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Quelles analyses génétiques
pratiquées en 2017

Le caryotype

Couple dont le conjoint a une altération de |la
spermatogenese
Couple avec des FCS-R

Les IOP
Analyse génétique ciblée

CFTR, FMR1, microdéelétion du chromosomeY....
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Les couples infertiles

Nombre de patients Azoospermie
Retief et al 1984 496 14.1%
Bourrouillou et al 1985 952 15.4%
Van Asche et al 1996 Review 13.7%

2% de remaniements chromosomiques

Gekas et al, 2000
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Oligospermie

5.1%
6.9%
4.6%



Syndrome de Klinefelter

Fréquence: 1 sur 500-
1000 naissances
masculines

Moins de 50% des cas
diagnostiqués
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Seules les cellules 46,XY sont aptes
a faire une méiose

Focal spermatogenesis
originates in euploid germ celis
in classical Klinefelter patierits

Sciurano et al, 2009
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Risque d’aneuploidie et azoospermie

FISH sur spermatozoides

Taux d’aneuplcidies Anomalies des Anomalies du
Groupe .
spermatiques gonosomes chromosome 18
Patients Klinefelter (n=10) 5,3% (n=977) 3,5% 1,4%
Patients azoospermes 4.0% (n=2848) 2,4% 1,2%
sécrétoires (n=19)
Pati
atients azoospermes 0,7% (n=25400) 0,5% 0,1%
excrétoires (n=35)
Témoins (n=11) 0,6% (n=11178) 0,5% 0,1%

Vialard et al. 2012
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Comment expliquetlFimpact
des translocations sur la
spermatogenese ?
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1- inactivation d’un gene nécessaire
pour la spermatogenése

% subjects with breakpoint on each chromosome
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Encombrement ?
raction avec la vésicule sexuelle ?
Extension d’inactivation ?
Les rema s chromosomiques sont-ils tous associés au méme risque

d’altération de la spermatogeneése ?
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O ASynapsis

Appariement avec
la vésicule sexuelle
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] /j
t(13;14)

Sciurano et al, 2011
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Inversion
péricentrique

Risque fonction de (Anton et al. 2005, Morel et al 2006):

- La taille de l'inversion

- Sa proportion au sein du chromosome

taille superieure a 100 Mb
nroportion supérieure a 50%

: 1

Augmentation du risque de mal-
ségrégation.
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Quel est le risque pour la
descendance s’il y a des gametes ?
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Intérét d’une évaluation enfiSH
des spermatozoides

e Quel est le taux de deséquilibre ?
e Ces déséquilibres sont ils viabies ou non ?

e Conséquences cliniques importantes
- Déséquilibre non viable = Echec d’implantation

- Déséquilibre viablea térme = Enfant avec retard
mental et polymaiforme

- Cas intermédiaite = Fausse couche spontanée

e Aide au conseil génétique aux patients
- Discliter le type de prise en charge
= Diagnostic pré implantatoire ? (DPI)
=Diagnostic pré natal ? (DPN)
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La FISH sur spermatozoides

Viable a terme
Fréquence 55.0% 30.2% 5.8% 7.4% 1.6%

Fréquence a terme 100%

ICS| envisageable

Viable a terme
Fréquerice 45.0% 25.0% 5.0% 10.0% 15.0%
Fréquence ¢ terivie 56.2% 31.2% 12.5%

Orientation vers le DPI
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Valeur prédictive du taux de
malségrégation et succes en-DPI

46 XY 1(1;6Mp22;p21.3) Mo 0 100 (3/5) 62.4
46 3CY t(2:18)q11.2:921.1) No 1 15 (6/8) 69.0
46 3CY #1;18Mp36:921) No 1 B0 (&/3) 708
46, XY 1(3:4Mq12;p15.2) Mo 1 o4 (16/17) 76.1
46 3CY t{6:9Hpl2:q13) No 1 B0 (&3] T6.4
46 3Y #(11;22Mq23:q11) No 2 82(9/11) Ti5
46, XY . 0(15;220q22:q13) Mo 0 100 (4/4) 81.0

Escudero et al, 2003
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Numération & Risque chromosomique de la
translocation robertsonnienne

B Normospermic p=0.0906
257 W Oligospermic

- p=0.0108%*

p=0.003*

9 n=0.0512
S
£
x
o
rob(13;14) rob(14;21) Rares Toutes TRob

confondues

= Le taux de malségregation chez les patients porteurs d’'une TRob differe
selon la numération spermatique

Ferfouri et al, 2012
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La sélection des
spermatozoides
a fort
grossissement
pourrait-elle
diminuer
la fréquence
des aneuploidies
spermatiques ?

Sermondaade et al, 2006
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Chelli et al, 2013



Ségrégation chromosomiqué-et
Fragmentation de ’ADN

Taux de
fragmentation moyen
spermatozoides
équilibrés: 5.0%
spermatozoides
déséquilibrés: 13.3%

Rouen et al, 2013 Perrin et al, 2013
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Le diagnostic préimplantatoire
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Risque chromosomique en fonction du
sexe

Bint et al 2011
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L'étude du 1¢" globule polaire

Exemple de Globules polaires analysés

a: ségrégation adjacente 2 b: ségrégation adjacente 1
c et d: ségrégation alterne avec en d les 2 dérivés chromosomiques
e : GP avec CO déséquilibré f: GP avec CO équilibrés
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Les données sur Poissy

Hommes: 50,7% (47 patients)
Femmes: 70.3% (165 ovocytes, 18 patientes)

Hommes: 15,4% (31 patients)
Femmes: 42,5% (133 ovocytes, 10 patientes)
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Cytogénétique et fausses couches.a
répétition

: Les anomalies chromosomigues induisent des
remaniements déséquilibrées

: Les 2 membres du couple

Fonction de différents criteres
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Outeome ()

11+

No. of previows miscarriages

Ogawasara et al, 2000

Hassold et al, 2001

Nombre de fausses couches antérieures
Age 2 3 4 5
20 92 90 88 85
25 89 86
30 84
35 68 62
40 69' 64 58 52
45 60 54 48 42

Brigham et al, 1999
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Faut il analyser le produit de fausses
couches ?
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Les insuffisances ovariennes
prématurées

10% de remaniements chromosomiques
Anomalies du chromosome X: 45X, etc...

MF Portnoi

45.X 46,X,del(Xp) 46,X,i(Xq) 46,X,r(X)
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Analyse génique ciblée
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Chromosome Y et fertilite

0 1 | E O

r(Y)

4 Délétion l
i1so dic
H Yp
t(Y;A)
Y Infertilité par perte d’une partie
normal plus ou moins importante de la

partie proximale du bras long
(Facteur AZF)
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Microdéletion du chromaosome Y

3 loci AZF
AZFa AZFh AZFc
intervalle 5 intervallés 5-6 intervalle 6
SCO Afrét en méiose phénotype variable
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Aurora Kinase C et macrocéphalie
spermatique

. MJMWMM

1 2 3 4 5 6
Expression d’Aurora C par RT-PCR

Dieterich et al. 2007
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Classification des macrocéphalies
spermatiques

Guthauser et al. 2016
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DPY19L2 et globozoosper
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Harbuz et al. 2011

Anomalie de DPY19L2 entraine un mauvaise accochage du
noyau et de I'acrosome Pierre et al, 2012

Anomalie de DPY198i2: r6le majeur dans les globozoospermie
Patients Hétérozygotes composites Zhu etal, 2013
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DPY19L2 et défauts d’activation
ovocytaire

H .80
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Escoffier et al 2015
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Anomalies du gene CFTR et
infertilité masculine

Claustres et al. 2005
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sev/imild  sew/3T  mild/'mild mild/3T  3T/5T

\\ Claustres et al. 2005
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CYSTIC FIBRDSIS

CBAVI
CF-P1
CFTR-(}P ATHIES
NORMNAL |
PHENOTYPE Monosymptomatic diseases
Abypical
* Asvinplomatic heterogygnies
> Predisposing alleles® 7 (
GENOTYPE
wikd bype wild type polyvariant haoklype mid mid rmid rmid SEVENE
wiki lype olher® othar® ether® other® mid sEvere SEVBTE
1% ————— 50% 10%% 5% 1% 0%a

*Some heicrozvgoies may have increased susceptibility o allergic bronchopulmonary aspergillosis, chronic sinusitis, idiopathic
bronchiectasis or primary sclerosing cholangitis.

bOther =mild or severe mutaiion

“The percentages of residual nownial CFTR. function are approximate, and correlations are not absalute,

Claustres et al. 2005
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Altération du gene FMR1(Xqg27.3) et
IOP

Typical Premutation Eull muiation
{CGG) « 45 (CGGlge _apg ICGEYL 20y
e[| ] PR — T[T e - ]|

¥

(&1
EMRP ‘:;’

Climical  Typecal (Premulalon-gpechc dsorders) Fragie X syndoome
Premaiure avarian failure (POF)
Tramarfataxia syndrome (FXTAS)

20% des portieuses de la prémutation ont une
insuffisance ovarienne prématurée

Wittenberger et al, 2006
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Est-ce suffisant a-l’'aire des

analyses plus finesdu génome
comme le NGS et I'’ACPA
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Analyse chromosomique sur puce a-ADN

Analyse”

Oligo-array SNP array

Les séquences sont des oligomeres Variation nucléotidiques
(30 ac nucléique)
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Qu’est ce que le NGS

Techniques permettant un séquencage dit « a
haut débit »

Accessibilité réduite

Quelques définitions:
Whole génome
Exome

Ciblé cu nanel
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Les applications en infertilité

|dentification des altérations genétiques
Etiologie
Recherche
Traitement

Utilisation en cas de DPI-An

En préconceptionnel
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Un exemple: ABCD
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Un exemple: ABCD
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Un exemple: ABCD
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Quelle stratéegie pour 'ABCD

1- Recherche des mutations classiques de la mucoviscidose
2- Etude compléte du gene CFTR (ABCC7)
3- Etude du gene ADGRG2

4- Faire un panel de genes
CFTR + ADGRG2 + Autres genes ?
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Les altérations de la spermatogenese
Un exemple: I'azoospermie

 Les anomalies chromosomiaues
e Microdélétion du chromosome Y

Est-ce suffisant aujourd’hui ?
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V

L'analyse chromosomique sur p@é ADN



NGS et arret de maturation

Family 1

301

2

U
401 | 402 403 ) 404 405 | 406 407 | 408
+ = *g + = + =

60 y. 53y. 45 y. 43y. 4

409 % 410
+
0y.

Family 2

301 302
+

401_| 402 403 | 404 405 | 406 407 | 408 409
+ = + = + = +

57y. 53y. 50y.  46y. 39y.
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Quelle stratégie pour l'azoospermie
avec blocage de maturation

Diagnostic
- Réalisation d’un caryotype
- Recherche de microdélétion du chromosome Y

Recherche

- Analyse de TEX11
- Exome

Thérapeutigue

- Thérapie genique ....
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Anomalies flagellaires et génétique

Coutton et al, 2015
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Les insuffisances ovariennes
prématurées: ESHRE guidelines

Anderson et al, 2016
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Les insuffisances ovariennes prématurées

Tucker et al, 2016

182me journée Orléannaises, 7 avril 2017



Les insuffisances ovariennes prématurées

Harmaonal suppart

Metebolc swwppert/ROS contral
PMM2
GALT
POLG

FSHR I

DMA damage repair

Ganadogenssis/sagenssi:

MR5A1

FOXL2

POFIB
HNOBOX
SOHLHT
BMPR1B

LMMA

CSB-PGBD3

Homealogous recombination
£YCE1

Coll death/domage/auteghagy 1
FMR1

MNANOS3
PGRMC1
RCBTB1
Pratein Transktion,/Siress Resgonse
EIF2B2
EIF2B4
EIFZBS
EIF3EMIEF1

MCME
MCme
ATM
MNBM

RECQIL4
WRN

RCETE1

- Cholesterc]
CYFIIAL
= Pregne
CYPI7A]

= Androgen:

0

Fellicular activation/development/maturalion

S5OHLH1

MNOBOX

BMP15

BMPR1B
HNGF
F5HR
NOG ]

Androgens—

Esrmgnnsg-'n QA 1| Granuloso cell:

Coll divisien
Cohesion:
STAG3
5G0O2

HEMT
PSMOIL
Oithrerr
FAFIB
rIUP 107

!

Pratection frem auteimemunisy
AIRE

Tucker et al, 2016
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Les insuffisances ovariennes prématurées

Patient with suspected premature ovarion insufficiency

Repeat FSH and estradiol (>1 manth infl:r\rc:l:l

I b
Karyotyping/array FMR1 premulation analysis Autoantibody tests

leg. a21 -hydlrnx:,rlme Ab)

y

If cause still unknown. ..

' ,
Synldromlc Isolated /idiopathic
v '
Monogenic disease suspected  Heterogereous syndrome  Syndrome with
eg. FOXL2>BPES eg. Perrault syncirome unknown cause
Candidate gene sequencing Exome/NGS sequencing

'
Multidisciplinary Medical Team
eg. Endocrinologist, aynaecologist, geneticist, genetic cousellor, neurclogist, oncologist etc as appropriate

Tucker et al, 2016
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NGS et dépistage préeconceptionnel

La thérapie génique est elie aujourd’hui
opérationnelle ?

Pourquoi faut il attendre un accident ?

Existe-t-il un moyen technique de contourner
ces obstacles ?
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NGS et dépistage préeconceptionnel

Réalise t’'on un dépistage génétique
préconceptionnel aujourd’hui ?

Caryotype/dans de nombreuses populations
Dépistage de la drépanocytose chez les patients d’origine Africaine
Dépistage de la Thalassémie
Etc....
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NGS et dépistage préeconceptionnel
Pour quelle(s) population(s) ?

Les patients pris enn.charge en AMP

Les dons de gametes
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NGS et dépistage préeconceptionnel
Quelles pathologies recherchées ?

Les plus fréquentes
Les plus invaiidantes
Sans traitement a i’heure actuelle

La mucoviscidose, I'amyotrophie spinale, le maladie de Steinert, le
syndrome de’'l’X fragile, les muco-polysaccharidoses, etc....
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DPI-An et PR:
Résultats d’'une méta-analyse

CTR DPI-An

Dadouh et al 2015
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Pourcentage de cycles avec au muoins 1
embryon euploide

Donneuse <35 35-37 38-40 41-42 >42

1-3 embryons

4-6 embryons

7-10 embryons

>10 embryons

Total

18¢me journée Orléannaises, 7 avril 2017



PGS et mosaique: qu’en faire ?

Table 1. Clinical Outcomes of Single Mosaic Blastocysts Transferred.*
Patient No. Chromosomal Constitution Mosaicismy Karyotype:: Clinical Outcome
percent
46,XX Baby healthy at birth
46, XX Baby healthy at birth
46, XX Baby healthy at birth
46 XY Baby healthy at birth
46,XX Baby healthy at birth
46,XX Baby healthy at birth
NA No pregnancy
NA No pregnancy
NA No pregnancy
NA Biochemical pregnancyf
NA Biochemical pregnancyf
NA No pregnancy
NA No pregnancy
NA No pregnancy
NA No pregnancy
NA No pregnancy
NA No pregnancy
NA No pregnancy

Greco et al. 2015
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Mosaiqgue embryonnaire et sutrvie
cellulaire

Boston et al. 2016
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DPI-An et NGS
A guand le séquencage de tout le genome ?

2. =
CECE L

3
Bénédicte Manier
Quand les femmies
auront disparu

L'élimination des filles en Inde et en Asie

rte/Poche

Postface inédite de l'auteur

¢ L
i e . e _". !" 4
k ﬁ W e W

o Découvel
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DPI-An et NGS
A quand le séquencage de tout le genome ?

Ql et sélection embryonnaire
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DPI-An et NGS QI\)

A guand la correction du génﬁua ?
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