype. 1483 patients were included,
the diagnostic yield was estimated at 3.57% for all anomalies (including 2.42% for
dysgonosomies and less than one percent (0.74%) for balanced reciprocal translocations). The
diagnostic yield of karyotyping is therefore low. Next Generation Sequencing (NGS) would be
a possible alternative; it is less expensive but limited by the length of the reads and the need
for PCR amplification and the difficulty in detecting variants in repeated sequences. Third
generation sequencing (long read sequencing) would detect larger structural anomalies, but its
cost remains high and recourse to library preparation is necessary. Optical genome mapping
(in particular Bionano® technology) seems to be an interesting alternative: it allows the
detection of both structural anomalies, with a better resolution, and copy number variations,
without recourse to amplification or library preparation. The expected diagnostic rate of this
technique is 30-40%, which makes mapping a good complement to karyotyping.

Key words : reproduction, translocation, karyotype, mapping, optical, genome, Bionano
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. Introduction
A. Etat des connaissances des troubles de la reproduction
1. Infertilité.
1.1. Définitions

La fertilité est définie par la capacité d’obtenir une grossesse, selon The international
Glossary on Infertility and Fertility Care(1).

L’infertilité est définie par 1’incapacité d’obtenir une grossesse aprés 12 mois de
rapports sexuels réguliers non protéges ou encore par une deficience de capacité pour une
personne d’assurer une reproduction efficace(1,2). Selon la derniére définition de ’OMS,
I’infertilité est une maladie qui génére un handicap en tant qu’altération d’une fonction(1,2).
Alors que la définition de I’infertilité repose sur une période de temps limitée, la stérilité est
un état permanent d’infertilité(1,2). L’infertilité est dite primaire lorsqu’une femme nullipare
ne parvient pas a obtenir une grossesse dans le délai défini plus haut. Elle est dite
secondaire lorsqu’aprés un antécédent de grossesse, un échec de grossesse se présente, ou
encore lorsqu’une grossesse est survenue mais n’arrive pas a son terme. Cette catégorisation
pourrait également s’appliquer & ’homme quant a son implication dans I’initiation d’une
grossesse, reposant notamment sur la qualit¢ du sperme. De ce fait I’infertilit¢é masculine
provient de [I’altération des paramétres spermatiques: le volume (hypospermie), la
concentration en spermatozoides (oligospermie, azoospermie), la mobilité des spermatozoides
(asthénospermie, akinétospermie), leur vitalité (nécrospermie)(3).

1.2. Epidémiologie.(2)

La prévalence de I’infertilité chez les femmes en 4ge de procréer a été estimée a un
couple sur sept en occident et a un couple sur quatre dans les pays en développement(4). Dans
le monde, une étude estime que I’infertilité affecterait entre 8 et 12% des couples(5).

En France, selon les données de I’Enquéte Nationale Périnatale et 1’Observatoire
épidémiologique de la Fertilité en France, 18 a 24% des couples sont concernés aprés un an de
tentative, et 8 a 11% sont concernés apres deux ans de tentative de grossesse(6).

L’infertilit¢ féminine isolée représente 50% des infertilités(4). L’infertilité
secondaire est la forme la plus courante d’infertilité féminine dans le monde. En particulier, elle
prédomine dans les pays ou les taux d’avortement a risque et les soins de mauvaise qualité sont
élevés, ce qui entraine un risque d’infections post-abortum et post-partum(2).

L’infertilité masculine isolée représente 20 a 30% des infertilités, et ’infertilité mixte
représente 20 a 30% des infertilités(4).

1.3.  Facteurs pouvant influencer la fertilité spontanée des couples
1.3.1. Age du partenaire féminin/masculin

Depuis les années 1960, les mentalités concernant les projets de maternité ont évolué en
Europe(7), dans le sens ou les femmes ont tendance a poursuivre leurs études et a obtenir un
emploi avant de penser conception, si bien qu’elles ont tendance a obtenir leur premier enfant
a un age tardif(8), généralement, selon une étude autour de 35 ans, avec un age moyen maternel
majoritairement autour de 30 ans en Occident. Or la fertilité a tendance a baisser, dans 1’étude
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de VVan Noord Zaadstra, B.M.et al. (1991), autour de I’age de 31 ans(9), et lorsque les moyens
de contraceptions ne sont pas utilisés, I’age médian des femmes a la naissance de leur dernier
enfant est de 40-41 ans (10). Une étude a aussi mis en évidence une tendance chez I’homme a
concevoir apres 1’age de 30 ans. En effet, entre 1980 et 2014, le taux de naissances vivantes a
déclineé de plus de 27% chez les hommes agés entre 25 et 29 ans, augmenté de 15 % chez les
hommes entre 30 et 34 ans, et augmenté de plus de 50% chez les plus de 35 ans(11).

Eijkemans et al. (2014) ont analysé de la distribution de I’4ge féminin a la premiére
naissance dans une population a fécondité naturelle et ont montré une perte de fertilité assez
lente, de 4,5% a 25 ans, 7% a 30 ans, 12% a 35 ans, 20% a 38 ans, et par la suite, une évolution
rapide de 50% a 41 ans, environ 90% a 45%, et prés de 100% a 50 ans(10).

Concernant le rapport entre 1’age masculin et son influence sur les parameétres
spermatiques, une revue de la littérature réalisée par Johnson S.L. et al (2015) a montré une
association entre 1’age et le déclin du volume du sperme, du pourcentage de la mobilité totale
et de la mobilité progressive des spermatozoides, mais il n’y avait pas de lien entre 1’age et la
concentration spermatique(12).

Tous ces ¢éléments laissent a suggérer que 1’age des deux partenaires semble avoir une
influence sur la fertilité.

1.3.2. Infertilité pathologique

Les causes d’infertilit¢é d’origine médicale ont été répartis selon trois catégories :
masculine, féminine, et commune aux deux sexes. Elles sont résumées dans le tableau 1 ci-
dessous.

Tableau 1 : cause d’infertilité pathologique selon les sexes (adapté d’aprées(2)).
Infertilité mixte Hypogonadisme hypogonadotrope
Hyperprolactinémie
Désordres de la fonction ciliaire
Mucoviscidose
Infections
Maladies systémiques
Facteurs/maladies liées au mode de vie
Infertilité féminine Insuffisance ovarienne prématurée
Syndrome des ovaires polykystiques
Endométriose
Fibrose utérine
Polypes endométriaux
Infertilité masculine Déficience testiculaire
Incapacité post-testiculaire

1.3.2.1. Infertilité mixte.
1.3.2.1.1. Hypogonadisme hypogonadotrope.

L’hypogonadisme hypogonadotrope se traduit par une stimulation gonadique
insuffisante par I’hormone lutéinisante (LH) et I’hormone folliculo-stimulante (FSH), soit parce
que la sécrétion de la GnRH (gonadotrophine hypothalamique) est insuffisante ou absente, soit
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en raison d’une atteinte de I’hypophyse. L’hypogonadisme hypogonadotrope (HH) peut étre
d’origine congénitale ou acquise(2). L’HH d’origine congénitale peut étre sudivisée en deux
catégories, dépendantes de la présence d’une anosmie ou non. Dans le cadre d’une anosmie, il
s’agit du syndrome de Kallmann ; en I’absence d’anosmie il s’agit d’un HH normosmique isolé
(ou HH idiopathique). Les causes acquises d’hypogonadisme hypogonadrotrope sont tumorales
(adénomes hypophysaires,...), inflammatoires et infiltratives (hypophysite, sarcoidose,
histiocytose), traumatiques, iatrogenes (radiothérapie,...), carentielles (anorexie mentale,...) et
endocriniennes (hypercortisolisme, bloc en 21-hydroxylase)(13).

1.3.2.1.2. Hyperprolactinémie.

Chez les femmes, 1I’hyperprolactinémie entraine une inhibition de la sécrétion des
hormones gonadotropes, conduisant & une anovulation. Chez les hommes, elle entraine des
concentrations de testostérone basses, une infertilité et une dysfonction sexuelle(2).

1.3.2.1.3. Altération de la fonction ciliaire

Les trompes de Fallope, jouent un r6le important dans le transport des spermatozoides
et des embryons. Ce transport est influencé par les contractions musculaires, le flux des
sécrétions tubaires et 1’activité ciliaire(14). Cette activité ciliaire peut étre altérée par
I’environnement, notamment par des agents pathogénes, par une inflammation ; cependant un
trouble primaire de la structure et de la fonction ciliaire peut aussi altérer cette activité, et induire
un transport tubaire anormal et une prédisposition a une grossesse ectopique et a une infertilité.
Ce désordre, appelé dyskinésie ciliaire primaire, est associé a des infections récurrentes de
I’appareil respiratoire et potentiellement a des situs inversus(15). Il s’agit alors d’une affection
tres hétérogene, liée a des défauts génétiques pour lesquels une étude de 2015 a identifié 29
génes impliqués(15,16), et d’autres génes sont encore en cours de recherche.

1.3.2.1.4. Mucoviscidose.
1.3.2.1.4.1. Généralités

La mucoviscidose, est la plus fréquente des affections héréditaires létales, a transmission
autosomique récessive, dans les populations d’origine caucasienne. Elle touche pres de 6000
patients en France et 70 000 dans le monde et fait partie des maladies dépistées en période
néonatales en France depuis 2002. Elle est liée a des mutations d’un géne codant pour le canal
chlorure cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)(17).

1.3.2.1.4.2. Fonctions de la protéine CFTR

La protéine CFTR est un canal chlorure exprimé a la membrane apicale de nombreux
épithéliums glandulaires, en particulier ceux des voies aériennes, des canaux pancréatiques et
des glandes sudoripares. Elle est fonctionnelle apres plusieurs étapes de changement de
conformation dans le réticulum endoplasmique, de glycosylation dans I’appareil de Golgi, et
d’adressage a la membrane plasmique(18). La protéine CFTR appartient a la famille des
protéines ATP-binding cassette (ABC) et est composée de 5 domaines (Figure 1). En plus de
son action propre de canal chlorure, elle régule d’autres canaux ioniques, activant en particulier
des canaux chlorures dits « accessoires » (outward rectifying chloride channel [ORCC]) et
inhibant le canal sodium épithélial (epithelial sodic channel [ENaC])
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Figure 1: Protéine CFTR(17). Elle est composée de 5 domaines : deux motifs transmembranaires composés
chacun de 6 hélices a-hydrophobes ; deux domaines hydrophiles de fixation des nucléotides (NBD1 et NBD2)
capables de fixer de ’ATP ; un domaine hydrophile cytoplasmique de régulation (domaine régulateur R) qui relie
les domaines NBD1 et NBD2. Ce domaine R permet de controler I'ouverture et la fermeture du canal en exposant
a sa surface des sérines phosphorylables par les protéines kinases A et C. NBD : nucleotide binding domain ; ATP :
adénosine triphosphate ; R : domaine régulateur : Cl- : chlore ; CFTR : cystic fibrosis conductance regulator.

1.3.2.1.4.3. Mutations du gene CFTR

Le gene CFTR est localisé sur le bras long du chromosome 7, en position 7g31. Plus de
2000 mutations de ce gene sont actuellement décrites (http://www.cftr2.org), les plus retrouvées
étant par ordre de fréquence les mutations faux-sens (40%), suivies des mutations par décalage
du cadre de lecture (frameshift, 16%), des mutations sur le site d’épissage (12%), et des
mutations non-sens (8%). Une classification de ces mutations a été établie selon les
conséquences fonctionnelles de la protéine (figure 2) :

e classe | : mutations affectant la production de la protéine (par ex : la mutation G542X) ;

e classe Il : mutations affectant le processus de maturation de la protéine et son adressage
a la membrane plasmique (par exemple, la mutation F508del) ;

e classe Il : mutations perturbant la « régulation » du canal chlorure (par exemple la
mutation G551D, située dans le domaine NBD1 et entrainant un défaut d’ouverture du
canal chlorure) ;

e classe IV : mutations altérant la conduction et les mécanismes d’ouverture et de
fermeture du canal chlorure (par exemple, La mutation R117H)

e classe V : mutations altérant la stabilité de ’ARNm de CFTR (exemple du variant TS
de I’intron 8) ;

e Classe VI : mutations altérant la stabilité de la protéine mature.

En fonction de leurs répercussions sur la protéine, on parle alors de mutations de CFTR
« séveres » (mutations de classe I, 1l et 111) ou modérées (mutations de classe 1V,V et VI).
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Figure 2 : Différentes classes de mutation du gene CFTR(17). CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator ; ARNm : ARN messager.

1.3.2.1.4.4. Signes cliniques

Le dysfonctionnement de la protéine CFTR conduit a un défaut d’hydratation des
sécrétions et entrainent notamment des atteintes pulmonaires (bronchites récidivantes,
insuffisance respiratoire), digestives (syndrome occlusif, reflux gastro-oesophagien,
insuffisance pancréatique exocrine et endocrine, insuffisance hépatique), métaboliques
(diabéte), osseuses (deminéralisation), glandulaires (exceés de chlorure de sodium dans la sueur
entrainant une déshydratation aigué) et génitales.

Concernant les manifestations génitales, une infertilité peut étre retrouvée chez la
femme, avec plusieurs mécanismes intriqués. Le dysfonctionnement de la protéine CFTR dans
I’hypothalamus pourrait aboutir a un défaut de pulsatilit¢ de I’hormone de libération des
hormones goandotropes hypophysaires (GnRH : gonadotrophin released hormon), une
réduction de la fréquence de la pulsatilité des hormones hypophysaires et donc une et une
anovulation pouvant causer une infertilité. Le dysfonctionnement de la protéine CFTR dans
I’épithélium cervical entraine une altération du transport intracellaire des ions chlorure et
bicarbonates, et de ce fait, une sécrétion de mucus épais qui bloque I’orifice cervical et empéche
I’entrée du sperme. Dans I’endometre cervical, ce dysfonctionnement pourrait entrainer une
diminution de sécrétion de bicarbonates, réduire le volume du fluide intra-utérin et altérer la
capacitation des spermatozoides (processus de maturation physiologique de la membrane des
spermatozoides), étape essentielle a la poursuite de la fecondation(19).

Chez I’homme, le tableau clinique est celui d’une agénésie bilatérale des canaux
déférents entrainant une azoospermie et une infertilité. Une protéine CFTR dysfonctionnelle
entrainent un dysfonctionnement des voies de signalisation cellulaires dans les cellules de
Sertoli, impliquant les bicarbonates, I’adénylate cyclase et ’adénosyl-monophosphate cyclique.
Or ces voies permettent I’activation d’un facteur de transcription appelé CREB (c-
adenosylmonophospate  Response Element Binding protein), impliqgué dans la
spermatogénese(20). Ces voies permettent également la capacitation du spermatozoides(20).

1.3.2.1.4.5. Prise en charge diagnostique et thérapeutique.
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Sur le plan diagnostique, le diagnostic biologique de mucoviscidose est fondé sur la
mise en évidence d’une concentration sudorale de chlorure (CI-) supérieure ou égale a 60
mmol/L au test de la sueur et/ou la présence de deux variants du gene CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator) associé a la mucoviscidose, un sur chaque chromosome parental.

Sur le plan thérapeutique, la prise en charge s’effectue par traitement symptomatique
(opothérapie substitutive associée a supplémentation vitaminique, kinésithérapie respiratoire,
traitement des infections,etc.) associé a une prise en charge standardisée dans des centres de
ressources et de compétences pour la mucoviscidose (CRCM). Par ailleurs, actuellement des
thérapies géniques ou protéiques ciblées sont développées, permettant d’envisager des thérapies
personnalisées, ou encore individualisées. Selon Taylor-Cousar J.L (2020), les modulateurs de
CFTR semblent améliorer le pH et la consistance du mucus cervical, et de ce fait possiblement
la fertilité(21). Deux études ont rapporté un possible effet positif des thérapies ciblées sur la
fertilité(22,23).

1.3.2.15. Infection(2)

Les agents infectieux ont pour conséquences chez I’homme, d’endommager les organes
et les cellules via les médiateurs de I’inflammation, créer une obstruction ou se lier aux
spermatozoides, et chez la femme, une maladie inflammatoire pelvienne et une obstruction
tubaire. L’hydrosalpinx peut étre responsable d’une diminution du potentiel d’implantation
embryonnaire.

L’agent infectieux le plus fréquemment a I’origine de Dinfertilit¢é est Chlamydia
trachomatis. Les études épidémiologiques suggerent une association entre une infection
antérieure a Chlamydia trachomatis et 1’infertilité tant chez les hommes que chez les femmes,
bien que l’influence de cette bactérie sur la fertilité masculine soit controversée(24),
probablement en raison de probléemes méthodologiques dans les études rapportées (justesse des
méthodes utilisées pour évaluer la qualité du sperme, pour détecter Chlamydia trachomatis,
taille de la population étudiée, etc.).

Neisseria gonorrhoeae est un autre agent pathogéne pouvant affecter la trompe de
Fallope. En 2008, I’Organisation Mondiale de la Santé a estimé que I’incidence la plus élevee
de la gonorrhée se situe en Occident (42 millions de cas). Apres 1’Occident, en termes
d’incidence, ’OMS cite 1’ Asie du Sud-Est (25,4 millions de cas) et I’ Afrique (21,1 millions de
cas). La gonorrhée peut également altérer la fertilité masculine en provoquant des sténoses
urétrales, phénomene qui ne semble pas important dans les pays européens(25,26).

1.3.2.1.6. Maladies systémiques(2,15)

Un certain nombre de maladies telles que le diabéte non équilibré, la maladie ceeliaque,
les maladies auto-immunes actives et I’hypothyroidie subclinique semblent étre associées a une
réduction des chances de conception. L’insuffisance rénale chronique est également connue
pour son influence négative sur la fertilité.

1.3.2.1.7. Insuffisance en vitamine D.
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L’insuffisance en vitamine D ne semble pas agir sur la fertilit¢(27,28), toutefois des
concentrations ont été retrouvées basses chez des femmes ayant eu des fausses couches apres
10 semaines de grossesse(27).

1.3.2.1.8. Facteurs liés au mode de vie.
1.3.2.1.8.1. Fréquence des coits

Des rapports sexuels réguliers, deux a trois fois par semaine, commencant peu apres les
regles, durant la fenétre fertile estimée a six jours, sont des déterminants importants de la
survenue d’une grossesse(29,30).

1.3.2.1.8.2. Régime alimentaire, exercice physique, obésité

Selon R.J.Hart (2016) la restriction calorique et I’exercice excessif pourraient &tre
associes a une réduction de la fréquence de I’ovulation, un mauvais développement de
I’endométre et une aménorrhée. Une subfertilité pourrait méme étre observée a des niveaux
d’activité occasionnelle qui induisent des anomalies de la sécrétion d’hormones gonadotropes
et des troubles ovulatoires sans induire d’aménorrhée(15).

La pratique sportive pourrait également affecter la qualité du sperme. Une revue de la
littérature de Joskow P et al (2016) suggéere une corrélation entre un entrainement intense, chez
les sportifs de haut niveau, et le risque de survenue d’une oligo-asthéno-tératospermie, et une
corrélation neutre ou inverse chez les sportifs occasionnels. Ces données sont toutefois prises
avec précaution par les auteurs du fait de la variation des techniques au sein des différents
laboratoires, de possibles biais notamment I’inclusion de patients potentiellement infertiles, et
parfois 1’absence de patients contrdles(31).

Selon 1’étude de Ramlau-Hansen C.H. et al (2007) évaluant la relation entre I’indice de
masse corporelle et le temps de conception supérieur a 12 mois, les femmes en surpoids ont un
Odds Ratio (OR) égal a 1,27 (IC 95% = 1,18-1,36) et les femmes obeses un OR a 1,78 (IC
95% = 1,63-1,95)(32). Lors de la conception, elles présentent également un risque accru de
fausses couches et sont prédisposées a une issue défavorable de la grossesse (hypertension
artérielle gravidique, pré-éclampsie, complications du post-partum,etc.)(33). L’obésité peut
affecter négativement la reproduction masculine par des mécanismes endocriniens
(augmentation du tissu adipeux blanc ayant une forte activité aromatase entrainant une
conversion des androgénes en cestrogénes)(34), thermiques (du fait de 1’épaisseur du tissu
adipeux qui éleve la température du scrotum)(34), et sexuels (dysfonction érectile, baisse de la
libido, satisfaction sexuelle moindre, etc.)(34).

1.3.2.1.8.3. Stress et fatigue(2)

A.J Gaskin et al. (2015) ont décrit, dans une population d’infirmicres, une association
entre le temps de travail supérieur a 40h avec un port de charges lourdes plus de 15 fois par jour
(donc potentiellement de la fatigue et du stress), et une fécondité réduite. Toutefois les auteurs
ne sauraient se prononcer sur le caractére réversible lors de 1’arrét de 1’exposition(35).

Chez I’homme, le stress psychologique pourrait également affecter la qualité du sperme.
Une étude a montré chez des hommes réalisant une fécondation in vitro pour la premiére fois,
une diminution des parameétres spermatiques(36). Certaines études ont souligné un impact du
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stress psychologique intense sur la spermatogénése chez des prisonniers attendant leur verdict,
et sur les concentrations de testostérone, notamment dans des contextes de guerre (36-38).

1.3.2.1.8.4. Tabagisme, alcool, drogues(2)

Le tabagisme a un effet bien connu sur la fertilité tant chez ’homme que chez la femme.
Chez la femme fumeuse de cigarettes, il a été décrit une altération de chaque stade de la fonction
de la reproduction (la folliculogenése, la stéroidogenese, le transport de l’embryon, la
réceptivité et I’angiogenese endometriales, le flux sanguin utérin et le myometre uterin), du fait
des composants du tabac (métaux lourds, hydrocarbures polycycliques, nitrosamines, amines
aromatiques)(39). Chez les hommes, notamment ceux agés de plus de 22 ans(40),les effets
négatifs du tabagisme ont été constatés sur la production, la motilité et la morphologie des
spermatozoides(40,41), avec association a risque accru de dommages de I’ADN du sperme(42).

Chez les femmes, la consommation de cannabis pourrait entrainer des perturbations du
cycle menstruel, un nombre réduit d’ovocytes récoltés lors de la fécondation in vitro, et étre
associé a un risque plus élevé de prématurité(43,44). Chez ’homme, elle pourrait si elle est
consommeée plusieurs fois par semaine pendant 5 ans entrainer une réduction du volume séminal
éjaculé, du nombre de spermatozoides ainsi que des modifications de la morphologie et de la
motilité avec une hyperactivité des spermatozoides et une réduction de leur capacité de
fécondation(44,45).

Il est vrai que I’alcool est un tératogene connu et il est recommandé d’éviter sa
consommation pendant la grossesse, toutefois, son effet sur la fertilité n’est pas clairement
élucidé(46,47). Les mécanismes potentiels par lesquels 1’alcool pourrait altérer la fertilité
comprennent une augmentation des cestrogénes entrainant une diminution de la sécrétion de
I’hormone folliculostimulante et une altération de 1’ovulation(48).

Chez les hommes ayant une consommation modérée d’alcool, plusieurs études
s’accordent a dire qu’il n’y a pas d’impact significatif de 1’alcool sur le nombre de
spermatozoides(49,50). En revanche, chez les consommateurs chroniques d’alcool, I’impact
était significatif quant a Daltération de la spermatogenese, la réduction de nombre de
spermatozoides et de la concentration en testostérone(50,51).

1.3.2.2. Causes d’infertilité feminine
1.3.2.2.1. Insuffisance ovarienne prématurée

L’insuffisance ovarienne prématurée sera développée plus en détail dans le chapitre
suivant : « A.2. Insuffisance ovarienne prématurée ».

1.3.2.2.2. Syndrome des ovaires polykystiques

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK), décrit pour la premiére fois en 1935,
est la cause la plus fréquente des troubles du cycle menstruel, d’infertilit¢ féminine et
d’hyperandrogénie. Selon les pays et les critéres de définition employés, il toucherait 4 a 20%
des femmes(52).
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Contrairement a ce que son nom semble indiquer, le SOPK ne correspond pas a un exces
de kystes ou de microkystes au niveau des ovaires, mais a un exces de follicules antraux, qui
est observable a 1I’échographie. Le SOPK aurait donc da s’appeler le syndrome des ovaires
multifolliculaires, mais il en a été décidé autrement(52).

La physiopathologie du SOPK est trés complexe, bien qu’une hyperandrogénie
primitivement ovarienne semble étre [’¢élément fondateur de ce syndrome. Cette
hyperandrogénie induit secondairement un trouble de la folliculogenése, caractérisé par un
excés de follicules en croissance (follicules préantraux et petits follicules antraux) et une
inhibition du recrutement folliculaire cyclique Follicle Stimulating Hormone-dépendant
(appelé follicle arrest), qui contribuent alors a une accumulation de follicules antraux au sein
du parenchyme ovarien(52,53).

Le diagnostic du SOPK repose sur I’utilisation des critéres de Rotterdam (Tableau 2).
Ces derniers ne sont appliqués qu’une fois que toutes les autres causes d’hyperandrogénie et/ou
de troubles du cycle ont été éliminées. Le SOPK est donc fréquent, mais doit rester un
diagnostic d’élimination(52).

Tableau 2. Critéres de Rotterdam du syndrome des ovaires polykystiques(54)
1/ troubles des régles (spanioménorrhée, dysovulation ou troubles des régles associés a
une anovulation)

2/ hyperandrogénie clinique (hirsutisme, acné...) ou biologique, établie sur :
o dosage de la testostérone libre,
o dosage de I’androsténédione et du sulfate de DHEA.

3/ aspect échographique d’ovaires polymicrokystiques (présence de 12 follicules de 2 a
9 mm de diamétre dans chaque ovaire et/ou augmentation du volume ovarien supérieur
a 10 mL). Le seuil de 12 a été revu a 20 lors des recommandations de I’European Society
of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) en 2018

Deux critéres sur trois sont suffisants pour retenir le diagnostic de syndrome des ovaires
polymicrokystiques, aprés exclusion des autres étiologies d’hyperandrogénie et/ou de
dysovulation.

Les éléments majeurs de la prise en charge du SOPK repose sur la prise en charge des
troubles du cycle et de I’hirsutisme par contraception oestroprogestative, et la prise en charge
de I'infertilité chez les patientes ayant une ovulation secondaire & un SOPK sans autre facteur
d’infertilité associé : aprés bilan complet d’infertilité, ces patientes sont prises en charge par
induction de 1’ovulation par du citrate de clomiphene en premiére intention. Cependant, toute
femme souffrant de SOPK ne doit pas étre considérée comme stérile, des données indiquent
méme que plus de 50% d’entre elles concevraient spontanément au moins une fois au cours de
leur vie(52).

1.3.2.2.3. Endométriose
1.3.2.2.3.1. Définition et épidemiologie
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L’endométriose est définie par la présence de glandes et/ou de stroma endométrial en
dehors de I’'utérus. Lorsque les glandes et/ou le stroma endométrial se retrouvent dans le
myométre on parle d’adénomyose(55). Ces définitions sont purement histologiques et la
présence de ces 1ésions n’est pas systématiquement a 1’origine de symptomes(55). Il existe un

consensus pour parler d’endométriose-maladie lorsqu’il s’y associe des douleurs et/ou une
infertilité(56).

La prévalence et I’incidence de I’endométriose sont difficiles a évaluer de fagon précise
en population générale, leur estimation étant faussée par la nécessité d’un diagnostic chirurgical
de la maladie. La prévalence de 1’endométriose chez les patientes présentant des algies
pelviennes chroniques varie de 2 a 74% dans 11 études, et la prévalence chez les patientes ayant
des algies pelviennes chroniques serait supérieure a 33%. Une incidence annuelle autour de
0,1% a été rapportée parmi les femmes agées de 15 & 49 ans.

1.3.2.2.3.2. Formes anatomo-cliniques

Les Iésions d’endométriose prédominent dans la cavité pelvienne, elles existent aussi
dans la cavité abdominale, dans le diaphragme et dans la plévre. Les formes intra-
parenchymateuses (foie, poumon, cerveau, etc.) sont exceptionnelles. Trois formes anatomo-
cliniques d’endométriose pelvienne sont décrites(55):

e [D’endométriose superficielle (ou péritonéale) qui désigne la présence d’implant

d’endomeétre ectopique localisés a la surface du péritoine ;

e [I’endométriome ovarien, correspondant a un kyste de 1’ovaire endométriosique,

caractérisé par son contenu liquidien couleur chocolat ;

e I’endométriose pelvienne profonde (ou sous-péritonéale), caractérisé par des Iésions
qui s’infiltrent en profondeur a plus de 5 mm sous la surface du péritoine.

1.3.2.2.3.3. Physiopathologie

Le rdle du reflux menstruel dans la physiopathologie de 1’endométriose a été retenue
comme I’hypothése la plus solide(55). Cette théorie envisage que des fragments d’endométre
viables puissent étre reflués, au moment des régles, au travers des trompes de Fallope, puis
déversés dans la cavité péritonéale, ou ils vont s’implanter selon le principe de la gravité (donc
préférentiellement au niveau du cul de sac de Douglas), et selon des différences anatomiques
facilitant I’implantation du c6té gauche (ovaire gauche, sigmoide, uretére gauche, ligament
utérosacré gauche). Tous les facteurs favorisant le reflux menstruel (ménarche précoce, cycles
courts, hyperménorrhée, ménorragie, etc.) augmentent le risque d’endométriose. Sur le plan
moléculaire, la réponse inflammatoire (médiée par IL2, TNF, le stress oxydatif, etc.) et une
biosynthese anormale des stéroide ont été retenus comme facteurs favorisants de I’implantation
et de la croissance des lésions(55).

1.3.2.2.3.4. Endométriose et infertilité
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L’endométriose n’est pas systématiquement responsable d’une infertilité, cela a bien été
montré notamment dans I’endométriose superficielle et I’endométriome ovarien. L’infertilité
associée a ’endométriose peut étre expliquée par divers mécanismes souvent intriqués entre
eux, de facon variable chez une méme patiente : 1) par une inflammation du pelvis, médiée par
les macrophages, la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et angiogéniques, ce qui peut
dégrader la qualité de ’interaction spermatozoide-ovocyte ; 2) sur le plan utérin, par une
activation du facteur stéroidogénique 1 et I’aromatase, entrainant une production d’oestrogénes
in situ et une résistance a la progestérone ; 3) par une extension aux ovaires avec formation de
kystes et d’endométriomes, pouvant entrainer une diminution de la réserve folliculaire ; 1’effet
sur la qualité de I’ovocyte est controversé(55,57).

1.3.2.2.4. Fibromes utérins et polypes endométriaux

Les 1éiomyomes sont les tumeurs bénignes les plus courantes de 1’appareil reproducteur
féminin. Plusieurs mécanismes possibles ont été rapportés sur la fagcon dont les léiomyomes
peuvent affecter la fertilité, tels qu’une distorsion anatomique de la cavité endométriale, une
contractilité utérine anormale, un apport sanguin réduit a I’endometre et une altération de la
réceptivité endométriale(58).

Une diminution du potentiel d’implantation embryonnaire et une fausse couche précoce
ont été signalés en présence de polypes endométriaux(15). lls ont été associés a une diminution
des concentrations d’IGFBP-1, de TNF-alpha et d’ostéopontine (marqueurs d’implantation)
durant la phase secrétoire. Ces marqueurs se sont avéres étre inverses aprés polypectomie
chirurgicale(59).

1.3.2.3.  Infertilité d origine masculine
1.3.2.3.1. Généralités

Les infertilités masculines sont définies par une altération des parameétres spermatiques.
L’¢évaluation se fait en premiére intention par un spermogramme, recueilli par masturbation
aprés deux a sept jours d’abstinence sexuelle, et réalisé dans un laboratoire ayant une activité
de biologie de la reproduction(60). Les parameétres évalués et les anomalies sont décrits dans
les tableaux 2 et 3. Si les paramétres sont normaux, un seul spermogramme peut étre suffisant,
mais un second peut étre effectué en fonction du contexte clinique(60). En cas d’anomalies
constatées sur le premier spermogramme, apres avoir vérifié les conditions de recueil de celui-
ci, un second spermogramme devra étre effectué dans 1’idéal a 2 mois et demi d’intervalle(60).

L’azoospermie est définie par 1’absence de spermatozoides a I’examen direct et dans le
culot apres centrifugation a 3000g, constatée sur 2 prélevements successifs(60). Elle est dite
obstructive lorsqu’elle provient d’un obstacle sur les voies génitales, et sécrétoire lorsqu’elle
provient d’un défaut de production testiculaire de spermatozoides(61).

Les causes d’azoospermie obstructive sont congénitales (agénésie bilatérale des canaux
déeférents) et acquises (obstruction épididymaire ou des canaux déférents séquellaire des
infections génitales, antécédent de vasectomie, kystes prostatiques). En cas d’agénésie
bilatérale des canaux déférents il est recommandé d’effectuer une recherche de mutation du
gene CFTR(61).
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Les causes d’azoospermie sécrétoire sont centrales ou périphériques. Les causes
centrales correspondent a I’hypogonadisme hypogonadotrope (les causes ont été détaillées dans
le chapitre « infertilité commune aux deux sexes »). Les causes périphériques sont :

- Congénitales : cryptorchidie, anorchidie, causes génétiques (syndrome de

Klinefelter (47,XXY), microdélétion de 'Y, testicule 46,XX)

- Acquises : par traumatisme testiculaire, torsion testiculaire, varicocéle(61). La

varicocéle sera détaillée ci-dessous

Devant une azoospermie secrétoire périphérique, apres avoir éliminé les causes non

génétiques, il est recommandé d’effectuer un caryotype et une recherche de microdélétion de
1’Y par PCR(60).

L’oligoasthénotératozoospermie (OATS) est définie par une concentration en
spermatozoides inférieure a 15 millions/ml, une mobilité progressive inférieure a 32% et des
formes normales inférieurs a 4% selon les critéres stricts, 23% selon les criteres de
David(60,62). Plusieurs auteurs qualifient ’OATS de sévére lorsque la concentration en
spermatozoides est inférieure a 5 millions/ml(63-66). Les étiologies de I’OATS sont le style de
vie (obésité, drogues, alcool), I’age (altération des paramétres spermatiques comme cité
précédemment), les cryptorchidies, les maladies systémiques, les obstructions des voies
séminales et les anomalies génétiques(60).

Il est recommandé devant une OATS d’effectuer un caryotype et une recherche de
microdélétion de I’Y par PCR(60).

1.3.2.3.2. Exemples de causes génétiques d’infertilité masculine
1.3.2.3.2.1. Syndrome de Klinefelter

Le syndrome de Klinefelter est I’anomalie gonosomique la plus fréquente, avec une
prevalence estimée entre 1 et 2,5 pour 1000 individus males(67-69). Les manifestations
cliniques apparaissent généralement a la puberté : gynécomastie, testicules de petite taille. Chez
I’homme adulte, on observe une infertilité avec une azoospermie. Selon une étude, 11% des
patients ayant une azoospermie préesentent un syndrome de Klinefelter(70). Sur le plan
biologique, la concentration de testostérone est basse, les concentrations de FSH et LH sont
élevées(2). L’anomalie 47,XXY provient d’une non-disjonction durant ’anaphase I de la
méiose chez le pere (une non-disjonction en anaphase Il conduisant a une anomalie 47,XXX
ou 47,XYY), ou durant I’anaphase I ou II de la méiose chez la mére(70). Une étude conduite
en 2009 par Yarali H. a porté sur 1’efficacité de 1’extraction testiculaire de sperme par biopsie
testiculaire (TESE : testicular sperm exctration) associée a une injection intra-testiculaire de
spermatozoides chez des patients atteints de Syndrome de Klinefelter (non-mosaique) en
comparaison avec des patients controles ayant une azoospermie non obstructive : les taux de
fertilité étaient comparables entre les deux groupes (48% contre 54%) ainsi que les taux de
grossesse (39% contre 33%), pouvant suggerer que les patient atteints de syndrome de
Klinefelter ont la possibilité de devenir péres dans 1/3 des cas(71).

1.3.2.3.2.2. Microdélétion du bras long du chromosome Y.

Les microdélétions du chromosome Y représentent la deuxiéme cause génétique
d’infertilité masculine, survenant chez 1 homme sur 4000 dans la population générale, avec une
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fréguence plus élevée chez les hommes infertiles. La prévalence dans le monde varie de 2 a
10%, en France, elle est de 8,1% en 2008(72). Ces microdélétions concernent la bande Yqll
située sur le bras long du chromosome Y, au locus AZF (azoospermia factor), divisée en 3
régions AZFa, AZFb et AZFc. Par ordre de fréquence, les délétions d’intérét sont les délétions
AZFc (80%), AZFb (1-5%), AZFa (0,5-4%) et AZFbc (1-3%). Sur le plan phénotypique, les
microdélétions AZFc conduisent a une oligospermie sévere ou une azoospermie ; les
microdélétions AZFa conduisent sur a un aspect histologique d’absence de cellules de la lignée
germinale (SCOS : Sertoli cells only syndrome — syndrome des cellules Sertoli seules), les
microdélétions AZFb et AZFbc conduisent a un aspect histologique d’arrét de maturation des
cellules de la lignée spermatogénétique. Les delétions AZFa, b et bc sont toujours associées a
une azoospermie(73-75).

1.3.2.3.3. Anomalies testiculaires congénitales
1.3.2.3.3.1. Anorchidie

L’anorchidie bilatérale congénitale (aussi appelée «syndrome de régression
testiculaire ») est définie par I’absence totale de tissu testiculaire chez un individu de sexe
masculin avec un caryotype 46,XY. Elle est secondaire a I’atrophie et la disparition durant la
vie feetale d’un testicule initialement normal. Sa prévalence est estimée entre 0,5 et 1 garcon
sur 20 000. Le phénotype est variable en fonction du moment ou la régression gonadique
survient in utero. Lorsque la régression survient entre 8 et 12 semaines de grossesse, un
phénotype féminin est constaté, avec ou sans ambiguité des organes genitaux externes, une
absence de gonade avec présence d’un utérus hypoplasique. Lorsque la régression survient
apres 12 semaines de grossesse, soit le phénotype est masculin avec une anorchidie ou des
testicules hypoplasiques, soit des phénotypes intermédiaires peuvent étre observés (ambiguité
sexuelle de type pseudohermaphrodisme masculin, associée a des anomalies variables de
différenciation des organes génitaux internes et externes).

1.3.2.3.3.2. Cryptorchidie

La cryptorchidie correspond a 1’arrét de migration d’un ou des deux testicule(s) sur le
trajet normal de migration, ce qui fait que le testicule n’arrive pas a son point final qui est le
scrotum. Son incidence est estimée & 1,4 a 1,6% des enfants a la naissance tout terme
confondu(76). Les causes d’infertilité liées a la cryptorchidie sont multiples : I’hyperthermie
gonadique induite par la position abdominale prolongée, qui serait responsables d’anomalies de
la spermatogénese ; les anomalies congénitales des voies séminales associées a la cryptorchidie
(atrésie segmentaire secondaire de 1’épididyme) ; les Iésions des voies seminales et la dissection
des vaisseaux testiculaires dans les suites d’une orchidopexie ; des processus d’auto-
immunisation anti-spermatozoide dans le liquide séminal ; des Iésions histologiques
testiculaires et des anomalies spermatiques intrinseques (fragmentation de 1I’ADN
spermatique)(77). La cryptorchidie peut &tre associe a un risque de transformation maligne(76).
Cet aspect ne sera pas detaillé ici.

1.3.2.3.4. Varicocele

La varicocéle correspond a la dilatation variqueuse des veines du cordon spermatique.
Son incidence est estimée a environ 11% des hommes dans la population générale et 25% des
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hommes infertiles lorsqu’il existe une azoospermie(78). Le mécanisme exact par lequel la
varicocele peut causer I’infertilité n’est pas complétement élucidé a ce jour(2). Le stress
oxydatif, les déséquilibres hormonaux, et la formation d’anticorps anti-Spermatozoides
pourraient jouer un rdle dans I’infertilité liée a la varicocele(79).

2. Insuffisance ovarienne prématurée
2.1. Définition et épidémiologie

L’insuffisance ovarienne prématurée (IOP) est définie par 1’association d’une
aménorrhée depuis plus de 4 mois avant 1’age de 40 ans, avec un taux élevé d’hormonoes
gonadotropes (Follicule Stimulating Hormone (FSH) supérieure & 40 UI/L) sur au moins deux
prélévements distincts faits a quelques semaines d’intervalle(80,81). Cette pathologie est aussi
appelée « ménopause précoce », mais ce terme doit é&tre évité pour deux raisons essentielles.
Premiérement, 1’évolution de I’insuffisance ovarienne est différente de celle de la ménopause
physiologique, dans le sens ou dans certains cas d’IOP, elle n’est pas définitive, contrairement
a ce que les premiéres études pouvaient suggerer(82) ; certaines études ont rapporté une
insuffisance ovarienne intermittente voire la survenue de grossesses spontanées dans le cadre
d’une IOP(82-84). D’ou I'utilisation courante et qui parait plus appropriée, pour refléter cette
nature réversible, du terme « insuffisance ovarienne prématurée » (comme le terme anglais
premature ovarian dysfunction ou premature ovarian insufficiency(82).) Deuxiémement,
I’annonce diagnostique du mot « ménopause » peut avoir un impact négatif sur le psychisme
des patientes.

La moyenne d’age de survenue de la ménopause physiologique dans les pays
occidentaux est de 51 ans(80). L age de la ménopause est déterminé par des facteurs génétiques
et modulé par des facteurs environnementaux(85,86), comme le tabac(87) et les hydrocarbones
aromatiques polycycliques(88). Chez 1 a 2 % des femmes, un blocage de la maturation
folliculaire ou un épuisement folliculaire apparait avant 1’dge de 40 ans définissant
I’insuffisance ovarienne prématurée. Il est a noter que le chiffre de 40 a été déterminé suite a
des études épidémiologiques(80). La prévalence de 1I’IOP atteint 1/10 000 chez les femmes de
moins de 20 ans, 1/1000 chez les femmes de moins de 30 ans, 1/ 200 a I’age de 35 ans et 1%
chez les femmes de moins de 40 ans(89). Cette prévalence est stable d’apres les derniéres études
épidémiologiques réalisées en Grande-Bretagne, en Italie ou en France. Dans 1I’étude SWAN
aux Etats-Unis, les chinoises ou les japonaises ont moins d’IOP que les caucasiennes ou les
africaines avec des taux respectifs de 0,5%, 0,1%, 1% et 1,4%(80,90). En 2003, le consortium
Progretto Menopausa Italia Study group a montré qu’il n’existait pas de corrélation entre la
survenue d’une IOP et I’age des premicres régles, le niveau d’éducation ou la prise de
contraception orale(80,91). Toutefois une étude plus récente en 2017, celle de Mishra et al. a
identifié la ménarche précoce (apparition des premiéres regles avant 11 ans) et la nulliparité
comme ayant un risque relatif cinqg fois supérieur de développer une I0P(92,93).

2.2. Description clinique
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Pour la majorité des patientes, il s’agit d’'une aménorrhée qui s’installe aprés plusieurs
années de cycles menstruels réguliers, voire méme apres une fertilité normale. Il n’y a pas ou
peu de symptomes qui précédent ’installation d’une IOP : quelques patientes décrivent une
oligoaménorrhée ou des metrorragies. 25% des femmes ont une amenorrhée secondaire brutale,
soit en post-partum, soit le plus souvent a 1’arrét de la contraception orale(80,94). L’IOP se
manifeste parfois par un impubérisme avec une absence de développement mammaire et par
une amenorrhée primaire, ou primo-secondaire.

Les signes cliniques sont essentiellement liés a la carence oestrogenique. lls sont
présents sous forme de bouffées de chaleur, d’une insomnie, d’une asthénie, d’une dyspareunie
et de troubles de I’humeur. Leur intensité est trés variable d’une patiente a 1’autre. Il est a noter
que I’aménorrhée primaire ne s’accompagne pas de symptomes d’hypoestrogénie. Au contraire,
une castration bilatérale s’accompagne de signes intenses d’hypoestrogénie(80,95). Dans
certains cas d’TOP, il existe une fluctuation de la fonction ovarienne avec reprise spontanée des
cycles pour une durée variable avant I’arrét définitif de la fonction ovarienne(80).

2.3. Physiopathologie

L’IOP peut s’expliquer par trois mécanismes : une anomalie de la formation du pool de
follicules, un blocage de la maturation ou un épuisement anormalement rapide du stock
folliculaire. Pour rappel, I’ovaire contient un stock d’ovocytes présent dés la vie intra-utérine.
Ces ovocytes sont soumis a un phénomene d’apoptose(80,96). Le nombre maximal d’ovocytes
est obtenu a 20 semaines de vie intra-utérine et il est d’environ 6 millions. A la naissance, le
nombre d’ovocytes est de 1 a 2 millions ; & la puberté il y a 400 000 ovocytes. La déplétion
folliculaire s’accéleére vers 1’age de 37 ans et la ménopause survient lorsque le nombre de
follicules est inférieur a 1000(80).

2.4. Etiologies(80,92)
2.4.1. Causes génétiques

Il existe a ce jour des anomalies chromosomiques et plus d’une soixantaine de génes
candidats décrits, impliqués dans 1’IOP(97). Un géne candidat est un géne pouvant
potentiellement étre a [Iorigine d’une pathologie, par sa position dans une région
chromosomique qui serait impliqué dans la pathologie, ou par I’implication de la protéine
produite dans la survenue de cette pathologie(98). Dans ce chapitre, seront seulement décrits

les principales altérations chromosomiques et les principaux génes en lien avec I’IOP (tableau
3).

2.4.1.1. Dysgonosomies X

Le syndrome de Turner est I’étiologie d’IOP liée a I’X la plus fréquente. Il concerne une
fille sur 2500 a 3000(99). Environ 50% d’entre elles présentent une monosomie X (45,X), 5 a
10% ont une duplication du bras long d’un chromosome X appelé isochromosome (46,X,i(Xq)),
et les autres patientes présentent des caryotypes de type mosaique (45,X/46,XX). Un taux de
mosaicisme X/XX, inférieur a 5% ne doit pas €tre considéré comme 1’étiologie de I’1OP. La
présence d’un segment de chromosome Y doit étre recherchée car il est associé a un risque
¢élevé de gonadoblastome indiquant la réalisation d’une ovariectomie bilatérale. Cliniquement,
la variabilité du phenotype est importante. Dans la forme la plus caricaturale, il existe une petite
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taille (<1,55m), une dysgéneésie gonadique avec des ovaires en bandelettes fibreuses et un
syndrome malformatif (lymphoedéme, pterygium colli, implantation basse des cheveux, cubitus
valgus, naevi, surdité, coarctation aortique, malformations rénales). A I’age adulte, le diagnostic
est posé en général dans le cadre d’un bilan de fausses couches, ou d’une infertilité primaire ou
secondaire, ou d’une aménorrhée. La survenue d’une puberté spontanée est observée de fagon
compléte chez 13% des patientes, et de facon incompléte avec uniquement un développement
mammaire, chez 30%(100). Une étude récente a mis en évidence la possibilité d’une fertilité
spontanée avec la survenue de grossesses spontanées chez 27 femmes porteuses d’un syndrome
de Turner sur une cohorte de 480, soit 5,6%(101).

La trisomie X est relativement fréquente avec une prévalence d’environ 1/1000
nouveau-nés féminins dont seuls 10% sont diagnostiqués. Elle représente environ 3,8% des
IOP(102). Le phénotype est classiqguement peu marqué avec un syndrome dysmorphique
(hypertélorisme, clinodactylie, hypotonie), des troubles dentaires, des malformations rénales et
urogénitales, et une grande taille(103).

2.4.1.2. Anomalies de structure du chromosome X

Des études cytogénétiques ont permis d’identifier des « régions critiques » localisées
sur le bras long du chromosome X, telles que POF1 et POF2, situées de la bande Xql13.3 a la
bande Xq21 et de la bande Xg23 & la bande Xq27, respectivement. Une délétion isolée du bras
long de I’X, située en aval de la région Xq23, n’est pas un syndrome de Turner.

Les translocations impliquées dans I’IOP sont le plus souvent des translocations X-
autosome équilibrées dont 80% des points de cassure sur le chromosome X sont situés en
Xg21(104). Plusieurs hypothéses ont été évoquees concernant le lien entre les translocations X-
autosome et la survenue d’une IOP (105): 1) un groupe de génes dans les régions critiques serait
impliqué dans la fonction ovarienne, mais quelques genes candidats seulement ont été retenus
et Mumm et al, 2001 ont trouvé des points de cassure des translocation de 1’autosome X dans
des régions dépourvues de genes (106); 2) la dynamique du chromosome X pendant la
formation et le maintien des follicules ovariens pourrait étre affectée. Il a été proposé que
I’appariement incorrect issu des translocations pourrait affecter les points de contrdle entre les
phases de méiose dans les cellules germinales et conduire a I’apoptose des ovocytes (105); 3)
I’IOP par translocation X autosome serait liée a une dysrégulation de I’expression des genes du
fait du repositionnement des chromosomes, perturbant 1’organisation chromatinienne
tridimensionnelle en territoires chromosomiques(105).

2.4.1.3. Anomalies géniques identifiées sur le chromosome X
2.4.1.3.1. Geénes FMR1 et FMR2

Le syndrome de I’X fragile est une maladie héréditaire dominante liée a I’X, avec une
pénétrance incompléte. C’est la cause la plus fréquente de retard mental héréditaire, en
particulier chez le garcon, avec une prévalence de 1 pour 4000 garcgons et 1 pour 8000 filles. Le
gene en cause FMR1 (Fragile X mental ribonucleoprotein 1) est localisé en Xg27.3 et il existe
en 5’ du géne de 6 a 50 répétitions d’une séquence nucléotidique CGG (cytosine-guanine-
guanine). On parle de prémutation & partir de 55 a 200 triplets, qui peut s’étendre au-dela de
200 répétitions chez la génération suivante résultant en une mutation compléte. La prémutation
est retrouvée chez environ une femme sur 250, dont environ 15 a 24% présentent une IOP(107).
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I s’agit d’une étiologie relativement fréquente d’IOP d’origine génétique, a la fois dans les cas
sporadiques avec une prévalence de 3%, et dans les cas familiaux avec une prévalence estimée
a 13%(108). L’étude de Gleicher et al.(109) suggére qu’a partir de 30 triplets, le risque et la
sévérité de I’IOP augmentent paralléelement au nombre de répétitions. 4 différentes classes
d’all¢le au locus FRAXA ont été définies (« normal » (6 a 44 repétitions), « zone grise » (45 a
54 reépétitions), « prémutation » (55 a 200 répétitions) et « mutation compléete » (plus de 200
répétitions). Une pathologie neurologique, appelée FXTAS (fragile X associated tremor/ataxia
syndrome) peut étre associee. Les femmes porteuses de la prémutation ont 5% de chance de
concevoir spontanément, sa recherche est donc indispensable pour orienter le conseil génétique
familial.

FMR2 est un géne homologue de FMR1 localisé en Xq28, également porteur d’une
séquence trinucléotidique répétitive. Des microdélétions dans ce gene avec une fréquence de
1,5% chez les patientes IOP contre 0,04% chez les témoins ont été décrites(110).

2.4.1.3.2. Gene BMP15

BMP15 (bone morphogenetic protein 15) ou GDF-9B (Growth/Differentiation Factor
9B) est impliqué dans le développement folliculaire et la régulation des cellules de la granulosa.
Les mutations du géne BMP15 sont associées avec une 10P dans 1,5 a 15% des cas(111). La
mutation p.Y235C a été la premicre identifiée par Persani et al. chez deux sceurs et leur
pére(112). La transmission est dominante, liée a I’X dans ce cas.

2.4.1.4. Etiologies génétiques d’insuffisance ovarienne syndromique.
2.4.1.4.1. Syndrome de blepharophimosis-ptosis-epicantus
inversus (BPES)

Il existe deux types de BPES. Le type 1 associe une ptose de la paupiére supérieure, une
diminution des fentes palpébrales, un télécanthus et une IOP. Le type 2 est caractérisé par une
anomalie oculaire isolée(113). Le BPES est une pathologie autosomique dominante rare,
découverte dans les années 1990, qui comprend des réarrangements hétérozygotes de la région
g23 du chromosome 3, altérant le facteur de transcription forkhead FOXL2 dans 90% des
cas(114). Plus de 150 mutations différentes du gene FOXL2 ont été identifiées(115). Dans 50%
des cas, la mutation est de novo ; dans 50% des cas, elle est transmise par le pere.

2.4.1.4.2. Syndrome APECED

Le syndrome de polyendocrinopathie de type 1 (APS-1) ou autoimmune
polyendocrinopathy candidosis ectodermal dystrophy (APECED) est trés rare. Environ 50
mutations récessives du géne AIRE localisées sur le chromosome 21 ont été identifiées a ce
jour. On retrouve le plus souvent deux des trois atteintes suivantes : la maladie d’ Addison et/ou
une hypoparathyroidie et/ou une candidose cutanéomuqueuse chronique(113). L’TIOP est
retrouvée dans environ 41% des cas APECED(116).

2.4.1.4.3. Syndrome de Perrault

Il s’agit d’une pathologie rare caractérisée par une perte auditive sensorielle bilatérale
et une IOP. A ce jour, six génes de Perreault ont été identifiés(117).
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2.4.1.4.4. Galactosémie

La galactose-1-phosphate uridyltransférase (GALT) est une enzyme impliquéee dans le
métabolisme du galactose. Des pertes de fonction de cette enzyme induisent des troubles
neurologiques, hépatiques, rénaux et un hypogonadisme hypergonadotrope chez 80-90% des
filles atteintes(118). La prévalence est d’environ 1/35000 en Europe(113).

2.4.1.4.5. Ovarioleucodystrophie

Elle associe une 10P et des anomalies de la substance blanche du systéme nerveux central, a
type de leucodystrophie(119). Une mutation du géne eukaryotic initiation factor 2B (EIF2B) a
été identifiée(120).

2.4.1.4.6. Ophtalmoplégie progressive externe (POLG).

C’est une pathologie autosomique dominante ou récessive, fréquemment associé a une
IOP avant I’age de 35 ans ainsi qu’a un syndrome parkinsonien. Elle est caractérisée par une
faiblesse des muscles oculaires et une myopathie(121)

2.4.1.4.7. Syndrome de Nimegue (NBS, Nijmegen breakage
syndrome).

Il est lié & une mutation du géne NBN/NBS1, responsable d’une instabilité
chromosomique. Il est caractérisé par une microcéphalie progressive, une dysmorphie faciale,
un retard de croissance, une prédisposition aux cancers ainsi qu’une IOP(122). Chrzanowska et
al. (2010) ont retrouvé une IOP chez 37 femmes présentant un NBS, homozygote pour la
mutation la plus commune(123).

2.4.1.4.8. Association familiale a un désordre du développement
sexuel.

Les mutations du géne NR5A1 ou SF1 sont responsables de désordre du développement
sexuel (DSD) associés ou non a une insuffisance surrénalienne. Ces mutations ont été détectées
dans quatre familles comprenant des sujets 46,XY DSD et des femmes 46,XX avec une
IOP(124). Plusieurs équipes ont testé les mutations de NR5A1 dans des cohortes de femmes
avec IOP : la prévalence est d’environ 2%(125,126).

2.4.1.4.9. Syndrome de vieillissement prématuré.

Le syndrome de Bloom ou syndrome de Werner peuvent étre associés avec une
IOP(127). 1l s’agit d’une forme adulte de progéria associant une sclérodermie, une
artériosclérose prématurée, une prédisposition aux cancers et des gonades atrophiques. Des
mutations du gene LMNA de la lamine ont été identifiés a 1’origine d’un tableau similaire(128).

2.4.1.4.10. Association de I’IOP a une hyperandrogénie.

Les déficits en aromatase par mutation du geéne de 1’aromatase CYP19 sont
exceptionnels. On observe chez ces patientes une aménorrhée avec des signes de virilisation,
des kystes ovariens et un hypogonadisme hypergonadotrope(129).
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2.4.1.4.11. Association entre IOP et insuffisance surrénalienne.

La mutation du géene codant pour la protéine steroidogenic acute regulatory (StAR)
entraine une pathologie autosomique récessive révélée dans I’enfance par un syndrome de perte
de sel puis par un impubérisme et une aménorrhée hypergonadotrophique(130).

2.4.1.4.12. Ataxie-télangiectasie.

L’ataxie télangiectasie est une maladie autosomique récessive tres rare (1 pour 100 000
enfants), associant un déficit immunitaire sévere, une ataxie cérebelleuse progressive, une
dysfonction oculomotrice, une prédisposition aux cancers et des anomalies gonadiques(113).

2.4.15. Etiologies  génétiques  d’insuffisance  ovarienne  non
syndromique.
2.4.1.5.1. Gene de l'inhibine A (INHA, Inhibin subinit alpha).

L’inhibine est une glycoprotéine hétérodimérique qui fait partie de la superfamille des
TGF-B (Transforming Growth Factor ). Elle contient deux sous-unités 3 : une sous unité o et
une sous unité . Cette derniére peut étre de deux types : la sous-unité BA qui associée avec la
sous-unité a constitue I’inhibine A, et la sous-unité BB qui associée avec la sous-unité o
constitue I’inhibine B. L’inhibine A, codée par le géne de 1’inhibine A, exerce une action
endocrine en régulant négativement la synthése de I’hormone folliculo-stimulante par I’anté-
hypophyse par inhibition de 1’activine, elle a une action paracrine ovarienne, par stimulation de
la synthése d’androgenes dans les cellules de la theque(131-133). L’association entre inhibine
et IOP a été évoquée chez une patiente atteinte d’IOP et présentant une translocation
responsable d’une cassure dans la sous-unit¢ a de I’inhibine qui serait impliquée dans la
régulation de la fonction ovarienne(131). Ces résultats restent controversés.

2.4.1.5.2. Geénes impliqués dans la méiose

En 2016, une étude de Hyon et al. a identifié une microdélétion hétérozygote en 15¢25.2
du géne CPEB1, connu pour étre impliqué dans la méiose ovocytaire. La mutation a été
retrouvée chez 1,3% des femmes présentant des IOP sporadiques ou familiales(134). Cela reste
toutefois controversé car une étude chinoise en 2020 stipule que la contribution de la délétion
de CPEBL1 dans I’'TOP est incertaine(135).

Plusieurs mutations du géne STAG3 ont été découvertes en association avec une 10P.
Ces résultats ont été confirmés par le modéle animal muté, chez qui le développement
ovocytaire était interrompu, conduisant a une déplétion ovocytaire(136).

Une mutation du géne HFML1, impliquée dans la recombinaison homologue des
chromosomes, a été découverte associée a une IOP avec transmission autosomique récessive
chez deux sceurs chinoises et non retrouvée chez les 316 controles(137).

Des mutations hétérozygotes du gene MSH5 ont été décrites, entrainant un déclin de la fonction
ovarienne et conduisant a une IOP(138). MCM8 et MCM9 ont également été associés a des cas
d’hypogonadismes hypergonadotropes(139).

24.15.3. CYP11Alet CYP17AlL.
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Des déficits enzymatiques, bien qu’exceptionnels, en cholestérol desmolase (par
mutation du géne CYP11A1 - cytochrome P450 family 11 subfamily A)(140), 17a-hydroxylase
et 17-20 desmolase (par mutation du géne CYP17A1 - cytochrome P450 family 17 subfamily
A)(141) peuvent étre a l’origine d’IOP avec absence de développement pubertaire et
aménorrhée. La fertilité peut étre restaurée en cas de présence de follicules au niveau ovarien
et de I’ajout de gonadotrophines exogenes(80).

24.1.54. Gene de [’hormone thyréostimulante (TSH, thyoid-
stimulating hormone).

Quelques mutations récessives inactivatrices du géne de la TSH ont été décrites, se
traduisant par une IOP avec blocage de la folliculogénese. La premiére mutation par substitution
p.Al89V a été décrite en Finlande, entrainant une aménorrhée primaire, un hypogonadisme
hypergonadotrope et des ovaires hypoplasiques. Les formes partielles sont caractérisees par une
aménorrhée secondaire ainsi qu’une IOP(142).

2.4.1.5.5. Autres genes

Le gene newborn ovary homeobox (NOBOX) est le plus souvent associé a une IOP non
syndromique (6-9% des cas). Il code un facteur de transcription impliqué dans la régulation de
la folliculogénese(143). Chez la souris invalidée pour ce géne, il existe une infertilité due a une
perte ovocytaire accélérée et un blocage dans la maturation folliculaire(144)

Le gene GDF9 code la protéine Growth différenciation factor 9, un facteur de
transcription de la famille des transforming growth factors 3 fortement exprimé dans I’ovocyte.
D’aprés les modéles animaux, I’activité de GDF9 est cruciale pour la folliculogénése(145).
Chez la femme, les variants décrits sont présents avec une prévalence de 1,4%(146).

Tableau 3 : Etiologies génétiques de 1’insuffisance ovarienne prématurée (d’apres(92))2.

| Chromosome Syndrome Caryotype/Génes Articles Fréquence

impliqués
Syndrome de Turner 45,X Sybert et al.,2004 1/2500-1/3000
Bucerzan et al.,2017
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Autosomes

BPES : blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus syndrome

Syndrome de I’X Fragile

Triple X

Délétion du chromosome X
Translocation X-autosome
Gene impliqué dans la
folliculogénese situé sur le
chromosome X

Formes syndromiques
Syndrome BPES

Syndrome APECED
Syndrome de Perrault
Galactosémie
Ovarioleucodystrophie
Ophtalmoplégie
progressive externe
Syndrome de Nimégue
Désordre du
développeement sexuel
Syndrome de vieillissement
prématuré

Déficit en aromatase
Insuffisance surrénalienne
Formes non syndromiques
Genes impliqués dans la
méiose

Genes impliqués dans la
folliculogénese

Isochromosome X :

46,X,i(Xq)
45,X/46,XX —
45,X/46,XY

45,X/46,XX/47 XXX

45,X/47 XXX
46,X,Xp/46,X,Xq
FMR1,FMR2

47,XXX
POF1/POF2

BMP15

FOXL2
AIRE

GALT
EIF2B
POLG

NBN/NBS1
NR5A1/SF-1

LMNA

CYP19A1
CYP17A1

CEBP1(?)

STAG3

MSH5

HFM1
MCM8/MCM9

NOBOX
GDF9
FSHR
TGF-8

Hoyos et al., 2017
Murray et al., 1999
Goswami et al., 2003
Rossetti et al., 2017
Rizzolio et al., 2006
Persani et al., 2010

Crisponi et al., 2001
Reato et al., 2011

Lerat et al., 2016
Rubio-Gozalbo et al, 2010
Fogli et al., 2003

Luoma et al., 2004

Chrzanowska et al., 2010
Lourengo et al., 2009

McPherson et al., 2009

Belgorosky et al., 2009
King et al., 2011

Hyon et al., 2016
Jiao et al., 2020
Caburet et al., 2014

Mandon-Pépin et al., 2008

Wand et al., 2014
Tenembaum-Rakover et
al., 2015

Bouilly et al., 2016
Shimasaki et al., 2004
Aittomaki et al., 1995
Chand et al., 2010

APECED : autoimmune polyendocrinopathy candidosis ectodermal dystrophy.
2Ces genes représentent les génes majoritaires. La liste n’est pas exhaustive.

2.4.2. Causes non génetiques
2.4.2.1. Causes iatrogénes
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1/3000 a 1/5000
<1/1 000 000

<1/1 000 000

<10 cas
<10 cas



La chiomiothérapie induit une altération de la fonction ovarienne, réversible ou
définitive, entrainant une déplétion du pool de follicules primordiaux(147). Les effets
gonadotoxiques dépendent de la classe thérapeutique utilisée, de la dose, de la durée du
traitement, du type de cancer mais aussi de 1’age de la patiente(148). Les agents alkylants,
hautement gonadotoxiques, sont notamment utilisés dans le traitement des lymphomes de
Hodgkin et associés a un risque d’IOP de 60% contre seulement 3% en cas de chimiothérapie
sans agent alkylant(149). Dans sa méta-analyse, Overbeek reléve un taux d’aménorrhée apres
traitement du cancer du sein par cyclophosphamide, d’environ 40 a 80%(148) bien que la
définition d’aménorrhée soit variable selon les études (de 3 mois a 6 mois sans cycle).

L’irradiation corporelle totale, de 1’axe craniospinal, de 1’abdomen ou du pelvis expose
potentiellement les ovaires aux radiations et peut entrainer une IOP par augmentation de
I’atrésie des follicules primordiaux. L’apoptose d’environ la moitié des follicules est observée
dés de faibles doses, de I’ordre de 2 Gray(150). Une dose d’irradiation de 16,5 Gy a 1’age de
20 ans entrainerait une 10P pour 97,5% des patientes(151).

L’ovariectomie unilatérale est associée a un risque multiplié par six de présenter une
IOP et une avance de 1’age de la ménopause de sept ans environ(152). Dans le syndrome des
ovaires polykystiques, on peut recourir au drilling ovarien qui permet une diminution de I’ AMH
par destruction d’une partie des follicules pré-antraux(153). Quelques cas d’IOP ont été
rapportés apres drilling, surtout avant la limitation du nombre d’impact de laser administré aux
ovaires(154). Dans le traitement des endométriomes, on observe un risque de lésion du
parenchyme ovarien adjacent en cas de kystectomie et un risque de lésion thermique du cortex
ovarien sous-jacent par 1’énergie utilisée lors de I’¢lectrocoagulation(155). La chirurgie
bilatérale des ovaires pour endométriomes entraine une diminution du taux d’AMH d’environ
18% pour un endométriome de moins de Scm, et de 14 a 24% si ’endométriome mesure plus
de 5 cm selon la technique utilisée(156). Elle augmente de maniére trés significative de risque
d’IOP.

2.4.2.2. Causes environnementales

Des contaminants environnementaux, reconnus comme perturbateurs endocriniens,
peuvent entrainer une baisse de la réserve ovarienne. Les pathologies fréquemment associées
sont les pubertés précoces, le syndrome des ovaires polykystiques et I’TOP(157). Les phtalates
sont des composés chimiques dérivés d’acide phtalique comprenant un noyau benzénique et
deux groupements ester (158); ils sont utilisés dans les matiéres plastiques de type chlorure de
polyvinyle (PVC)(159) et exerceraient une toxicité gonadique(160). Une étude réalisée par
Grindler et al. a analysé 111 perturbateurs endocriniens et met en évidence une avancée de 1’age
de laménopause de 1,9 a 3,8 ans chez les patientes exposées a de plus fortes doses de ces agents,
ainsi qu’un risque d’10OP multiplié par six(161). Parmi les polluants, une étude a montré que les
coiffeuses manipulant les colorants, alors qu’elles n’utilisent pas de gants, ont un risque
multiplié par deux d’IOP(162). De plus, il a ét¢ montré qu’une exposition in utero au distilbéne
ou diéthylstilbestrol augmente le risque d’IOP(163). Ce produit n’est plus utilisé chez des
femmes en &ge de procréer sans contraception efficace.

2.4.2.3. Causes auto-immunes
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L’IOP peut étre une manifestation auto-immune isolée ou associée a des pathologies
auto-immunes non endocrines telles que la maladie de Crohn, la myasthénie, ou le lupus. Elle
s’associe également a des pathologies auto-immunes endocrines comme la maladie de
Basedow, la maladie d’ Addison, le diabéte de type 1 ou encore les syndromes polyendocriniens
auto-immuns. Selon les études, sa prévalence serait de 4 a 30% ; son mécanisme exact est
toujours mal connu. On retrouve la présence d’anticorps anti-ovaires dans 3-66% des cas
d’IOP(164), mais leur dosage n’est pas recommandé(165).

La maladie d’Addison est une pathologie rare de cause auto-immune. Une étude a été
menée en 2006 chez 258 patients ayant une insuffisance surrénalienne sur trois aspects. Le
premier aspect était la prévalence de I’'IOP qui était de 52 sur 258 soit 20,2%. Le deuxieme
aspect était la mesure d’anticorps steroid —cell antibodies (StCA) qui a été effectué chez 241
patientes (43 patientes avec IOP et 198 sans IOP) ; ces anticorps étaient positifs chez 81
patientes (31 des 43 patientes avec IOP soit 72% contre 50 des 198 patientes sans 10P, soit
25%) (116). Le troisieme aspect repose sur le fait que les StCA ciblent certaines enzymes
comme la 17a-hydroxylase, la P450scc et la 21-hydroxylase(166) et peuvent interagir au niveau
de la production des stéroides. Une mesure des trois anticorps (StCA, anti-17a-hydroxylase et
anti-P450scc) a été effectuée chez 159 patientes avec insuffisance surrénalienne (31 avec IOP,
128 sans IOP). On retrouve au moins un des anticorps positifs parmi les StCA, anti-17a-
hydroxyprogestérone et anti-P450scc, chez 28 des 31 patients avec 10P (90%) contre 50 des
128 patientes sans IOP (39%). Cette étude a donc montré une forte association entre maladie
d’Addison auto-immune et IOP. Par ailleurs, les cas d’IOP sont associés a une prévalence
accrue de maladie d’Addison estimée de 2 a 10% contre 1 sur 10 000 dans la population
générale(166).

2.4.2.4. Syndromes polyendocriniens et IOP

Le syndrome polyendocrinien de type 1 ou APECED a été préalablement détaillé dans
la section génétique. Il existe d’autres sous-types de polyendocrinopathie (Tableau 4). Le plus
fréquent est le type 2 ou syndrome de Schmidt. Les anticorps StCA sont également présents,
leur prévalence est de 60% dans 1I’APS de type I et de 25-40% dans 1I’APS de type 11(167).

2.4.2.5. Causes virales(92)

Tres peu de données sont disponibles sur le lien de causalité entre infection virale et
IOP, et notamment aucune étude récente n’a été réalisée précisément sur ce sujet. Les
oreillons pourraient étre a I’origine de quelques rares cas d’ovarites post-infectieuses, par
Iésions folliculaires induisant la synthése d’anticorps anti-ovaires a 1’origine d’une ovarite
chez 2 & 8% des femmes.

Tableau 4. Caractéristiques des syndromes polyendocriniens auto-immuns (d’aprées (168)).

38



Manifestations syndromiques
APS de type | Candidose chronique
(APECED) Hypoparathyroidie
Insuffisance surrénalienne auto-immune
(au moins deux parmi ces critéres doivent étre présents)

APS de type ll Insuffisance surrénalienne auto-immune (doit toujours étre présente)
(syndrome de + dysthyroidie auto-immune et/ou diabéte de type |

Schmidt)

APS de type llI Dysthyroidie auto-immune + autre pathologie auto-immune (sauf

insuffisance surrénalienne auto-immune, hypoparathyroidie,
candidose chronique)

APS de type IV Au moins deux pathologies auto-immunes spécifiques d’organes
n’entrant pas dans les 3 catégories précédentes

APS : autoimmune polyendocrine syndrome

3. Fausses couches spontanées précoces a répetition.
3.1. Définitions

La fausse couche spontanée précoce est définie par la perte d’une grossesse clinique
avant 20 semaines d’age gestationnel (ou 18 semaines d’aménorrhée), ou si 1’Age gestationnel
est inconnu, perte d’un embryon ou d’un feetus de poids inférieur a 400 grammes(169).

C’est un événement relativement fréquent, qui concerne 15-20% des grossesses et
augmente en prévalence avec 1’age maternel(170,171). Le risque est entre 9 et 12% chez les
femmes agées de moins de 35 ans, mais augmente jusque 50% chez les femmes de plus de 40
ans(171).

Différentes nomenclatures sont utilisées par différentes sociétés(172,173).

Les fausses couches sont classées en fausses couches embryonnaires quand elles
surviennent avant 10 semaines d’age gestationnel (8SA) et fausses couches feetales lorsqu’elles
surviennent au-dela, car les facteurs associés a chaque entité peuvent differer(172,173).

La définition de fausses couches spontanées (FCS) précoces a répétition a été longtemps
débattue et differe en fonction des sociétés savantes internationales. Pour la Société Européenne
de Reproduction et Embryologie Humaine (ESHRE)(172,174) et le College Royal des
Obstétriciens et Gynécologues(175), les fausses couches précoces a répétition correspondent a
trois FCS consecutives. Néanmoins selon la société Américaine de la Médecine de la
Reproduction (ASRM)(170), la définition est un nombre de fausses couches spontanées
cliniqgues supérieur ou égal a deux (documentées par échographie ou examen
anatomopathologique), mais les fausses couches ne sont pas nécessairement consécutives.

Les fausses couches spontanées précoces a répétition concernent 2 a 5% des
couples(170,175). Elles sont dites primaires lorsqu’elles ont lieu chez une femme sans enfants
viables, secondaires lors qu’elles surviennent chez une femme ayant déja eu une grossesse au-
dela de 20 semaines de grossesse (18 SA), tertiaires lorsqu’il s’agit de fausses couches multiples
parmi les grossesses normales(172,173).
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3.2. Etiologies
3.2.1. Etiologies communément établies
3.2.1.1. Causes utérines

Des anomalies ont été rapportées dans 19% des femmes avec FCS précoces a
répétition(176) et sont acquises ou congeénitales.

Les causes acquises sont représentées par les adhésions intra-utérines (synéchies), les
myomes, les polypes endométriaux.

Les synéchies surviennent aux endroits dans lesquels la couche basale endométriale a
été détruite, le plus souvent apres un curetage, une chirurgie ou une infection utérine, ou une
naissance difficile(177). La fréquence et la sévérité des adhésions augmente avec le nombre de
curetages(178). Des ¢tudes ont montré que 1’adhésiolyse diminue significativement le taux de
fausses couches, de ce fait elle constitue le traitement préférentiel pour les femmes ayant eu des
FCS précoces a répétition. Toutefois, a ce jour il n’existe pas de consensus sur les méthodes
chirurgicales utilisées pour empécher la récurrence, ni sur le traitement hormonal utilisé pour
la régénération de I’endométre(177).

Les myomes sont classés selon leur position dans 1’utérus (sous-muqueux, intramuraux
ou sous-séreux)(179) et causent des FCS a répétition via des fonctions mécaniques et
moléculaires(180)(Figure 3).

Les polypes endométriaux sont des tumeurs bénignes au sein de la muqueuse
endométriale. 1ls sont constitués d’un axe stromal entouré par un épithélium cylindrique
contenant des quantités variables de glandes et de vaisseaux sanguins. Les polypes peuvent se
présenter sous la forme d’une excroissance unique ou multiple, sous la forme sessile ou
pédonculée, avec des dimensions et des couleurs variables selon le degré de
vascularisation(181). La prévalence des polypes de I’endomeétre varie de 7,8 a 34,9% selon la
définition d’un polype, la méthode de diagnostic étudiée, la population étudiée, et semble
augmenter avec 1’age(181-184). Dans le cadre de fausses couches a répétition les polypes
endométriaux représentent 2 a 3%(185,186). Les polypes endométriaux peuvent étre découverts
de maniere fortuite ou associés a des symptoémes cliniques notamment saignements vaginaux
anormaux et infertilité(181). lls doivent étre pris en charge chirurgicalement par résection sous
hystéroscopie(186).
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Figure 3. Représentation schématique des effets de TGF-B3 sur la décidualisation et I’hémostase. D’apres (93).

Dans un utérus normal, les cellules stromales de I’endométre sont sensibles a la stimuation de BMP-2 (bone
morphologic protein 2), ce qui permet la décidualisation de I’endométre. Pour permettre un flux menstruel
normal, elles secretent également des protéines inhibitrices de la cascade de coagulation; il s’agit de
I’antithrombine IIT (ATIII, inhibitrice de la thrombine) , la thrombomoduline (TM, récepteur cellulaire qui
catalyse 1’activation de la protéine C par la thrombine, et donc I’inhibition des facteurs Va et VIIla) et du PAI-1
(inhibiteur de I’activateur du plasminogéne) qui régule 1’activité de 1’u-PA (activateur du plasminogéne de type
urokinase), agent fibrinolytique exprimé dans le tissu endométrial et en particulier fortement exprimé lors des
phases prémenstruelle et menstruelle. Dans le cas du léiomyome, le TGF-B3produit en exces se fixe sur le
récepteur du BMP-2, entrainant une résistance au BMP-2 et une décidualisation anormale. De plus cet excés
entraine une baisse de production du PAI-1, de I’ATIII et de la TM, ce qui aboutit a des troubles de [’hémostase.

Les anomalies congénitales résultent d’un développement anormal des canaux de
Miiller, survenant entre la 8°™ et la 17°™ semaine de grossesse, et incluent 1’agénésie
miillérienne (absence d’utérus) et des utérus septés ou arqués, unicornes, bicornes,
didelphiques.(187)(Figure 4). Ces anomalies représentent 8,4 a 12,6% des FCS a répétition (six
a huit fois supérieur a la population générale)(187,188). Deux classifications sont les plus
utilisées pour décrire ces anomalies : ce sont la classification de la Société Américaine de
Fertilité/Société Ameéricaine de la Médecine de la Reproduction(189), et celle de la Société
Européenne de Reproduction humaine et Embryologie/Société européenne d’Endoscopie
Gynecologique(190).
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Figure 4. Anomalies congénitales de I’utérus, d’aprés (191).

e En haut a gauche : ’agénésie miillerienne, définic par 1’absence d’utérus du fait de ’absence de
développement des canaux de miiller. On P’appelle également syndrome de Mayer-Rokitansky-
Kuster-Hauser.

e Enhautau milieu : I’utérus cloisonné (malformation la plus fréquente, avec une prévalence de 55%),
dd a un défaut de résorption de la cloison centrale séparant les canaux de Muller. La cavité utérine
est alors séparée par une paroi qui peut aller jusqu’a la moitié du col de 1’utérus (septum partiel),
voire jusqu’au col de I'utérus (septum complet).

En haut a droite : I’utérus arqué, par altération de la fusion latérale des canaux de Muller

e En bas a gauche : I’utérus unicorne, du fait du développement d’un seul canal de Miiller, I’utérus
atteint la moitié de sa taille normale et a seulement une trompe de Fallope

e En bas au milieu : I'utérus bicorne, du fait de la fusion incompléte des canaux de Miiller. Le résultat
est un utérus en forme de cceur en raison de la fente qui se forme dans la partie supérieure et peut ne
s’étendre que dans 'utérus (bicorne partiel) ou atteindre 1’ouverture cervicale interne ou externe
(bicorne complet). Seul 1’utérus bicorne complet est représenté ici.

e Enbas adroite : ’utérus double ou didelphe, du fait que les canaux de Miiller se développent mais
ne fusionnent pas. Deux sous-types possibles : bicervical (chaque cavité utérine a son propre col de
I’utérus et son propre vagin) et univercal (les deux cavités utérines communiquent entre elles sur le
col de I'utérus et il n’y a qu’un seul vagin). Seul I’utérus didelphe bicervical est représenté ici.

3.2.1.2. Syndrome des antiphospholipides

Il est caractérisé par 1’association de manifestations cliniques thrombotiques
(thromboses veineuses, artérielles, manifestations obstétricales, livedo, endocardite aseptique,
thrombopénie...) et la présence persistante, a 12 semaines d’intervalle d’anticorps
antiphospholipides (aPL), ¢’est un syndrome qui est depuis trés longtemps associé aux fausses
couches a répétition. Des critéres clinico-biologiques ont été élaborés par un consensus
international pour définir le syndrome des antiphospholipides (Tableau 5)(192,193). La
prévalence de ce syndrome dans les fausses couches a répétition varie de 5 a 20%(194-196).
Cette variabilité est probablement due a 1’utilisation d’analyses non standardisées spécifique a
chaque laboratoire. Toutefois, celles les plus couramment utilisées pour le diagnostic de SAPL
sont la recherche de lupus anticoagulant, d’anticorps anticardiolipine et d’anticorps anti-f32-
glycoprotéine 1(192,196). Le SAPL est qualifié de primaire chez les patients n’ayant pas de
pathologie sous-jacente, de secondaire lorsqu’il est associé a un lupus systémique ou une autre
maladie auto-immune systémique(193). Les anticorps antiphospholipides sont aussi associés a
d’autres complications obstétricales telles que la prééclampsie, le retard de croissance intra
utérin et la prématurité(192), et plusieurs mécanismes ont été décrits. Les anticorps
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antiphospholipides sont dirigés contre les trophoblastes et entrainent une prolifération
trophoblastiqgue anormale et une sécrétion inappropriée de gonadotrophine chorionique
humaine et de facteurs de croissance(197), une induction de [1’apoptose du
syncytiotrophoblaste(198), une réponse inflammatoire via I’activation du complément au
niveau de la barriére foeto-maternelle(199). Ces anticorps sont également dirigés contre
I’endothélium vasculaire et entrainent une formation anormale d’artéres spiralées(198). Bien
que les trois types d’anticorps soient associés aux fausses couches spontanées a répétition et
aux complications obstétricales, des études ont decrit que le risque et la sévérité varient selon
les types et les associations d’anticorps. La recherche des anticorps antiphospholipides fait
partie du bilan initial de fausses couches spontanées a répétition(170,175).

Tableau 5. Criteres diagnostiques du syndrome des antiphospholipides (criteres révisés de
2004)(193).

Le diagnostic de SAPL est défini si au moins un critére clinique et un critére biologique sont
présents
Critéres cliniques
Thrombose Au moins un épisode thrombotique artériel, veineux ou des petits vaisseaux,
vasculaire touchant tout tissu ou organe.
La thrombose doit étre confirmé par un critére objectif et validé (aspect
typique a I'imagerie ou, pour I'examen anatomopathologique, la thrombose
doit étre présente sans qu’il y ait présence d’une inflammation vasculaire sous

-jacente
Morbidité a. Survenue d’au moins une mort foetale inexpliquée, aprés la 10°™ semaine
obstétricale d’aménorrhée, avec morphologie feetale normale documentée par une

échographie ou par examen macroscopique ;

b. Survenue d’au moins une naissance prématurée avant la 34¢™ semaine
de grossesse, d’un feetus morphologiquement normal, en rapport avec la
survenue d’'une éclampsie ou d’une prééclampsie sévere, ou avec
démonstration d’une insuffisance placentaire

c. Survenue d’au moins 3 fausses couches consécutives et inexpliquées
avant la 10*®™ semaine d’aménorrhée, aprés exclusion d’une anomalie
anatomique ou hormonale maternelle, et d'une anomalie
chromosomique maternelle ou paternelle.

Criteres biologiques

Lupus Présent a au moins deux reprises, a 12 semaines d’intervalle, détection selon

anticoagulant les recommandations de I'ISTH (International Society of Thrombosis and
Haemostasis).

Anticorps Présents a au moins deux reprises, a un titre intermédiaire ou élevé (>40 UGPL
anticardiolipines ou MPL, ou 99%™ percentile), mesuré par une technique ELISA standardisée.
(1gG et/ou IgM)

Anticorps anti- Présents & un titre supérieur au 99™ percentile, 8 au moins deux reprises, a
béta 2 12 semaines d’intervalle selon une technique ELISA standardisée.
glycoprotéine 1

(1gG ou IgM)
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3.2.1.3. Facteurs endocriniens

L hypoprolactinémie est associée a I’infertilité et aux avortements spontanés, du fait de
I’altération de I’axe hypothalamo-pituitaro-ovarien, ce qui aboutit a une folliculogénese
inefficace et a une anovulation(200). Le traitement de la cause sous-jacente restaure une fertilité
normale.

Les dysthyroidies, notamment 1’hypothyroidie, sont associées a I’infertilité, une fin de
grossesse defavorable, et des fausses couches précoces a répétition(201). L’hypothyroidie
franche est facilement diagnostiquée et traitée. Cependant, les données sont conflictuelles
concernant I’association entre 1’hypothyroidie subclinique et les avortements spontanés(201—
203).

Le syndrome des ovaires polykystiques est associé a un risque élevé de fausses
couches(204). Plusieurs mécanismes sont probablement impliqués, notamment la résistance a
I’insuline et I’hyperinsulinémie, I’hyperandrogénémie, I’augmentation de 1’activité de du PAI-
1 (inhibiteur de I’activateur du plasminogene 1)(204).

3.2.1.4. Facteurs environnementaux et psychologiques

Plusieurs facteurs environnementaux ont été associés a un risque élevé de fausses
couches : I’obésité (IMC>30kg/m?)(205,206), le tabagisme(207), la consommation excessive
de café (>300mg/jour, ou I’équivalent de deux tasses)(207,208), la prise excessive
d’alcool(207,208), et la consommation de cocaine(209). La consommation légere a modérée
d’alcool n’est pas associée a un risque élevé de fausses couches(210).

Les fausses couches peuvent avoir un impact psychologique significatif dans la vie
personnelle et professionnelle des couples concernés. Il peut s’agir de la dépression, de la
sensation de culpabilité, de I’anxiété, de la colere envers le conjoint, les amis, le médecin
traitant(211). En ce qui concerne I’hypothése d’une étiologie psychologique aux fausses
couches, plusieurs études ont montré une association possible, mais difficile a prouver du fait
de la présence de facteurs confondants. Une étude a montré que parmi les parametres
psychologiques mesurés, seule la dépression pouvait influencer de maniére significative le
risque de fausse couche précoce(212).

3.2.1.5. Facteurs génétiques

Les anomalies chromosomiques représentent entre 50 et 60% des fausses couches
précoces. Elles peuvent étre d’origine parentale, ou peuvent survenir de novo chez I’embryon
avec des caryotypes normaux chez les parents(213,214).

Les anomalies les plus fréquemment retrouvees chez le couple sont les translocations
équilibrées, retrouvées dans 2 a 4% des cas de fausses couches a répétition, comparées a 0,7%
dans la population générale. Elles peuvent étre réciproques (environ 60%), impliquant
I’échange de deux segments chromosomiques I’un envers 1’autre, ou robertsoniennes (environ
40%), qui se produisent entre deux chromosomes acrocentriques (13, 14, 15, 21 et 22) ce qui
aboutit @ un chromosome ayant deux bras longs et un centromere(215,216). Selon une étude
menée en 1990 par M.De Braekeleer and T.-N.Dao, sur 33442 individus, une analyse
statistique de la distribution des bras des chromosomes a montré que les segments
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préférentiellement impliqués étaient 2p, 5q, 7p, 79, 12q, 13q, 179, 18p et 22q, et les
translocation robertsoniennes les plus fréquentes étaient les t(13;14)(64,3%) et les
t(14;21)(7,7%)(215). Les inversions péricentriques et paracentriques sont plus rares mais
peuvent également étre associés a un risque élevé de fausses couches a répétition. Selon la
méme étude, presque tous les chromosomes étaient impliqués dans les inversions péricentriques
(sauf les chromosomes 18, 21 et 22), et I’analyse statistique avait montré que les chromosomes
2,5, 7 et 10 étaient plus impliqués que prévu, alors que les inversions péricentriques conduisant
a la naissance d’un enfant avec malformations étaient rarement reportés(215). Selon une étude
en 2019 de Nonaka T. et al, I’inversion péricentrique du chromosome 9 n’a pas d’influence sur
le risque de fausses couches a repetition(217). Les inversions paracentriques selon M. De
Braekeleer et T.-N. Dao impliquaient les segments 1p,3q,5q,7p,7q,11q,13q et 14q(215).

Les translocations équilibrées peuvent étre détectées en effectuant un caryotype sur sang
périphérique des parents; les parents porteurs de ces translocations sont généralement
asymptomatiques. Un caryotype sur produits de conception peut étre également effectué : il
peut étre entierement normal ou montrer une translocation équilibrée ou déséquilibrée. Les
grossesses avec translocations déséquilibrées aboutissent généralement a une fausse couche (ce
qui est souvent vu comme un mécanisme de sélection naturelle), mais peut également aboutir a
un accouchement d’un enfant mort-né ou des naissances vivantes avec malformations
congeénitales(213-216). 11 est difficile d’estimer le pourcentage de chaque possibilité car les
caryotypes sur produits de fausses couches ne sont pas effectués en routine, mais des études ont
estimé la fréquence des translocations équilibrées entre 25 et 39%(218,219). Aussi, les données
de biopsies embryonnaires ont montré 25% de caryotypes normaux, confirmant le niveau élevé
d’anomalies chromosomiques chez ces embryons(220). Globalement, malgré le risque élevé de
fausses couches, la plupart des couples avec translocations équilibrées obtiennent des
naissances vivantes normales(219).

Les aneuploidies embryonnaires sont les causes les plus fréquentes de fausses couches
précoces ; jusque 90% des embryons chromosomiquement anormaux peuvent étre avortés
spontanément. Les aneuploidies retrouvées sont notamment les trisomies, les polyploidies, la
monosomie X. Le risque d’aneuploidie augmente significativement avec I’age
maternel(170,171,213). La plupart des cas étant des erreurs survenant de novo, le risque
d’aneuploidie embryonnaire au cours d’une grossesse est faible, et plus le nombre
d’avortements spontanés est élevé, moins il est probable qu’ils soient dus a des anomalies
chromosomiques de novo(221). L’incidence des anomalies chromosomiques embryonnaires est
ainsi plus faible chez une femme avec FCS a répétition que chez une femme avec FCS
sporadique(222).

3.2.2. Etiologies controversées
3.2.2.1. Thrombophilies congénitales

Les thrombophilies congénitales résultent d’altérations génétiques d’une protéine
fonctionnelle dans la cascade de coagulation, et elles augmentent le risque de maladie
thromboembolique veineuse. Ces altérations incluent la mutation du facteur V Leiden, la
mutation du gene de la prothrombine (G20210A), les déficiences en proteines C et S, et la
mutation de la méthyltétrahydrofolate réductase (MTHFR)(223). La recherche de
thrombophilie congénitale est recommandé chez une femme enceinte avec une histoire de
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maladie thrombo-embolique veineuse, mais I’association avec les fausses couches a répétition
étant controversée, cette recherche n’est pas recommandée dans le cadre de fausses couches a
répétition(223,224).

3.2.2.2. Insuffisance lutéale

L’insuffisance lutéale, pour la premiére fois décrite en 1949(225), a €té proposée comme
étant cause de FCS précoce et de FCS a repétition, mais sa définition et son impact sur le taux
de grossesses demeure fortement controversé. L’ insuffisance lutéale est définie par le déficit de
progestérone endogéne ou encore de déficit de I’action de la progestérone sur 1’endomeétre
durant la phase lutéale, ce qui altére I’implantation embryonnaire. Plusieurs mécanismes ont
été proposés, tels qu’une croissance folliculaire inadéquate, une dysovulation, une mauvaise
fonction du corps lutéal, et une réponse et réceptivité anormales de 1’endométre(226,227). Les
pathologies affectant 1’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien et la secrétion de gonadotrophine,
telles que les pathologies thyroidiennes et 1’hyperprolactinémie, peuvent également étre a
I’origine d’une insuffisance lutéale(200,203). Plusieurs criteres diagnostiques ont été utilisés au
cours des années : biopsies de I’endomeétre pour étude histologique, mesure de la concentration
de progestérone durant la phase lutéale, durée de la phase lutéale (<11 jours), et température
basale du corps. Cela a conduit a des incidences discordantes chez les femmes dans le cadre de
FCS a répétition (12 a 28% selon les études)(226—-229). De ce fait, les tests diagnostiques pour
I’insuffisance lutéale ne sont ni reproductibles ni fiables, et n’ont pas été validées dans de larges
cohortes, ainsi ils ne sont pas recommandés en pratique clinique(170,175,228,229).

3.2.2.3. Endométrite chronique

11 s’agit d’une inflammation chronique de la muqueuse endométriale, et des études ont
montré une augmentation de la prévalence chez les femmes ayant eu des FCS a répétition(230—
232). La réceptivité endométriale est réputée détériorée par I’infiltration du stroma par les
plasmocytes et 1’altération de 1’expression des genes impliqués dans I’implantation, ce qui
conduit & des fausses couches a répétition, a I’infertilité et aux échecs d’implantation de
FIV(232). Plusieurs méthodes sont utilisées pour confirmer le diagnostic d’endométrite
chronique, mais le gold standard est 1’identification des plasmocytes par immunohistochimie
avec le marqueur CD138 sur biopsie endométriale(232).

3.2.3. Fausses couches a répétition inexpliquées

Méme avec un bilan complet, une étiologie de fausses couches a répétition est en général
retrouvée dans moins de 50% des couples(170,233). On parle de fausse couche a répétition
inexpliquée lorsqu’un bilan complet génétique, anatomique, endocrinien et immunologique est
a été réalisé et n’a retrouvé aucune anomalie(185).

B. Caryotype
1. Définitions
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Le caryotype correspond a I’arrangement standard des chromosomes du noyau d’une
cellule, a partir d’une prise de vue microscopique. L’étude du caryotype s’inscrit dans le champ
disciplinaire appelé « cytogenétique ». La cytogénétique est la discipline qui permet d’étudier
la structure, la fonction et les anomalies des chromosomes(234). La cytogénétique comprend
deux technologies : la cytogénétique conventionnelle qui permet d’analyser I’ensemble des
chromosomes et d’établir un caryotype, et la cytogénétique moléculaire (analyse ciblée), qui
comprend 1’hybridation par fluorescence in situ et I’hybridation comparative du génome sur
puce a ADN. Ces deux technologies seront brievement détaillées par la suite. La cytogénétique
comprend deux versants : constitutionnel et onco-hématologique. Le versant constitutionnel
permet ’étude des anomalies congénitales. Ces anomalies sont héritées par 1’un des parents ou
elles peuvent survenir de novo (lors dun accident méiotique ou post-méidtique)(235). Dans ce
versant on y étudie le caryotype post-natal, par prélévement de sang total sur les lymphocytes
circulants, et le caryotype pré-natal, par prélévement sur cellules feetales (liquide amniotique,
villosités choriales, sang feetal)(236). Le versant onco-hématologique permet 1’étude des
anomalies acquises dans le cadre de tumeurs solides ou d’hémopathies malignes(237).

2. Historique(234)

Le terme « chromosome » introduit en 1888 par le biologiste allemand Wihelm von
Waldeyer-Hartz, a pour étymologie deux mots grecs : chroma, qui signifie coloré et soma, qui
signifie le corps.

Le concept de culture cellulaire a été découvert en 1885 Wilhem Roux, et son
application a été mise en place en 1907 par les docteurs Ross Harrison et Alexis Carrel.

En 1937, les botanistes américains Albert Francis Blakeslee et Georges S. Avery ont
découvert le réle de la colchicine comme bloqueur des cellules des plantes au stade de
métaphase.

En 1952, le Dr T.C. Hsu a découvert le réle du choc hypotonique(238) : les cellules
étaient placées avant leur fixation quelques minutes dans une solution hypotonique a la place
d’une solution isotonique, ce qui entrainait un meilleur étalement des métaphases.

En ce qui concerne le dénombrement des chromosomes, avant 1956, le nombre de
chromosomes était estimé a 48 car les technologies étaient limitées, les chromosomes étant
représentés par peinture. En 1956, Joe-Hin Tjio et Albert Levan ont introduit la photographie
des métaphases, ce qui a permis un dénombrement correct des chromosomes normaux a
46(239). Ce dénombrement a été rendu officiel a I’institut de Génétique de Lund, en Suéde,
(240). C’est alors le point de départ de la cytogénétique conventionnelle.

Des découvertes d’anomalies se succedent : en 1959, la découverte de la trisomie 21 par
Jérdme Lejeune, Marthe Gauthier et Raymond Turpin, ainsi que du syndrome de Turner (45,X)
et de Klinefelter (47,XXY) ; en 1960, la découverte de la trisomie 13 par Patau et al. et de la
trisomie 18 par Edwards et al. D’autres anomalies ont été publiées mais chacun utilisait son
propre langage et ses propres codes. Alors en 1960, la conférence de Denver a été organisee et
amis en place un rapport dénomme «A Proposed Standard System of Nomenclature of Human
Mitotic Chromosomes» qui a servi de base pour toutes les autres nomenclatures maintenant
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publiées sous le terme ISCN (an International System for human Cytogenetic Nomenclature
jusqu’en 2016 ; an International System for human Cytogenomic Nomenclature apres 2016).

3. Le chromosome métaphasique(241-243)

Pour rappels, les chromosomes sont des structures nucléoprotéiques constitués d’acide
désoxyribonucléotidique (ADN) et de protéines au premier rang desquelles les histones. Cet
ensemble forme la chromatine. En fonction du cycle cellulaire, la chromatine est condensée ou
décondensée. La condensation extréme de chaque molécule d’ADN se déroule au moment du
stade métaphase de la mitose. C’est a ce moment que chaque molécule d’ADN est visualisable
sous formes de chromosomes, d’ou le terme employ¢ ici de « chromosome métaphasique ».

Le chromosome métaphasique (Figure 5) est constitué de deux chromatides, chaque
chromatide représentant une des deux molécules d’ADN identiques issues de la réplication en
phase S. Ces deux chromatides sont étroitement associés au niveau du centromere, qui constitue
la constriction primaire du chromosome et correspond a la zone de fixation sur les fibres du
fuseau de division.
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Figure 5. Anatomie d’un chromosme, d’aprés(243). 1 et 2 : chromatides sceurs ; 3 : télomere ; 4 : subtélomére ;
5 : centromére ; 6 : bras court p ; 7 : bras long .

Ainsi, une cellule humaine normale en métaphase contient 46 chromosomes. Le
classement de ces chromosomes est détaillé dans le chapitre suivant.

4. Reéalisation et indications du caryotype

La réalisation du caryotype répond a des dispositions réglementaires précises. En
particulier, les conditions de réalisation du caryotype postnatal ont été précisés par le décret n°
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2003-462 du 21 mai 2003, article R. 1131-5, stipulant que 1’attestation de consultation du
prescripteur ainsi que le consentement de la personne ayant consulté le prescripteur sont
obligatoires(244).

Les prélevements doivent étre réalisés selon des conditions d’asepsie stricte, les
prélévements sanguins doivent étre faits sur tube hépariné (tube vert). lls doivent étre transmis
dans un délai compatible avec la survie des cellules et transporté a température ambiante au
laboratoire réalisant 1’analyse du caryotype. Ce délai est défini au préalable par chaque
laboratoire et doit étre renseigné dans le manuel de prélevement(244).

La mise en culture se fait sur cellules vivantes capables de se diviser in vitro. En
cytogénétique constitutionnelle post-natale il s’agit le plus souvent de culture de lymphocytes
T en phytohémagglutinine sur prise de sang. La mise en culture se fait dans une étuve a une
température de 37°C et contenant 5% de dioxyde de carbone (CO2) et la durée d’incubation est
de I’ordre de 24 a 72 heures(242). Il existe d’autres types de culture tels que celle de fibroblastes
sur biopsie cutanée(242). Une synchronisation est possible pendant la mise en culture afin
d’obtenir un nombre suffisant de cellules en métaphase. Ensuite les cellules sont bloquées en
métaphase par de la colchicine, un poison du fuseau qui se fixe a la tubuline et bloque sa
polymérisation. Un choc hypotonique est ensuite effectué pour fragiliser les membranes
cytoplasmiques et nucléaires afin de disperser les chromosomes.

S’ensuit une étape de fixation des constituants cellulaires avec du méthanol et de I’acide
acetique ; cela permet de préserver la morphologie de la cellule, de durcir la chromatine,
d’arréter les fonctions cellulaires et cela va entrainer une perte d’une partie des protéines et des
organites cytoplasmiques. Cette étape est répétée deux a trois fois séparées par des
centrifugations. Cela permet 1’obtention d’un culot cellulaire fixé qui peut étre conservé 1 mois
a 4°C, sinon a plus long terme a -20°C.

Le culot est ensuite remis en suspension dans le fixateur et une goutte de ce mélange est
étalée sur des lames de verre a température et hygrométrie contrdlée. La qualité de 1’étalement
est ensuite controlée au miscroscope.

Le lendemain une étape de dénaturation est réalisée, suivi d’une coloration au Giemsa,
ce qui permet d’obtenir des bandes chromosomiques. Deux principaux types de dénaturation
peuvent étre réalisées, il s’agit de la dénaturation a la trypsine (suivie de la coloration au
Giemsa), afin d’obtenir des bandes GTG (G-banding by using trypsin and Giemsa) aussi
appelées bandes G, et de la dénaturation a la chaleur, par utilisation du tampon Earle, afin
d’obtenir des bandes RHG (Reverse banding by using heat and Giemsa) aussi appelées bandes
R. Les bandes G marguent les régions riches en AT, les bandes R marquent les régions riches
en GC(245). D’autres techniques de marquage existent mais sont beaucoup moins utilisées : les
bandes C qui marquent les régions centromériques, les bandes T qui marquent les régions
télomériques, les bandes NOR qui marquent I’ARN ribosomique, etc.

Puis, les métaphases seront recherchées soit au microscope optique, soit avec un
chercheur de métaphases, puis capturées, et classées a 1’aide d’un logiciel de classement de
chromosomes. Le classement des chromosomes se fait en fonction de la taille, ¢’est-a-dire du
plus grand au plus petit en dehors des chromosomes X et Y (a noter qu’historiquement le
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chromosome 21, plus petit que le chromosome 22, a été classé avant ce dernier) ; également en
fonction de I’indice centrométrique, défini par le rapport p/p+q (p signifiant la longueur du bras
court et g signifiant la longueur du bras long) (Figure xx) et des bandes chromosomiques
caractéristiques de chacune des paires. Les critéres d’évaluation de la résolution du caryotype
sont détaillés dans 1’annexe 1.

Selon I’indice centromérique les chromosomes sont répartis en :
1) Chromosomes métacentriques, avec un bras p de taille semblable au bras q (indice
centromérique = 0,5) ;
2) Chromosomes submétacentriques, avec un bras p de taille inférieure a celle du bras g
(indice centromérique <0,5) ;
3) Chromosomes acrocentriques, dont le bras court est peu ou pas visible (indice
centromérique proche de 0). La figure 6 récapitule ces différents chromosomes.

Lorsque le caryotype est analysé en post-natal, la résolution minimale nécessaire est de
400 bplh, au moins 15 métaphases doivent étre analysées et au moins 3 caryogrammes doivent
étre établis.

Suite a cette analyse I’écriture du caryotype se fait selon ’ISCN (International Standard
of Cytogenomic Nomenclature). Un compte-rendu est alors rédigé dans lequel figureront les
informations suivantes (dans I’exemple du caryotype post-natal ici) :

e Le nombre total de métaphases analysées

e Le nombre de caryogrammes établis

e Larésolution globale obtenue

e Sila qualité de I’examen est en dessous des standards fixés, cela doit étre signalé et les
limites du résultat expliquées.

Le délai attendu de rendu du résultat est fixé a 21 jours pour le caryotype constitutionnel
post-natal, a 14 jours pour le caryotype constitutionnel pré-natal.(244).
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Figure 6 : Caryotype d’un patient en bande R, effectué au CHRO. Classement des chromosomes en fonction de
la taille et de I’indice centromérique.
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Seules les indications du caryotype en cytogénétique constitutionnelle post-natale sont
détaillées. Elles sont représentées dans le tableau 6 ci-dessous.

Patient avec :

e Phénotype évocateur d’un syndrome chromosomique connu : trisomies 13, 18, 21,
délétions 4p, 5p, syndromes de Turner (45,X), de Klinefelter (47,XXY), désordres
du développement sexuel (DSD)

o Petite taille chez lafille

e Retard ou absence de puberté

e Suspicion de syndrome de I’instabilité chromosomique

e Maladie récessive liée a I’X chez la fille

e Aménorrhée primaire ou secondaire, insuffisance ovarienne précoce

e Azoospermie ou oligospermie sévéere

Couple avec :

e Diagnostic prénatal d’une anomalie chromosomique ou d’un variant inhabituel

e Fausses couches spontanées a répétition, échecs d’implantation a répétition

e Enfant décédé suspect d’anomalie chromosomique

e Stérilité du couple — bilan avant assistance médicale a la procréation

Antécédents familiaux :

e D’anomalie chromosomique connue

e D’apparenté suspect d’anomalie chromosomique, mais non disponible pour
I’analyse

e Récurrence d’une association mort feetale/malformations dans des branches
collatérales

Divers :

e Vérification ou complément d’un diagnostic prénatal

e Veérification ou complément d’un diagnostic postnatal

e Recherche d’anomalie chromosomique limitée aux fibroblastes

5. Anomalies chromosomiques(243).

Les anomalies chromosomiques sont diverses. D’aprés Dimassi S et al. (2017), elles
sont réparties en trois grandes classes : les deux premieres qui seront exposées ci-dessous sont
les anomalies de nombre et de structure ; la troisiéme classe est constituée d’autres anomalies
plus rares (remaniements complexes, disomie uniparentale, etc.) qui ne seront pas détaillées
ici.

Les anomalies traitées dans ce volet seront les anomalies chromosomiques
constitutionnelles, notamment les anomalies de nombre, qui seront brievement décrites, et les
anomalies de structure, notamment les translocations qui sont impliquées dans le cadre des
troubles de la reproduction, et dont les mécanismes seront détaillés.

Les anomalies de nombre sont de deux types, aneuploidie et polyploidie. L’aneuploidie
est définie par un nombre anormal de chromosomes, a savoir un chromosome en plus (on parle
de trisomie) ou en moins (monosomie) du nombre normal défini dans une cellule diploide. Elle
peut étre autosomique : parmi les trisomies autosomiques, seules trois sont viables dans
I’espéce humaine ; ce sont les trisomies 13, 18 et 21 ; parmi les monosomies autosomigues,
aucune n’est viable. Elle peut également étre gonosomique : les trisomies retrouvées sont
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notamment le Syndrome de Klinefelter (47,XXY, détaillé dans la section « Infertilité») et la
trisomie 47,XYY chez ’homme, et la trisomie 47,XXX chez la femme ; la monosomie X
(syndrome de Turner, 45,X, également détaillé dans la section « Infertilité ») est la seule
variable dans 1’espéce humaine. La polyploidie est définie par un nombre anormal de lots
haploides. Une cellule humaine normale étant constituee de deux lots haploides, la polyploidie
correspond donc a un nombre de lots supérieur a 2. On parle ainsi de triploidie (n=3), et de
tétraploidie (n=4).

Les anomalies de structure découlent de réarrangements de matériel chromosomique.
Elles peuvent étre équilibrées, c’est-a-dire n’entrainant ni gain ni perte de matériel, et
désequilibrées dans le cas contraire. Elles peuvent impliquer un seul chromosome (dans le cas
des delétions, des microdelétions, des duplications, des inversions, des chromosomes en
anneau, des isochromosomes et des marqueurs) ou deux ou plusieurs chromosomes (dans le cas
des translocations, des insertions).

Les délétions correspondent a une perte de matériel chromosomique. Elles sont
interstitielles si elles surviennent a I’intérieur d’un bras chromosomique, et terminales i elles
surviennent a I’extrémité du chromosome. Certaines délétions de trés petite taille peuvent ne
pas se voir au caryotype, on parle de microdélétions ; elles se voient par d’autres techniques
telles que 1’hybridation par fluorescence in situ (FISH) ou I’analyse chromosomique sur puce a
ADN (ACPA). Les duplications correspondent a un gain de matériel chromosomique.

Les inversions résultent d’une cassure d’un fragment survenant entre deux segments
situés sur le méme chromosome, et entrainant un retournement de ce fragment. On parle
d’inversion péricentrique si elle survient autour du centromere, et paracentrique si elle survient
en dehors du centromere.

Les chromosomes en anneau résultent du type de cassure défini dans les inversions, mais
entrainant un enroulement du fragment cassé sur lui-méme et une perte des extrémités cassees.

L’isochromosome résulte d’une perte d’un des bras du chromosome, et de la duplication
du bras restant. Le chromosome se retrouvent donc avec deux bras longs ou deux bras courts
situés de part et d’autre du centromere.

Le marqueur correspond a un chromosome surnuméraire résultant d’une trisomie
partielle. 1l est difficile de dire au caryotype de quels chromosomes ce marqueur est constitué.
En fonction du contexte clinique, une FISH ou une ACPA peuvent étre réalisées pour identifier
les genes ayant des conséquences cliniques.

Les insertions sont liées a la présence d’une portion d’un chromosome insérée dans un
autre chromosome.

Les translocations correspondent a un échange de segments entre deux chromosomes.
Deux types de translocations sont décrits : ce sont les translocations robertsoniennes et les
translocations réciproques.

Les translocations robertsoniennes correspondant a des réarrangements résultant de la
fusion de bras longs entiers de deux chromosomes acrocentriques (13, 14, 15, 21 et 22). Les
bras courts sont perdus et il en résulte des mitoses a 45 chromosomes dont un avec les deux
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bras réarrangés. Son incidence est estimée a 1/1000 naissances vivantes(246). Les
translocations robertsoniennes peuvent étre homologues (concernant la fusion des bras longs
d’un chromosome acrocentrique avec celui de son homologue), ou hétérologue (fusion
concernant deux chromosomes acrocentriques différents)(246). 85 % des translocations
robertsoniennes  sont  représentées par les anomalies der(13;14)(q10;q10) et
der(14;21)(q10;q10). La découverte d’une translocation robertsonienne chez I’individu est
fortuite, lors d’un bilan réalisé dans le cadre de troubles de la reproduction. Cette anomalie peut
engendrer des conséquences chez les zygotes en fonction du mode de ségrégation lors de la
méiose (Fig 7). En effet chez les individus normaux, I’appariement des chromosomes
homologues se fait sur toute la longueur grace a un complexe appelé complexe synaptonémal,
si bien que chaque chromosome forme un appariement bivalent au stade pachyténe(247,248).
Chez le patient porteur d’une translocation robertsonienne, par exemple, le
der(13;14)(q10,q10), le chromosome transloqué s’apparie d’une part avec le chromosome 13
homologue, d’autre part avec le chromosome 14 homologue, si bien que 1’appariement formé
est trivalent. Cela aboutit a une ségrégation 2:1 selon deux modes : la ségrégation alterne de
laquelle en résulteront des gamétes normaux ou équilibrés conduisant lors de la fécondation a
des zygotes porteurs de la translocation, et la ségrégation adjacente 1 ou 2 qui conduira a des
gameétes déséquilibres aboutissant a des trisomies 13 ou 14, ou des monosomies 13 ou 14(249).

Figure 7 : modes de ségrégations lors d’une translocation robertsonienne entre 2 chromosomes
hétérologues (13 et 14 ici) d’apres(249)
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Les translocations réciproques résultent d’un échange de segments entre deux
chromosomes. Leur incidence est estimée a 1/1000 naissance vivantes(243). Elles peuvent étre
équilibrées ou déséquilibrées(250,251). Seules les translocations réciproques équilibrées seront
évoquées. Celles-ci sont découvertes fortuitement chez le sujet porteur dans le cadre d’un bilan
de troubles de la reproduction, mais peuvent induire 1’apparition d’une anomalie dans sa
descendance. Dans I’exemple ci-dessous de la translocation réciproque équilibrée t(7;5) (Fig
8), le chromosome 7 normal va s’apparier avec ses segments homologues, situés d’une part sur
le derivé du chromosome 7 et d’autre part sur le dérivé du chromosome 5 ; il en sera de méme
pour le chromosome 5. L’appariement formé sera tétravalent. Ceci va aboutir a 3 modes de
ségrégation possibles (type 2:2 le plus fréquent, types 3:1 et 4:0 plus rares)(243,250,251). La
ségrégation 2:2 peut étre de type alterne et génere des gametes normaux ou équilibrés. Elle peut
également étre de type adjacent 1 (I’'un des chromosomes remaniés est transmis avec
I’homologue de I’autre paire) ou adjacent 2 (I’'un des chromosomes remaniés est transmis avec
son homologue), aboutissant a des gametes desequilibrés et donc des zygotes porteurs de



trisomies et de monosomies partielles(249,251). Les ségrégations 3:1 donnent des gametes
équilibrés a I’origine de trisomies et de monosomies(249,251,252).

Figure 8 : ségrégation 2:2 lors d’une translocation réciproque équilibrée entre les
chromosomes 5 et 7(249).
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C. Problématique et objectif de la these




Le caryotype permet une approche pangenomique, elle permet la détection des
anomalies de nombre et reste la technique de référence en cytogénétique, pour la détection des
anomalies de structure équilibrées. Cependant c’est une technique longue, opérateur-
dépendante, nécessitant une mise en culture pour obtenir des métaphases, il existe un risque
d’échec de culture si le prélevement est de faible volume. De plus la résolution est faible (5-
10Mb)(242),ce qui peut poser probléme dans la détection des translocations chromosomiques
équilibrées en dessous de cette résolution, et le rendement diagnostique théorique est faible, de
I’ordre de 3-109%(253,254).

Ainsi, I’objectif de cette these est d’évaluer le rendement diagnostique du caryotype des
patients du CHU de Tours et du CHR d’Orléans dans le cadre des troubles de la reproduction
et de discuter des alternatives possibles au caryotype pouvant apporter un meilleur rendement
diagnostique, a 1’ére ou les nouvelles technologies sont mises au point.

1. Patients, matériels et méthodes

11 s’agit d’une étude rétrospective multicentrique sur 2 sites : le Centre Hospitalier
Universitaire de Tours et le Centre Hospitalier Régional d’Orléans.

Concernant le Centre Hospitalier Universitaire de Tours : 1’étude a été menée dans le
laboratoire de cytogénétique Constitutionnelle sous la forme d’un recueil de données portant
sur 790 patients ayant consulté pour troubles de la reproduction et pour dons de gameétes, de
janvier 2017 a décembre 2021. Pour chaque patient, un prélevement sanguin a été effectué et
acheminé au laboratoire. 0,6 ml de sang ont mis dans le milieu de culture contant de la
phytohémagglutinine et placés dans une étuve a 37°C et 5% de CO2, pour une durée de
72heures. Une synchronisation a été effectué avec 100ul de solution de synchronisation A la
veille de la technique, et 100l de solution B le jour de la technique. Ensuite les cellules ont été
bloquées en métaphase par de la colcémide (50ul), un choc hypotonique a été effectué et les
cellules ont été fixées a un mélange alcool-acide acétique, et étalées sur lame, dans le
Thermothron a 22°Celsius et 45% d’hygrométrie. Un traitement par la chaleur a été effectué
avec coloration Giemsa afin d’obtenir des bandes R ; un traitement par la trypsine a été effectué
avec coloration Giemsa afin d’obtenir des bandes G. Le caryotype était constitué au minimum
de 3 métaphases caryotypées et 15 métaphases comptées. Les formules chromosomiques ont
¢été établies pour chaque patient conformément a I’ISCN (International System for Human
Cytogenomic Nomenclature) 2016 et 2020. Les données ont été extraites a partir des logiciels
METASYSTEMS (logiciel de lecture et de classement de métaphases), GENNO (logiciel
d’enregistrement de dossiers patients et de validation biologique), du Dossier Patient Partagé
(DPP) ainsi que du logiciel Medifirst (dossier patient spécifique au laboratoire de biologie de
la reproduction)
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Concernant le Centre Hospitalier Régional d’Orléans : I’étude a été menée dans le
laboratoire de Cytogénétique Constitutionnelle sous la forme d’un recueil de données portant
sur 703 patients ayant consulté pour troubles de la reproduction et pour dons de gametes, de
janvier 2016 a décembre 2021. Pour chaque patient, un prélevement sanguin a été effectue et
acheminé au laboratoire ; 15 gouttes de sang ont mis dans le milieu de culture contant de la
phytohémagglutinine et placés dans une étuve a 37°C et 5% de CO2, pour une durée de 72
heures. Ensuite les cellules ont été bloguées en métaphase par de la colcémide a 10ug/ml, et
une incubation a été réalisée pendant 1h15 a 37°C. Un choc hypotonique a été réalisé avec du
chlorure de potassium a une concentration de 0,075M. Une étape de fixation a été réalisée grace
aun mélange alcool-acide acétique, et par la suite une étape d’étalement sur lame a été effectuée
sous le Thermotron a 23°Celsius et a 45% d’hygrométrie. Un traitement par la chaleur a été
effectué ainsi qu’une coloration Giemsa afin d’obtenir des bandes R. Le caryotype était
constitué au minimum de 15 métaphases caryotypées. Les formules chromosomiques ont été
établies pour chaque patient conformément a I’ISCN (International System for Human
Cytogenomic Nomenclature) 2016 et 2020. Les données ont été extraites a partir des logiciels
CYTOVISION (logiciel de lecture et de classement de métaphases), et TD-GENET (logiciel
de validation biologique).

Les données portaient notamment sur le motif de consultation, le résultat du caryotype
et la conclusion du caryotype.

Les données ont été extraites sous la forme d’un fichier Excel, un filtre de données a été
effectué puis un classement a été effectué de la maniére suivante : 1) classement des anomalies
chromosomiques par type (anomalies de nombre, anomalies de structure dont les
translocations), 2) classement des anomalies par indication (oligo-asthéno-tératozoospermie,
insuffisance ovarienne précoce, fausses couches spontanées précoces, dons de gameétes, autres
indications). Les anomalies ont été exprimées en valeur brute (nombre d’anomalies) puis sous
la forme de pourcentage, c’est a-dire, par exemple pour les translocations, le nombre de
caryotypes avec translocations sur le nombre total de caryotypes, et pour les indications, le
nombre de caryotype réalisés par telle indication sur le nombre total de caryotypes.

I1l. Résultats
A. Population a Pinclusion

La population d’étude a été constituée de 1493 patients au total (703 patients du CHRO
et 790 du CHU de Tours), dont 690 femmes et 803 hommes.

Parmi ces patients, un quart des patients a consulté pour bilan avant PMA (procréation
médicalement assistée) (25,72%, 384 patients), un quart des patients a consulté pour dons
(25,52%, 381 patients), environ un patient sur cing a consulté pour bilan de fausses couches
spontanées (19,22%, 287 patients), environ un patient sur 10 respectivement pour oligo-
asthénotératospermie (11,52%, 172 patients) et insuffisance ovarienne précoce (9,38%, 140
patients). Les détails de ces indications sont donnés dans le tableau 7.
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Tableau 7. Répartition des indications chez les patients du CHU de Tours et du CHRO.

Indications Nombre Pourcentage

Bilan avant PMA 384 25,72%
Don 381 25,52%
FCS 287 19,22%
OATS 172 11,52%
IOP 140 9,38%
Autres (varicocele, endométriose, infertilité tubaire...) 92 6,16%
Suspicion dysgonosomies 20 1,34%
Echec de FIV (implantation, FCS, MFIU) 17 1,14%
Total 1493 100%

Parmi ces 1493 patients, 10 ont été exclus pour les raisons suivantes : des échecs de
culture ont été constatés pour 6 patients ; 2 analyses ont été abandonnées (une analyse qui était
un doublon, une autre pour laquelle seule la recherche de la microdélétion du chromosome Y a
été demandée) ; pour 2 patients il manquait des données sur le résultat du caryotype. Donc au
final 1483 patients ont été inclus.

B. Anomalies chromosomigques

Parmi les 1483 patients, 53 présentent un caryotype pathologique, ce qui représente un
rendement diagnostique de 3,57% (Figure 9).

Figure 9. Répartition des caryotypes.

53
(3,57%)

i Normal & Anomalies
chromosomiques
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Si I’on considére les anomalies chromosomiques par type, les anomalies majoritaires
sont les dysgonosomies représentant 2,42% (N=36) de tous les caryotypes. Les translocations
réciproques équilibrées représentent moins d’un pourcent (0,74%, N=11) de tous les caryotypes
(dont 7 chez les femmes et 4 chez les hommes), et les translocations robertsoniennes également
(0,07%, N=1) chez un homme. Le détail des anomalies est donné dans le tableau 8 et la figure
10.

Tableau 8. Nombre et pourcentage d’anomalies chromosomiques par type

Anomalies chromosomiques par type Nombre Pourcentage
Dysgonosomies en mosaique 19 1,28%
47 XXY 15 1,01%
Translocations réciproques équilibrées 11 0,74%
Autres 3 0,20%
47, XYY 2 0,13%
Translocations robertsoniennes 1 0,07%
Inversions 1 0,07%
Délétions 1 0,07%
Total 53 3,57%

Figure 10. Répartition des anomalies chromosomiques par type

Translocations Délétions 45X
robertsoniennes Inversions 0
1 1 (0%)
47 XYY(1,89%) (1,89%/
Autres 2
3 (3,77%)
(5,66%)

_
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Si I’on considére les anomalies chromosomiques par type, les oligo-asthéno-
tératospermies sont les indications les plus pourvoyeuses d’anomalies chromosomiques avec
1,15% (N=17) de tous les caryotypes. 11 caryotypes pathologiques (0,74%) ont été constatés
chez les patients venant pour bilan avant PMA, 10 (0,67%) chez les patients venant pour
insuffisance ovarienne précoce, 6 (0,4%) chez les patients venant pour bilan de fausses couches
spontanées précoces et 3 (0,2%) chez les patients venant pour dons. Aucune anomalie
chromosomique n’a été constatée chez les patients venant pour échec de FIV. Le détail de cette
répartition est donné dans le tableau 9 et la figure 11. Le détail de ces anomalies
chromosomiques est donné pour information dans I’annexe. Enfin, parmi les 172 patients ayant
consulté pour OATS, il y avait 17 anomalies chromosomiques soit 9,8% ; chez les patientes
ayant consulté pour IOP, 10 anomalies chromosomiques (7,1%), et chez les patients ayant
consulté pour fausses couches spontanées, 6 anomalies chromosomiques (2%)

Tableau 9. Nombre et pourcentage d’anomalies chromosomiques par indication

OATS 17 1,15%
Bilan avant PMA 11 0,74%
IOP 10 0,67%
FCS 6 0,40%
Dons 3 0,20%
Suspicion de dysgonosomies 3 0,20%
Autres 3 0,20%
Echec de FIV 0 0,00%

Total 53 3,57%
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Figure 11. Répartition des anomalies chromosomiques par indication.
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V. Discussion
A. Rendement du caryotype.

Nous avons donc observé 53 anomalies chromosomiques parmi les 1483 patients
analysés, soit un rendement diagnostique de 3,55% (les translocations toutes confondues
représentant moins d’un pourcent et les dysgonosomies étant en téte avec 2,42%). Le rendement
diagnostique obtenu est inférieur au rendement diagnostique théorique estimé entre 3 et 10%
toutes indications confondues(253,254). De plus nous avons da ajouter les dons de sperme et
d’ovocytes comme indications afin d’augmenter le rendement diagnostique. La résolution du
caryotype étant de 5 a 10 mégabases, les anomalies de structures inférieures a cette résolution
peuvent passer inapercues.

Si I’on compare nos données a celles de la littérature, en ce qui concerne les anomalies
chromosomiques dans chaque indication, parmi les 172 patients ayant consulté pour OATS, il
y avait 17 anomalies chromosomiques soit 9,8% ; parmi les 140 patientes ayant consulté pour
IOP, 10 anomalies chromosomiques (7,1%), et parmi les 287 patients ayant consulté pour
fausses couches spontanées, 6 anomalies chromosomiques (2%). Dans 1’étude de Diiczan et al
(2003)(255), 354 patients ont éteé inclus, dont 226 couples avec fausses couches précoces a
répétition, 65 femmes avec infertilité féminine et 63 hommes avec infertilité masculine. Le
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rendement diagnostique était de 4,9% dans le cadre de fausses couches précoces a répétition,
21,5% dans ’infertilité féminine et 5% dans I’infertilit¢ masculine. Sur les 30 femmes ayant
consulté pour aménorrhée primaire et oligoménorrhée, il y avait 7 anomalies chromosomiques,
soit 23%. Sur les hommes ayant consulté pour azoospermie et oligozoospermie, il y avait deux
anomalies chromosomiques soit 4,6%.

Ainsi comparativement a cette étude, notre rendement pour les OATS est supérieur
(sachant que dans les OATS, étaient aussi incluses les azoospermies dans notre étude), notre
rendement pour les IOP et pour les fausses couches est inférieur. Les rendements restent
globalement faibles dans chaque indication.

L’étude de Badovinac AR et al (2003)(256), a évalué le rendement diagnostique du
caryotype dans le cadre de troubles de la reproduction chez 782 personnes (259 couples, 158
hommes et 106 femmes). 259 couples ont été évalués dans le cadre de troubles de la
reproduction. Parmi eux, si I’on prend toutes les fausses couches et les syndromes malformatifs
(au nombre de 183), le pourcentage d’anomalies chromosomiques est évalué¢ a 18%. Si I’on
prend les fausses couches spontanées précoces a répétition (au nombre de 37), le pourcentage
d’anomalies chromosomiques est évalué a 21,6%. Cette étude a été menée en Croatie.
Probablement un biais de population pourrait expliquer cette différence de pourcentage.

Toujours dans cette étude, parmi les 158 hommes ayant été évalués, dans le cadre de
I’azoospermie il y avait 6 anomalies chromosomiques sur 14, soit 42% ; dans le cadre de
I’oligozoospermie il y avait 2 anomalies chromosomiques sur 12, soit 16%, et dans le cadre de
I’oligoasthénozoospermie, 4 sur 11 soit 36% ; et si ’on prend les trois catégories, 6 anomalies
sur 37, soit 16%. Parmi les 106 femmes ayant été évaluées, dans le cadre de I’aménorrhée il y
avait 8 anomalies sur 37 soit 21% ; dans le cadre de I’oligoménorrhée, aucune anomalie sur les
5; et si I’on prend les deux indications ensemble, le rendement est de 19%. En somme, le
rendement diagnostique chez les 158 hommes était de 17,7% et celui chez les 106 femmes était
de 26,4%

Globalement dans leur étude, le taux diagnostique était de 13,1%, dans notre étude il
était de 3,55%. Leur population est celle de la Croatie et il y avait 782 patients inclus dans un
seul centre contre 1493 dans notre étude sur deux centres. Cela pourrait expliquer la différence
de rendement diagnostique.

Si I’on regarde le taux diagnostic global dans d’autres études réalisées chez des patients
dans le cadre de troubles de la reproduction, celui-ci varie d’environ 3 a 15% ; et le taux global
de translocations réciproques équilibrés est inférieur a 1%. (Tableau 10).
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Tableau 10 : Taux diagnostiques globaux et des translocations réciproques équilibrées dans
les différentes études.

Auteur et date Pays Taux diagnostique  Taux diagnostique des
global translocations
réciproques équilibrées

Peschka et al. (1999)(257) Allemagne  15,68% (245/1562)  0,89% (14/1562)
Clementini et al. (2005)(258) Italie 1,97% (82/4156) 0,67% (28/4156)
Kayed et al. (2006)(259) Egypte 1,18% (64/1218) 0,98% (12/1218)
Riccaboni et al. (2008)(260) Italie 1,37% (74/5420) 0,2% (11/5420)
Butnariu et al. (2010)(261) Roumanie  8,08% (43/532) 0,37% (2/532)
Liu et al. (2013)(262) Chine 3,84% (1150/22930) = Non renseigné
Notre étude France 3,55% (53/1483) 0,74% (11/1483)

Le caryotype est I’examen de référence pour détecter les translocations
chromosomiques, mais toutes ces études ont montré un rendement diagnostique qui reste faible.
Des techniques complémentaires peuvent aider a repérer les anomalies non détectées, ou encore
a mieux préciser les anomalies déja retrouvées au caryotype.

B. Alternatives au caryotype
1. Hybridation fluorescente in situ.

L’hybridation par fluorescence in situ consiste en 1’incorporation, par dénaturation
thermique, de sondes d’ADN complémentaire marquées par un fluorochrome au niveau d’une
séquence d’intérét. On peut soit analyser les métaphases, soit analyser les noyaux en interphase.
Cette technique permet de détecter les aneuploidies et les translocations cryptiques, mais elle
nécessite de connaitre les loci a priori et d’utiliser des sondes fluorescentes spécifiques de ces
loci. De plus la FISH métaphasique peut étre longue a réaliser car elle nécessite une mise en
culture au préalable(263,264). Ainsi, la FISH peut étre un complément au caryotype plut6t
qu’une alternative.

2. Analyse Chromosomique sur puces a ADN (ACPA)

L’analyse chromosomique sur puces a ADN (ACPA) compare I’ADN du patient a un
ADN de référence (témoin normal ou standard). C’est une technique qui permet d’identifier des
différences entre les deux génomes et de localiser des régions de déséquilibres génomique
(variations du nombre de copies) chez le patient(253). L’ACPA présente une meilleure
résolution que le caryotype (30 a 100 kilobases)(265), cependant elle ne permet pas de
déterminer I’orientation des duplications (en tandem ou inversée), ni de détecter les triploidies,
ni les mosaiques faibles (inférieures a 10%). De plus, elle ne permet pas d’identifier les
anomalies chromosomiques équilibrées(266), elle ne peut donc pas étre une altérative au
caryotype dans les troubles de la reproduction.
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3. Séquencage de nouvelle génération (NGS).
3.1. Principes généraux

Le sequencage de nouvelle génération, aussi appelé séquencage de seconde génération,
a été une vraie avancée technologique. Cette technologie repose sur la génération massive de
données obtenues par cycles successifs d’incorporation de nucléotides, et I’émission de signaux
(fluorescence, libération de protons, par exemple) qui sont ensuite convertis en information de
séquence (267,268). Cette technologie permet le séquencage de molécules d’ADN ayant une
taille de 1’ordre de 250 a 800 paires de bases, d’ou la terminologie de « séquencgage short-
read »(267). Trois types de séquencage de nouvelle génération peuvent étre utilisés : le
séquencage de génome entier (WGS : whole genome sequencing), le séquengage d’exome entier
(WES : whole exome sequencing), et le séquencage ciblé sur un panel de genes. Les deux
derniers permettent le séquengage de la partie codante de I’ADN et sont ceux effectués en
routine(269). Les technologies de séquencage d’ARN existent également mais elles ne seront
pas abordées dans ce chapitre.

Les étapes principales sont les suivantes(268,270) :

o extraction d’ADN génomique ;

o préparation des librairies (c’est-a-dire I’ensemble des fragments d’ADN que I’on
veut séquencer), par fragmentation suivie d’un enrichissement par capture (par
hybridation des séquences de I’ADN cible avec des sondes de capture couplées
a une molécule de biotine ; ces hybrides se fixent sur des billes magnétiques
recouverte de streptavidine, et I’ADN non hybridé est éliminé par lavage), ou
par amplification des régions d’intérét par PCR, suivi d’une étape de digestion
des amorces et de ligation des adaptateurs sur les amorces, ce qui va donner des
librairies marquées par des « barcodes » ;

o amplification clonale. Elle peut s’effectuer en émulsion dans un mélange huile-
eau (utilisée par les technologies lon Torrent, SOLID (« Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection ») et Roche), ou par formation de ponts
sur support solide (utilisée par la technologie Illumina) ;

o séquengage des produits d’amplification. Le séquencage peut se faire :

= par pyroséquencage (technologie Roche) : chaque base incorporée est
révélée par une réaction chimique luminescente détectée par un capteur
photographique basé sur un dispositif a transfert de charges) ;

= par terminateur réversible (technologie Illumina) : le séquencage est
effectué sur un support solide, par 1’ajout d’'un mélange contenant toutes
les bases associées chacune a un fluorophore différent. La détection de
la position de chaque base se fait par une lecture laser ;

= par ligation (SOLID - Life Technologies): cycle de ligation et de
clivages

= par mesure ionique (technologie lon Torrent — Life technologies) : a
chaque polymérisation de nucléotides, un proton est libéré, entrainant
une variation de pH détectée par des semi-conducteurs(270,271) ;

o analyse des données gréce a des outils informatiques permettant de déterminer
la séquence, d’aligner la séquence par rapport au génome de référence, d’annoter
et d’interpréter les variants.
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3.2. Séquencage de nouvelle géneération et variants de structure

Les variants de structure sont des variants de taille supérieure a 50 paires de bases. Il
s’agit des larges insertions, délétions et duplications (anomalies déséquilibrées), des inversions
et des translocations (anomalies équilibrées)(272). Des outils informatiques ont été développés
pour la détection des variants de structure par le séquencgage de nouvelle génération. Le panel
de génes et le séquencage d’exome entier permet de détecter les larges insertions ; le séquencage
de génome permet de détecter en plus les anomalies équilibrées (inversions,
translocations)(254). La technologie la plus couramment utilisée pour le séquencage de génome
entier est le séquencage en paires short-read (Illumina)(272). 11 s’agit de la fragmentation de
I’ADN a des tailles inférieures a 1kb, de la ligation a chaque extrémité par des adaptateurs
complémentaires des amorces de séquencage, puis le séquencage a partir des deux
extrémites(273).

Les variants de structures sont détectés par quatre méthodes (274-276) (Figure 12) : 1)
La méthode read-pair(RP) (lecture en paires) évalue 1’étendue et I’orientation des lectures en
paires par rapport au génome de référence. Les paires collectées sont celles dont 1’étendue et/ou
I’orientation sont incompatibles avec la taille attendue de I’insert de la bibliotheque de
séquencage. 2) La méthode read-depth (RD) (lecture en profondeur) recherche les changements
dans la quantité du génome a un intervalle génomique donné par rapport a une couverture
voisine ou a I’échelle du génome. Cette méthode ne permet de voir que les délétions et les
duplications. 3) La méthode split-read (SR) (lecture scindées) permet d’identifier directement
les lectures de sequences qui couvrent les points de cassure au niveau du nucléotide concerné.
Les alignements discontinus et incomplets par rapport au génome de référence sont indicatifs
de variants de structure. 4) La méthode de novo assembly (AS) (assemblage de novo) consiste
a ordonner et fusionner les fragments courts afin de reconstruire la séquence originale (normale
ou réarrangée) a partir de laquelle les fragments courts ont été échantillonnés. En pratique, ces
méthodes sont combinées pour une meilleure détection des variants de structure.
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Figure 12. Méthode de détection des anomalies de structure pour le séquencage de nouvelle
génération, d’aprés Georgia Escaramis et al (2015)(275).

A. Méthode read-depth. Permet de détecter les variants de copies (délétion, duplication). Les fleches
noires représentent les reads. Dans le segment délété, il n’y a pas de reads par rapport au génome de
référence ; dans le segment dupliqué, il y a des reads en exces.

B. Méthode pair-reads. (1) Echantillon normal : les paires sont bien orientés et bien étendues comme
prévu sur I’insert de la bibliothéque. (2) Délétion : les paires sont bien orientées mais s’étendent plus
loin que prévu sur I’insert. (3) Duplication en tandem : les paires sont bien orientées mais sont alignées
dans un ordre inattendu (on s’attend a ce que la lecture la plus a gauche s’aligne sur le brin avant et
la lecture la plus a droite dans le brin arriére). (4) Insertion d’une nouvelle séquence : les paires sont
bien orientées mais s’étendent plus prés que prévu sur I’insert. (5) Inversion : le premier read est bien
orienté, le second est orienté en sens inverse et se rapproche du premier read. (6) Translocation : les
paires de lectures sont mappées sur différents chromosomes

C. Méthode split-reads. Dans cet exemple, il s’agit d’une délétion ; les séquences lues indiquant le
méme point de cassure sont scindées au niveau du nucléotide ou se produit le point de cassure.

D. Méthode de novo assembly. Dans cet exemple il s’agit de lecture d’échantillons provenant
d’insertions de nouvelle séquence qui sont assemblés sans génome de référence séquence.

3.3. Avantages et limites

Les codts de ces technologies sont raisonnables, leur haut débit permet d’analyser plus
de données que dans le séquencage Sanger, et le taux diagnostique pour les anomalies de
structure varie de 10 a 70% selon les cohortes(254,277), cependant la taille des molécules
séquencées reste limitée, il est difficile de séquencer les régions répetées de certains variants de
structure, le taux de faux positifs varie de 10 a 89% selon les études pour la détection des
variants de structure(277-279) et ces technologies nécessitent des étapes d’amplification et de
préparation de libraires(264,278,280).
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4. Séquencage de troisieme génération (Long-Read Sequencing)
4.1. Principes généraux

Nous développerons ici deux technologies actuellement sur le marché : le sequencage
mono-moléculaire en temps réel (SMRT : Single-Molécule-Real-Time) développé par Pacific
Biosciences (PacBio), et le séquencage de longues molécules developpé par Oxford Nanopore
Technologies. La figure 13 représente ces deux technologies.

Dans le séquencage mono-moléculaire en temps réel, les étapes sont les suivantes :
I’ ADN est fragmenté puis lié a des adaptateurs de part et d’autre de ses extrémités, pour former
une molécule appelée SMRTbell ; cette molécule est chargée sur une cellule SMRT et une étape
de séquencage se fait grace a la polymérase par incorporartion des désoxynucléotides
triphosphates marqueés par fluorescence, un laser excite le fluorophore et une caméra enregistre
I’émission. Cette technologie est capable de générer des lectures de plusieurs dizaines de
kilobases(281).

Dans le séquencage développé par Oxford Nanopore Technologies, une molécule
d’ADN linéaire double brin est fixée a un adaptateur de séquence, lui-méme préchargé avec
une molécule motrice. Ce mélange est chargé sur une cellule de flux contenant des nanopores
intégrés dans une membrane synthétique. La protéine motrice déroule I’ADN chargé
négativement et fait passer, grace a un courant électrique, cet ADN a travers le pore a une
vitesse contr6lée. Cela provoque des perturbations caractéristiques du courant qui sont
analysées en temps réel pour déterminer la séquence des bases du brin d’ADN. Les lectures
générées sont supérieures a une mégabase(281).
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Figure 13. Représentation des technologies PacBio et Oxford Nanopore Technologies d’aprés
Logsdon GA et al 2020. (281)
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4.2. Avantages et limites

Le séquencage long-read permet de générer des lectures de plus grande taille que celles
du short-read ; cette technologie ne nécessite pas d’étape de PCR. Cependant, malgre les prix
raisonnables en termes d’analyse (de 1’ordre de 65 a 200 dollars par gigabase pour le PacBio et
de 22 a 90 dollars par gigabase pour I’ONT)(282), le prix de 1’équipement est de 1’ordre de
500 000 dollars(267), les outils informatiques sont plus complexes a utiliser que ceux du
séquencage short-read, et les taux d’erreurs sont de I’ordre de 10 a 15% selon les études pour
la détection des variants de structure(282).
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5. Cartographie optique du génome (Technologie Bionano)
5.1. Généralités

La cartographie optique du génome est une technologie qui permet de détecter a la fois
les aneuploidies et les anomalies de structure équilibrées et non équilibrées, avec une bonne
sensibilité et une bonne spécificité. La technologie est basée sur la visualisation directe de tres
longues molécules d’ADN simple brin (ayant une taille de 250 kilobases jusque 2 mégabases).
Cette technologie fait intervenir la microfluidique, la microscopie haute résolution et
I’automatisation d’images. La résolution de cette technique est de 500 paires de bases pour la
détection des délétions, insertions et duplications, de 30 kilobases pour la détection des
inversions et 50 kilobases pour la détection des translocations (Figure 14)(264).

Figure 14. Performances analytiques annoncées du Bionano® pour la détection des
anomalies d’aprés Bionano® Genomics(283).
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5.2. Etapes techniques(264,284,285).

Un tube EDTA est prélevé chez le patient, et adressé au laboratoire agréé (en général le
laboratoire de biologie moléculaire). Une extraction d’ADN génomique de haut poids
moléculaire est effectuée grace au kit d’extraction appelé Bionano® PrepTM Blood and Cell
Culture DNA Isolation Kit. Cet ADN génomique est ensuite marqué par fluorescence verte a
des sites spécifiques, grace au kit DNA Labeling Kit- NLRS et I’enzyme DLE (Direct Label
Enzyme). Un lavage est effectué pour éliminer 1’excés de fluorophore, suivi d’une contre-
coloration de I’ADN pendant une nuit. L’ADN génomique marqué est ensuite chargé sur une
puce Saphyr et analyse sur un instrument Saphyr. L’ ADN génomique migre par électrophorése
a travers les nanocanaux de la puce Saphyr, puis les images sont capturées grace a un
microscope a fluorescence contenu dans I’instrument Saphyr, et converties en images
électroniques de molécules d’ADN. Ces molécules sont par la suite filtrées et assemblées de
novo en carte consensus selon un algorithme précis. Apres cela, ces cartes consensus alignees
par rapport au génome de reférence humain GRCh38. La figure 15 représente ces différentes
étapes.

70



Figure 15. Etapes d’obtention des cartes consensus du génome d’un patient avec la
technologie Bionano® d’apres Bionano Genomics, 2022(286).
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Les variants sont alors détectés grace a deux modules : le module « SV (structural
variant) pipeline » (Figure 16) qui compare les motifs générés au génome de référence, et le
module « CNV (copy number variant) pipeline » (Figure 17) qui quantifie les molécules
cartographiées et peut donc détecter des gains et/ou des pertes de plusieurs centaines de
kilobases. La figure 18 montre une représentation visuelle de la cartographie optique du
génome. La figure 19 montre un exemple de découverte d’un dérivé du chromosome 22
(comportant une translocation t(11;22) déséquilibrée) chez un enfant, provenant d’une
translocation t(11 ;22)(q23.3;q11.2) équilibrée chez sa mere décrit par Sahajpal et al. 2021.
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Figure 16. Représentation visuelle du module « SV pipeline » d’aprés Bionano Genomics, 2022 (286).

L’identification des anomalies de structure se fait par comparaison des motifs de marquage dans
I’échantillon d’intérét (couleur bleue) avec ceux du génome de référence (couleur verte).

Une délétion est caractérisée par la réduction de I’espacement entre deux motifs de marquage (avec ou
sans perte de certains motifs entre cet espacement). De méme une insertion est caractérisée par
I’augmentation de cet espacement.

Une expansion de certains motifs peut étre observée (image en haut au milieu). Des duplications peuvent
aussi étre constatées et ce module donne I’orientation sur le sens de duplication, en tandem ou inversée
(dans cet exemple, en tandem, car dans le méme sens que celui du génome de référence).

Les translocations sont caractérisées par I’alignement partiel des cartes génomiques sur deux ou plusieurs
emplacements génomiques de référence différents. Les inversions sont caractérisées par 1’inversion des
motifs de marquage de 1’échantillon d’intérét a un endroit donné par rapport a ceux du génome de
référence.
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Figure 17. Représentation visuelle du module « CNV pipeline » d’aprés El Khattabi L. 2021(287).

Ce module permet de détecter les variants de copies. En haut les pertes représentées en rouge (perte
22011.21), en bas les gains sont représentés en bleu (gain 17p12)
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Figure 18. Représentation visuelle de la cartographie optique du génome(284).

A) Tracé circulaire a I’échelle du génome, représentant les 24 chromosomes (1 a 22, X et Y). La partie
la plus extérieure du cercle représente les idéogrammes des chromosomes. Chaque chromosome
contient, dans le sens des aiguilles d’une montre, le bras p, puis le centromére en rouge, puis le bras
g. En dessous des idéogrammes, les anomalies de structure qui ont été détectées, et qui sont
représentées par des points de différente couleur. Plus en dessous, les variants de copies sont
représentées par des lignes de couleur bleue.

B) Un zoom est effectué pour visualiser les chromosomes sexuels. Dans la ligne bleu des variants de
copies montre 1 copie du chromosome Y et 2 copies du chromosome X, ce qui correspond a une
aneuploidie gonosomique 47,XXY (Syndrome de Klinefelter).

73



Circos Plot View Genome Browser View

\ {1\l LIl n

2
O\ -

>
= . Whole Genome CNV View
-
=

"

Emanuel
Syndrome

/

N
'W"ﬂ"—“"'m'*

’l/ ;.
W n

\‘“\

\‘\\ L]} "
L

S

1y
A
N

Carrier of
e m e balanced
t(11;22)

'/Il/'l — \

==

\\\\\“ .

//'v

7

7

“

7

>
LT

Figure 19. Représentation schématique de la translocation réciproque équilibrée t(11;22), adapté
d’aprés Sahajpal et al. 2021(288).

En haut a gauche, le diagramme de la cartographie optique du génome d’un enfant est représenté. Les
lignes bleues représentent les gains des chromosomes 11 et 22, La ligne violette reliant les chromosomes
11 et 22 représente la translocation t(11;22). En haut a droite, le module « SV pipeline » est représenté :
I’échantillon du patient est aligné a la fois sur le chromosome 11 et le chromosome 22 du génome de
référence, suggérant une translocation t(11;22) ; le module « CNV pipeline » montre des gains 11q et
22q, suggérant des trisomies partielles 11q et 22q, et donc suggérant que cet enfant porte une
translocation t(11 ;22) déséquilibrée.

En bas, le graphe représenté est celui de la mére, porteuse de la translocation t(11;22)(q23.3;q11.2) mais
sans gains 11 ni 22, car sa translocation est équilibrée.

Intégrant le tableau complet, I’enfant en question présente un syndrome d’Emanuel dans lequel il y a un
dérivé du chromosome 22 survenant de la translocation t(11;22)(q23.3;g11.2) de la mere par un
mécanisme de ségrégation 3:1(289).

5.3. Performances du Bionano® rapportées dans certaines études.

L’étude de Mantere T. et al (2021) a porté sur la validation de la technique Bionano
pour la détection des anomalies constitutionnelles. 11 s’agissait d’une étude multicentrique
(Pays-Bas, hépital Cochin a Paris, Centre Hospitalier Universitaire (CHU) des Hospices Civils
de Lyon, et CHU de Clermont-Ferrand) portant sur 85 patients. Les motifs de consultation
étaient : diagnostic prénatal, déficience intellectuelle et troubles du développement,
malformations congénitales, troubles de la reproduction, antécédents familiaux d’anomalies
chromosomiques. Les techniques standards (caryotype, hybridation fluorescente in situ et
analyse chromosomique sur puce a ADN) ont été effectuées au préalable, et 100 anomalies ont
été detectées au total (sept aneuploidies, vingt délétions, dix-neuf duplications, trente-cing
translocations, six inversions, deux insertions, six isochromosomes, un chromosome en anneau
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et quatre réarrangements complexes). La cartographie optique du génome a pu détecter toutes
ces anomalies, ainsi le taux de concordance avec les autres techniques était de 100% (284).

De plus, dans cette méme étude la cartographie optique du génome a démontré sa
capacité de redéfinir les points de cassure. Chez un individu ayant des troubles du spectre de
I’autisme et une microcéphalie, le caryotype était 46,XY,t(20;21)(q11,2;g21). La cartographie
optique du génome a redéfini le point de cassure g21 du chromosome 21 au point de cassure
g22.3, et cette translocation équilibrée interrompait le gene DYRK1A (dual specificity tyrosine
phosphorylation regulated kinase 1A) (Figure 20). Cela était concordant selon les auteurs
puisque I’haploinsuffisance de DYRK1A est connue pour étre associée a des troubles du spectre
de I’autisme, une microcéphalie et une déficience intellectuelle(284,290-292).

Figure 20. Cartographie optique du génome chez un individu ayant des troubles du spectre de
I’autisme avec microcéphalie, adaptée d’apres (284).
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Dans cette méme étude, la cartographie du génome a révélé des réarrangements
complexes additionnels chez un patient qui présentait au caryotype une translocation a 3
chromosomes [46,XY,1(3;13;5)(p11.1;p12;p14)], et des multiples délétions du chromosome 3
lors de I’analyse chromosomique sur puce a ADN. Ces réarrangements complexes faisaient
suggérer un chromotripsis selon les auteurs (Figure 21)(280). 1l s’agit d’un phénoméne dans
lequel de multiples réarrangements peuvent se produire au cours d’un seul événement cellulaire
pour aboutir a la formation d’un ou de plusieurs chromosomes fortement remaniés. Cet
événement surviendrait au cours de la période périconceptionnelle(293).
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Figure 21. Réarrangements complexes chez un patient 46,XY,t(3;13;5)(p11.1;p12;p14)
d’aprés Mantere T. et al. 2021(280).
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Une étude de Zhang S. et al (2022), conduite a Shanghai, a été mené sur 11 couples
ayant un caryotype normal et des produits de fausses couches présentant des réarrangements
désequilibrés incluant une délétion terminale et une duplication terminale. La cartographie du
génome a retrouvé des anomalies de structure cryptiques, incluant 10 translocations équilibrées
et 1 translocation déséquilibrée. Ces anomalies ont été confirmées par la PCR (Polymerase
Chain Reaction) pour long fragments, le séquencage de nouvelle génération et le séquencgage
Sanger, ainsi que I’hybridation par florescence in situ. De plus, pour trois cas, des
réarrangements complexes supplémentaires, se trouvant au sein des séquences répétées, ont été
décelés par la cartographie optique du génome, ces réarrangements étaient difficiles a détecter
par PCR long fragment. La cartographie du génome a donc la capacité d’identifier avec
précision les réarrangements cryptiques(264).

5.4. Avantages et limites de la cartographie optique du génome.

La cartographie optique du génome présente plusieurs avantages. Elle permet la
détection de réarrangements avec une résolution de base a 500 paires de bases. C’est une
technique assez rapide, nécessitant trois jours entre I’extraction de I’ADN et la génération des
cartes consensus et 1 a 2 jours pour I’analyse automatisée et manuelle des données. C’est une
technique qui ne nécessite pas d’étapes d’amplification ni de préparation de librairies au
préalable. Les outils informatiques paraissent simples d’utilisation selon la société Bionano
Genomics®. Elle réunit trois informations en un seul examen (variants de structure, variants de
copies et analyse des contractions/expansions). En effet, deux études ont montre la capacité de
la cartographie du génome a repérer la contraction d’une séquence d’ADN répétée constituée
d’unités macrosatellites appelées D4Z4. Cette contraction est a 1’origine d’une pathologie
appelée dystrophie musculaire fascio-scapulo-humérale(294-296). Elle permet de détecter des
réarrangements cryptiques avec une meilleure précision que les autres techniques, et de détecter
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ou mieux préciser les réarrangements complexes(264). Sa résolution est 10 000 fois supérieure
a celle du caryotype(287,297), et comparable a celle de I’ACPA(285). Le prix de I’analyse est
raisonnable : en 2019, il était d’environ 500 dollars par échantillon(297). Le taux diagnostique
attendu est de 30 a 40%(298).

Cependant, cette technique présente certaines limites. Lorsqu’elle doit détecter des
anomalies de nombre, cela se fait uniquement par le module « CNV pipeline », basé sur une
détection quantitative du génome. Ainsi la cartographie du génome ne peut pas détecter les
triploidies(285). De plus cette technologie présente des difficultés pour déceler les points de
cassure des translocations situés dans les bras courts des chromosomes acrocentriques, ou dans
I’hétérochromatine constitutive(284). En outre, elle nécessite la capture de trés longues
molécules d’ADN de plusieurs millions de bases. Sur le plan préanalytique cela se traduit par
la nécessaire de travailler a partir d’un prélévement frais, ainsi, un prélévement qui a été utilisé
pour une technique de biologie moléculaire dont I’ADN a été congelé ne peut pas étre utilisé,
il faudrait prélever a nouveau le patient.

V. Conclusion et perspectives.

Le caryotype est I’examen de référence dans le cadre de troubles de la reproduction pour
la détection des anomalies de structure, en particulier les translocations chromosomiques
équilibrées, mais plusieurs études ont montré un taux diagnostique de 1’ordre de 1%. L’ACPA
ne permet pas de détecter les anomalies équilibrées. La FISH nécessite la connaissance au
préalable des loci et ne peut donc étre utilisée qu’en complément du caryotype. Le séquencage
de nouvelle génération short-read est limité par la longueur des reads et par la nécessité d’une
étape d’amplification par PCR et le séquencage long-read ne peut pas étre utilisé en routine car
les prix sont chers et les outils informatiques sont fastidieux d’utilisation. La cartographie
optique du génome est une technologie qui peut étre un bon complément au caryotype dans le
cadre des troubles de la reproduction pour préciser les points de cassure et détecter les
translocations chromosomiques équilibrés en dessous de la résolution de celle du caryotype.
Elle peut apporter des informations complémentaires comme la détection des réarrangements
complexes. Toutefois elle ne peut pas remplacer le caryotype pour ce qui est de la détection des
triploidies ou des translocations robertsoniennes. L’investissement peut étre important au départ
(150 000 dollars)(299), mais une fois le matériel acheté, les prix d’analyses semblent
raisonnables. Certains auteurs travaillent sur des algorithmes qui permettraient, d’apres eux,
d’obtenir une résolution plus précise, a partir de 10 paires de bases(264,300). En somme, aucune
technique n’est parfaite et ne peut se suffire a elle-méme pour détecter avec un bon rendement
les anomalies chromosomiques équilibrées. Une étude est en cours a I’hopital Cochin dans le
cadre du projet CHROMAPS pour évaluer le rendement diagnostique du caryotype, du
séquencage de nouvelle génération short-read et du séquencage long-read, et de la cartographie
optique du génome, mais aussi pour déterminer les limites de chaque technique, en particulier
de la cartographie optique du génome.
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1X. Annexes.

A. Anomalies chromosomiques au CHRU de TOURS.

Anomalies de structure

Translocations réciproques équilibrées

46,X,t(X;14)(q22;p12)

46,XX,1(11;22)(q23.3:911.21)

Inversion 46,XX,inv(7)(p12g21)
Délétion 46,XY,del(18)(p11.21)
Dysgonosomies
Klinefelter (47,XXY) 7 cas
Double Y (47,XYY) 2 cas
Mosaiques 45,X[7]/46,XX[23]
45,X[18]/46,XY[12]

46,X,i(X)(q10)[231/45,X[7]

45 X[51/46,XY[26]/47 XXY[1]

47 XXY[22]/46,XY[9]

45 X[31/46,X,idic(X)(p11)[17]/46,XX[12]

45,X[5]/46, XX[11]

B. Anomalies chromosomiques au CHR d’Orléans.

Anomalies de structure

Translocations réciproques équilibrées

46,XX, t(8;22)(q24;q12)

46,XY,1(2;13)(q32.1;933.2)

46, XY,-20,1(15;20;22)

46, XY,1(4;20)(p1 L;pl1)

46,XX,t(12;20)(p11;p13)

46,XY,t(8;10)(q24;p15)

46,XX,t(2;15)(q34;qter)

46,XX,1(6;16)(p12;q12)

46,XY,t(11;22)(q23;q11)

46,XX,4(3;20)(q28;p12)

Translocation robertsonienne

45,XY,der(14;22)(q10;q10)

Dysgo

nosomies

Klinefelter (47,XXY)

8 cas

Mosaiques

46,XX[95]/45,X[3]/47 XXX[2]

47, XXX[2]/46,XX[51]

45 X[22]/46,X,idic(Xq21)

46,XX[471/45,X [3]

45,X [441/46,X +mar[6]

46,XX[22]/45.X[3]

46,XX [47]/45,X [3]

46,XY[101/46,X[5]
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C. Hlustrations des anomalies chromosomiques
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Caryotype en bandes R réalisé au CHR d’Orléans montrant une translocation réciproque
équilibrée t(11;22). 46,XY,1(11;22)(q23 ;q11)
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Caryotype en bandes R réalisé¢ au CHR d’Orléans montrant une monosomie X avec un
marqueur. II s’agit d’une patiente ayant un Syndrome de Turner en mosaique
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Caryotype en bandes R réalisé au CHR d’Orléans montrant une syndrome de Klinefelter
(47,XXY) chez un patient ayant consulté dans le cadre d’une azoospermie.
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Caryotype en bandes G réalisé au CHU de Tours montrant une translocation réciprogue

équilibré chez une patiente ayant consulté dans le cadre de dons d’ovocytes.
46,XX,1(11;22)(923.3;gq11.21) confirmée en FISH.
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Caryotype en bandes R réalisé au CHU de Tours montrant une inversion péricentrique du
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46,XX,inv(7)(p12g21)
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Résumé :

Les causes des troubles de la reproduction sont multiples ; nous nous intéresserons aux causes
génétiques, dont les translocations réciproques équilibrées. Le caryotype est I’examen de référence
pour Uidentification des translocations, mais sa faible résolution ne permet pas de toutes les identifier.
Nous avons réalisé une étude rétrospective dont le but est d’évaluer le rendement diagnostique du
caryotype chez les patients de Tours et d’Orléans ayant consulté pour troubles de la reproduction
entre janvier 2016 et décembre 2021, et de discuter des alternatives possibles au caryotype. 1483
patients ont été inclus, le rendement diagnostique a été estimé a 3,57% pour toutes les anomalies
(dont 2,42% pour les dysgonosomies et moins d’un pourcent (0,74%) pour les translocations
réciproques équilibrées). Le rendement diagnostic du caryotype est donc faible. Le séquencage de
nouvelle génération (Next Generation Sequencing) serait une alternative possible ; il est moins
onéreux mais limité par la longueur des reads et la nécessité d’une amplification par PCR
(Polymerase Chain Reaction) et la difficulté pour détecter les variants dans les séquences répétées.
Le séquengage de troisiéme génération (long-read sequencing) détecterait des anomalies de structure
de plus grande taille, mais son prix reste élevé et un recours a la préparation des librairies est
nécessaire. La cartographie optique du génome (en particulier la technologie Bionano®) semble étre
une alternative intéressante : elle permet de déceler a la fois les anomalies de structure, avec une
meilleure résolution, et les variations du nombre de copies, sans recours a une amplification ni a une
préparation de librairies. Le taux diagnostique attendu de cette technique est de 30 a 40%, ce qui fait
de la cartographie un bon complément au caryotype.

Mots clés : reproduction, translocation, caryotype, cartographie, optique, génome,
bionano
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