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Résumé

L avortement spontané (AS) désigne la perte du produit de conception avant sa viabilité, c'est-&
dire avant la 22°™ semaine d’aménorrhée, ou un poids feetal inférieur a 500 g. La cause génétique
est a I’origine de plus des deux tiers des AS, les aneuploidies autosomiques, représentant a elles
seules jusqu’a 70% des pertes feetales du 1% trimestre. Le caryotype présente une trés bonne
sensibilité en ce qui concerne le dépistage des trisomies autosomiques (13, 18 et 21) et des
aneupl oidies affectant |es chromosomes sexuels, mais il montre d’importantes limites, d’une part en
raison des échecs de culture cellulaire et d’autre part en raison de I’existence de remaniements non
détectables au caryotype standard. Actuellement plusieurs techniques moléculaires de dépistage
rapides des aneuploidies liées aux échecs de grossesses ont été confirmés : la Fluorescence In Stu
par Hybridation, et I’Amplification Multiplex de sondes nucléiques Dépendant des Ligatures
(MLPA), qui présentent I’avantage d’étre réalisables, sans culture préalable, sur noyaux en
interphase ou sur ADN extrait et de permettre la détection d’anomalies cryptiques.

Notre étude repose sur I’étude cytogénétique des produits d’AS pour mettre en évidence les
anomalies chromosomiques les plus fréquentes a I’origine de ces pertes feetales et d’en mieux
appréhender les mécanismes de survenue. Elle a été réalisée sur 220 patientes agées entre 19 et 45
ans, et était fondée sur I’analyse directe par FISH sur noyaux interphasiques (AneuVysion™) de
prélevements de villosités choriales et sur I’analyse de I’ADN extrait de tissus feetaux par MLPA
afin de revéler d’éventuelles aneuploidies et microremaniements. L’age gestationnel au moment des
différents préléevements était compris entre 7 et 38 semaines d’aménorrhée. Sur un total de 151
échantillons analysés par AneuVysion™, 10 anomalies chromosomiques ont éé observées: 3
trisomies 21, 1 trisomie 18, 1 trisomie 13, 1 mosaique 46,XX/47,XX+21, 3 triploidies et 1
monosomies X (Turner). Par ailleurs sur les 69 autres échantillons analysés par MLPA, 6 étaient
ininterprétables. Les anomalies trouvées par cette technique étaient : 2 monosmies X. Pour les
échantillons restants, laMLPA a éé négative.

Nous avons en paralléle réalisé une étude rétrospective fondée sur I’analyse comparative d’un
échantillon recruté a Sidi Bel Abbés, de femmes ayant subi un AS et admises a la maternité de
I’hépital Hassani Abdelkader de Sidi Bel Abbés et d’un échantillon recruté a Clermont-Ferrand de
femmes ayant subi un AS et pour lesquelles un prélevement pour établir le caryotype du produit de
fausse-couche avait été adresse dans le Service de Cytogénétique du CHU Estaing de Clermont-
Ferrand. Cette éude a couvert une période de six années, allant de Janvier 2005 a Décembre 2010.
Les techniques de FISH et de MLPA représentent des outils simples, rapides et sensibles pour la
détection des remaniements chromosomiques. Elles représentent une alternative trés intéressante a
la culture cellulaire, et permettent le diagnostic de désordres génomiques indécelables par les
technigues conventionnel les.

Mots Clés : Avortements, Spontanés, Aneuploidies, FISH, MLPA



Abstract

Spontaneous abortion (SA) is the loss of the product design before its viability , that is, before
22 weeks of gestation or fetal weight less than 500 g . The genetic cause accounts for more than two
thirds of AS, autosomal aneuploidies , alone accounting for up to 70% fetal loss . Chromosomal
cytogenetic techniques show significant limitations on the one hand because of the failures of cell
culture and secondly because of the existence of undetectable alterations to the standard karyotype.
It was therefore planned to use molecular techniques: Fluorescence In Situ Hybridization by , and
Multiplex Amplification of nucleic acid probes Depending on ligatures ( MLPA ) , which have the
advantage of being achievable without prior culture of cores interphase or DNA extracted and to
enable detection of cryptic abnormalities.

The project is based on cytogenetic study of AS products to highlight the most frequent cause of
these fetal losses and to better understand the mechanisms occurring chromosomal abnormalities.

Our study was performed on 220 patients ranging in age from 19 to 45 years, and was based on
the direct analysis by FISH on interphase nuclei ( AneuVysion™ ) of chorionic villus sampling and
analysis of DNA extracted fetal tissue by MLPA to reveal any aneuploidy and microremaniements .
The gestational age at different samples ranged from the 7th to the 38th week of gestation. Of a
total of 151 samples analyzed by AneuVysionTM , 10 chromosomal abnormalities were observed:
three trisomies 21 , one trisomy 18 , one trisomy 13 , one mosaic 46, XX/47 , XX 21,3 and 1
triploidies monosomy X ( Turner) . In addition to the other 69 samples analyzed by MLPA, 6 were
uninterpretable. The abnormalities found by this technique were: 2 monosmies X. For the remaining
samples, the MLPA was negative.

We conducted a retrospective parallel study based on the analysis of a sample recruited in Sidi
Bel Abbes , women who have had an AS and admitted to the maternity hospital Abdelkader
Hassani Sidi Bel Abbes and a sample recruited in Clermont -Ferrand women who underwent aS for
which alevy to establish the karyotype product miscarriage had been addressed in the Department
of Cytogenetics CHU Estaing, Clermont- Ferrand . This study covered a period of six years, from
January 2005 to December 2010.

The techniques of FISH and MLPA are simple, rapid and sensitive for the detection of
chromosomal rearrangements tools. They represent a very interesting alternative to the cell culture

and allow the diagnosis of genomic disorders undetectable by conventional techniques.

Keywords: Spontateous, Abortion, Aneuploidies, FISH, MLPA.
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Liste des abréviations

AS: Avortement Spontané

ASR : Avortement Spontané a Répétition

MFIU : Mort Feetale In Utero

CEP®: Chromosome Enumeration DNA FISH Probes

L SI®: Locus Specific Identifier DNA Probes

DAPI : 4,6-Diamino-2-Phénylindole

DRA : Dépistage Rapide des Aneuploidies

FISH: Fluorescence In Situ par Hybridation

MLPA : Multiplex Ligation Probe-dependant Amplification

PCR : Polymerase Chain Reaction

QF-PCR : Amplification en Chaine par Polymérase Fluorescente Quantitative
ACPA : Analyse Chromosomique sur Puces a ADN (ou encore CGHa)
BoBs: Bac on Beads

SA : Semaine d’Aménorrhée

HCG : Hormone Gonadotrophine Chorionique

SVF : Sérum de Veau Feetal

SNP: Single-Nucleotide Polymorphism (Polymorphisme nucl éotidique)
Kb: Kilo base

CNV : Variation du Nombre de Copies des génes (en anglais : Genes Copy Number Variation)
BAC : Bacteria Artificial Chromosome

IVG : Interruption Volontaire de Grossesse

IMG : Interruption Médicale de Grossesse

AG : Age Gestationnel

Rpm : Rotation Par Minute
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Introduction

L avortement spontané (AS) est la plus fréquente des complications gravidiques. Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé, il s’agit de I’expulsion ou I’extraction hors de la mére
d’un embryon ou d’un feetus de moins de 500 g, c’est a dire, avant la 22%™ semaine
d’aménorrhée. On considére qu’environ deux tiers des grossesses s’arrétent avant le 6°™ mois,
mais lafréquence des AS « cliniques » est de 15 a20 % [Kline et al., 1985].

Outre les facteurs anatomiques, immunologiques, endocriniens, ou hématologiques
incriminés dans I’étiologie des AS, les facteurs chromosomiques demeurent la principale cause
de ces pertes de grossesses. En effet, la cause génétique explique a elle seule plus des deux
tiers des avortements spontanés [Lin et al., 1985 ; Dgmek et al., 1992, Griffin et al., 1997].
L analyse cytogénétique des produits d’avortement spontané fournit de précieuses informations
sur la fréguence des anomalies chromosomiques dans divers groupes ethniques, sur leur
étiologie, sur les risques de récidive et sur la suspicion d’une activité mutagene dans une
population [Kgjii et al., 1980 ; Warburton et al., 1980].

Le caryotype présente une trés bonne sensibilité en ce qui concerne le dépistage des
trisomies autosomiques (13, 18 et 21) et des aneuploidies affectant les chromosomes sexuels,
qui représentent la plupart des assortiments chromosomiques feetaux anormaux [Rickman et
al., 2006]. Il permet également le dépistage d’autres aberrations chromosomiques, tant
numeriques que structurales, selon une résolution d’environ 10 millions de paires de bases (10
Mb) d’ADN. Cependant, le caryotype présente certaines limites [Shaffer et al., 2004], en raison
du temps requis pour la collecte et la mise en culture des cellules, ainsi que du processus
d’analyse exigeant en main-d’ceuvre avec I’exécution d’un caryotype complet qui peut aller
jusqu’a 3 semaines. Des efforts considérables ont permis d’élaborer de solides techniques de
biologie moléculaire qui ne nécessitent pas une mise en culture avant I’analyse et se prétent a
I’automatisation, permettant ainsi I’obtention de résultats plus rapidement et & moindre codt. A
I’heure actuelle, plusieurs méthodes de Diagnostic Rapide des Aneuploidies (DRA) ont été
confirmées en vue d’une utilisation pour I’analyse des produits d’avortements spontanés,
généralement a titre de méthodes d’appoint plutdt qu’en remplacement du caryotype : laFISH,
la QF-PCR, la MLPA, I’ACPA et plus récemment les BoBs qui font toujours I’objet de
recherches en ce qui atrait aleur utilisation dans le cadre de la recherche sur les AS.

Nous avons réalisé une etude rétrospective fondée sur I’analyse comparative d’un
échantillon recruté a Sidi Bel Abbés (E1), de femmes ayant subi un AS et admises a la
maternité de I’hopital Hassani Abdelkader de Sidi Bel Abbés et d’un échantillon recruté a

Clermont-Ferrand (E2) de femmes ayant subi un AS et pour lesquelles un prélevement pour
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Introduction

établir le caryotype du produit de fausse-couche avait été adressé dans le Service de
Cytogénétique du CHU Estaing de Clermont-Ferrand. Cette éude a couvert une période de six
années, alant de Janvier 2005 a Décembre 2010.

Nous avons, en paralléle, réadise une éude pratique, menée conjointement dans le
Laboratoire de Biotoxicologie de I’université Djillali Liabés de Sidi Bel Abbes et le Service de
Cytogénétique Médicale du CHU Estaing de Clermont-Ferrand. Deux cents vingt produits
d’avortements spontanés et de feetus morts in utero ont été récoltés sur une période qui s’est
étalée entre 2009 et 2012. L’age gestationnel au moment des différents prélevements alait de
la7°™ &la 38°™ semaine d’aménorrhée. Cette étude était fondée sur I’analyse directe par FISH
sur noyaux interphasiques de prélevements de villosités choriales extraites des différents
produits d’avortements, et sur I’analyse de I’ADN extrait de tissus feetaux par MLPA afin de
révéler d’éventuelles aneuploidies dans les différents prélevements a I’origine de ces pertes

foetales.
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Chapitre I Cytogénétique des avortements spontanés

|. Lesavortements spontanés:

L avortement spontané (AS), complication la plus commune de la grossesse, est la
perte spontanée du produit de conception avant sa viabilité ; ceci implique toutes les pertes
de grossesses se produisant entre la conception et la 22°™ semaine d’aménorrhée. C'est ce
guon appelle communément une «fausse couche ». Les grossesses « biochimiques »
précoces, les grossesses molaires et ectopiques sont exclues de cette définition. [Vinatier et
al., 1998].

On estime qu’environ 15 % a 20% des grossesses reconnues cliniquement se terminent
par une fausse couche spontanée, alors que le taux d’échecs de reproduction est quant a lui
plus proche des 50% [Kline, 1989 ; Chard, 1991].

La nomenclature des obstétriciens regroupe les pertes avant 22 semaines sous le

vocable d’« avortements » et les pertes feetales plus tardives sous le terme de « mort

foetale ».

Auteurs Nombrede Nombre Risque

grossesses cliniques d’avortements d’avortements
spontanés spontanés

Miller, 1980 102 14 13.7%
Edmonds, 1982 41 6 14.6%
Whittaker, 1983 85 11 12.9%
Wilcox, 1988 154 18 11.7%
Regan, 1989 226 23 10.3%
Goldstein, 1994 232 31 13.3%

Tableau 1 : Evaluation du risque de fausses couches spontanées a travers six études
[Vinatier et al., 1998]

La prise en compte des accidents en fonction des périodes de dével oppement correspond

mieux alaréalité avec trois périodes :
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e La période pré-embryonnaire de la fécondation jusqu’a la fin de la 5°™ semaine
d’aménorrhée (SA) (disque embryonnaire tridermique) ;
e Lapériode enbryonnaire dela6®™ alafin dela10°™ SA ;

e Lapériode feetale, a partir de la 11°™ SA.

Les échecs de grossesse affectent I’'une des trois périodes: pré-embryonnaire,
embryonnaire et feetale. Environ 87% des échecs ont lieu durant les 70 jours suivant les
derniéres menstruations, c’est-adire durant les périodes pré-embryonnaire et
embryonnaire.

L'avortement spontané peut étre complet si la totalité de I'ceuf est évacué et incomplet
Sil reste du tissu ovulaire dans la cavité utérine avant 22 semaines d'ameénorrhée.

L'avortement incomplet est plus fréguent aprés 10 semaines d'aménorrhée, quand
leplacenta et le feetus sont expulsés séparément. Une expulsion incompléte du
placenta peut saccompagner de métrorragies parfois profuses.

Environ 25% a 50% des femmes expérimentent un ou plusieurs AS durant leur vie
reproductive, souvent du(s) a une anomalie chromosomique du conceptus, ce risque
augmentant significativement avec I’age [Stirrat, 1990 ; Greenwold et Jauniaux, 2002].

Dans la mgjorité des cas, une fausse couche unique ne compromet pas la possibilité de
grossesses ultérieures. Prés de 90% des femmes concernées ont de nouvelles grossesses et
ne font pas de fausse couche. Cependant, pour un pourcentage réduit mais significatif
d'entre elles, cela se reproduit. On parle dans ce cas de fausses couches a répétition.

L avortement spontané a répeétition (ASR) est défini par la survenue d’au moins 3
avortements spontanés consécutifs [Vinatier et al., 1998]. Ces ASR affectent environ 1%
des couples [Stirrat, 1990].

Le risque d’avorter pour une femme est directement lié a la survenue d’un précedent
avortement ; c’est pour cette raison que plusieurs arguments sont en faveur de I’existence
réelle de I’entité « avortement spontané a répétition » en tant que maladie et non simple
répétition accidentelle d’un phénomeéne fréquent. En effet, et en retenant I’hypothése la
plus pessimiste d’un taux d’avortements spontanés de 15%, la probabilité pour un couple
d’avoir deux AS successifs, si les évenements sont indépendants, serait de 2,3% ; troisAS
successifs seraient observés dans 0,34% des cas. Or, ces probabilités calculées ne
coincident pas avec la probabilité estimée dans la population d’avoir trois AS. En effet,
I’incidence observée dans la survenue d’ASR est trop importante (1 & 3%) [Carrington et

al., 2005] pour étre imputée au hasard seul [Regan, 1991].
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Contrairement aux AS, les ASR tendent & se produire méme si le conceptus a un
caryotype normal [Stirrat, 1990], et touchent des femmes possédant des caractéristiques

reproductives spécifiques [Jivrg et al., 2001].

I1. Etiologie des Avortements Spontanés :

Lorsque I'on examine la probabilité de succes d'un produit de conception donné, les
résultats de la reproduction humaine sont assez mauvais. Environ 78% de toutes les
conceptions ne parviennent pas a aller a terme [Roberts et Lowe, 1975]. Les données
combinées provenant de trois études sur des femmes tentant d’étre enceintes ont révélé un
taux de perte post-implantatoire de 42% parmi |es grossesses cliniquement prouvées (par la
présence de HCG) [Wilcox et al., 1988 ; Edmonds et al., 1982]. La fécondité globale nette
pour les patientes agées entre 20 et 30 ans se situe entre 21 et 28% [ Short, 1999], un niveau
assez faible comparé ala plupart des autres especes mammiféres.

Bien que la plupart des pertes de grossesse se produit tres tét dans la gestation, les
pertes continuent de se produire tout au long du deuxiéme et du troisieme trimestre de
grossesse, avec une |égére augmentation de la mortalité a terme [Leridon, 1977]. Les
causes sont auss nombreuses et diverses que pour les fausses couches. Ce sont soit des
causes feetales soit des causes maternelles, mais elles ne sont pas toujours décelables dans
le cas individuel. En regle genérale, en matiere d'avortement, plus c'est précoce et plus
souvent la cause en sera ovulaire. Plus c'est tardif, plus on retrouvera de pathologie

d'origine maternelle, utérine en particulier.

I1.1. Lesfacteurs génétigues:

Les aneuploidies sont la cause la plus importante des avortements avant la 10°™
semaine de gestation [Jacobs et Hassold, 1987]. Au moins 50 a 60% des avortements sont
associés a des anomalies cytogénétiques, les plus fréquentes étant les trisomies, suivies par
les polyploidies et les monosomies X [Stephenson et al., 2002 ; Kalousek et al., 1993 ;
Fritz et al., 2001]. La plupart des aneuploidies humaines résulte de la premiére division
méiotique des ovocytes.

La mgjorité (90%) des grossesses caryotypiquement anormales avorte, tandis que la
majorité des grossesses caryotypiquement normales continuent ; I’AS peut donc étre

considéré comme un processus de sélection naturelle.
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11.1.1.Cytogénétique des avortements spontanés :

11.1.1.1.La relation entre les anomalies chromosomiques et I’age gestationnel :

De multiples études ont suggéré qu’entre 50% et 60% des pertes précoces de grossesses
sont associées a des anomalies cytogénétiques. L’évaluation de 1205 produits
d’avortements spontanés a révélé que 539 d’entre eux (45%) étaient porteurs d’anomalies
chromosomiques [Yusuf et Naeem, 1997]. La probabilité de la présence d’une anomalie
chromosomique varie en fonction de I’age gestationnel et de la morphologie du produit
avorté. L’évaluation morphologique du produit de conception (examen feetopathologique)
et I’age du produit de ce dernier en semaine de développement au moment de I’arrét de la
gestation sont plus informatifs que I’age gestationnel en semaines d’aménorrhée au
moment de la fausse couche, car les produits de conception sont souvent retenus in utero
plusieurs semaines aprés I’arrét de la grossesse. Or, plus I’arrét du développement
embryonnaire est précoce, plus il est probable que I’embryon soit porteur d’une anomalie
cytogénétique lors d’un avortement spontané. Boué et ses collégues [Boué et al., 1985] ont
révélé que pres des deux tiers des pertes de moins de 8 SA et prés d’un quart de ceux agés
entre 8 et 12 semaines présentaient effectivement un caryotype anormal (Tableaul). Plus
tot la grossesse subit un arrét, plus il est probable qu’il y ait un développement anormal et,
par conseguent, un caryotype anormal.

111.1.1.2. L’age gestationnel :

L’examen des produits d’avortement spontané confirme la plus grande incidence des
anomalies du caryotype [ Y amamoto et Wantanabe, 1979].

L’identification d’une anomalie dans le développement embryonnaire pourrait avoir un
impact considérable sur les grossesses futures; c’est pour cette raison que les produits
avortés doivent étre considérés soigneusement dans le cas ou la grossesse est interrompue
spontanément.

Durant le deuxieme trimestre de grossesse, |es infections deviennent la premiére cause
de la perte de grossesse. Les caryotypes anormaux sont moins fréquemment retrouvés a
mesure que la grossesse avance, car la plupart des grossesses anormales non-viables a d§a
fini par une fausse-couche.
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Age gestationnel Nbrede cas Cas anor maux Taux de cas
(en SA) anor maux
2 23 18 78,0%
3 374 258 69,0%
4 203 125 61,6%
5 139 85 62,2%
6 302 211 69,9%
7 56 27 48,2%
Total semaines 2-7 1097 724 66,0%
8 36 8 22,2%
9 42 6 14,3%
10 14 7 50,0%
11 8 1 12,5%
12 8 3 37,5%
Total semaines 8-12 108 25 23%
Total 1205 749 62,2%

Tableau 2: Age gestationnel et fréquence des anomalies chromosomiques [Boué et al., 1985]

Gaillard et al. [Gaillard et al., 1993] ont éudié 462 pertes de grossesses survenues lors
du deuxieme trimestre; 78,6% d’entre elles s’étaient récemment produites car leur
maceration n’était pas étendue. Les infections ascendantes pourraient expliquer 85% de ces
arréts de grossesse.

Des anomalies structurelles ont été observées dans 7,6% des produits avortés, les
anomalies cytogénétiques ayant été suspectées ou confirmées dans la moitié de ceux-ci. La
majorité des feetus anormaux ont montré une macération relative a leur long séjour in utero
apres I’arrét de grossesse. Encore une fois, ceci confirme que les anomalies cytogénétiques
sont associées aux arréts précoces de grossesses, ce qui n’empéche pas les produits de

conception d’étre fréquemment retenus un certain temps avant I’avortement spontané a
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proprement dit. La macération du feetus est donc un indicateur indirect significatif de la
présence d’une anomalie chromosomique.

La mort feetale au deuxieme trimestre est donc plus souvent le résultat d’autres
étiologies : troubles endocriniens, infections, anomalies anatomiques de I’utérus et facteurs
immunol ogiques.

Bien que les anomalies chromosomiques soient plus fréquentes en début de grossesse,
elles le sont beaucoup moins a terme. Environ 1 naissance vivante sur 200 présente un
caryotype aneuploide facilement identifié. Le taux de caryotypes déséquilibrés comportant
une anomalie structurelle ou numérique est beaucoup plus élevé parmi les mort-nés, se
situant entre 5% et 7% en général. Ici aussi, le risgue est plus grand parmi les mort-nés
macerés, surtout en présence d’anomalies congénitales. Les anomalies cytogénétiques
associ ées aux anomalies congeénitales sont également un facteur important dans la mortalité
néonatale.

La probabilité de poursuite d’une grossesse avec un caryotype anormal est fonction de
I’anomalie cytogénétique impliquée, ainsi que I’étendue de ses effets délétéres sur la
croissance et le développement du conceptus.

Davidson et Burn [Davidson et Burn, 1990] ont examiné la probabilité d’échecs de
grossesses pour différentes anomalies chromosomiques confirmant une perte virtuelle de
100% pour les monosomies autosomiques et |es tétraploidies.

Environ 96,5% des grossesses présentant des trisomies autosomiques ont fini par un
échec et plus de 99% des grossesses avec des monosomies X ont échoué, alors que
seulement 11% des trisomies sexuelles ont été perdues spontanément.

Les mosaiques et les anomalies de structure montrent quant a elles des taux d’échecs de
grossesses intermédiaires de 68,8% et 53,4% respectivement.

Bien que plusieurs rapports parlent de produits de conception tétraploides et de
3éme

MOoNOsSomies autosomiques gquasi-complétes ayant survécu jusqu’au trimestre, le fait

reste extrémement rare (T ableau 3).
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Type d’anomalie Avortements spontanés Naissances vivantes
Nombre de caryotype 3353 32521
réalisés
Trisomies autosomiques 1,10% 00,1%
13 5,58% 0,00%
16 0,84% 0,02%
18 2,00% 0,11%
21 11,81% 0,00%
Autres 21,33% 1,34%
Total trisomies 8,35% 0,01%
Monosomie X 0,33% 0,15%
Trisomies gonosomiques 5,79% 0,00%
Triploidies 2,39% 0,00%
Tétraploidies
% total desanomalies 41,52% 0,60%

Tableau 3 : Pourcentage des anomalies chromosomiques parmi les AS et |es nai ssances vivantes
[Kline et Stein, 1986]

111.1.1.3.Types d’erreur menant a des produits de conception chromosomiques

anormaux :

La plupart des anomalies chromosomiques est associée a un mauvais pronostic en début
de grossesse ; cependant, |es mécanismes sous-jacents menant a un caryotype anormal et le
risque de récidive, varient considérablement selon chague complément chromosomique
anormal impliqué.

De maniere genérale, la plupart des anomalies chromosomiques rencontrées résulte soit
d’une erreur méiotique, soit une erreur mitotique (menant a un mosaicisme), soit d’une
erreur lors de lafécondation, soit de réarrangements structurels.

Une étude classique menée par Boué et ses collegues [Boué et al., 1976 ; Boué et al.,
1975], réalisée sur 1498 produits d’avortements spontanés, a revélé 921 caryotypes
anormaux, soit 61,5%. Les événements non-digonctionnels représentaient 636 cas a eux
seuls, avec: 141 monosomies (15,3%), 479 trisomies (52,0%) et 16 doubles trisomies
(1,7%). 1l y avait également 183 triploidies (19,9%), 57 tétraploidies (6,2%) et 10 cas de
mosaicisme (soit 1,1%). Les anomalies de structure quant a elles, ont été révélées dans 35
produits avortés (soit 3,8%). Avec I’utilisation de techniques moléculaires de

cytogénétique plus élaborées, comme celles utilisées de nos jours, I’incidence de ces
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anomalies aurait éé encore plus élevée, des anomalies cryptiques ayant pu passer
inapercues: réarrangements cryptiques, disomies uniparentales, mosaicismes «tissus
spécifiques »... Cependant, I’étude montre clairement que les anomalies cytogénétiques

sont présentes dans la majorité des AS précoces.

A.Leserreursdelaméose:

Durant la méiose, le jeu diploide parental habituel de 46 chromosomes est réduit au
nombre haploide de 23 chromosomes. Des évenements non-digonctionnels durant la
méiose | ou |l, pouvant toucher aussi bien les ovocytes que les spermatozoides, peuvent
entrainer des produits de conception monosomiques ou trisomiques suite a la formation
d’un gamete avec un chromosome en plus ou en moins par rapport au nombre haploide. A
I’exception de la monosomie X complete, il apparait que les monosomies autosomiques
sont létales au début de la gestation et ne sont généralement pas identifiées dans les
grossesses évolutives. Les effets du dosage génique ou des échecs de transcription
pourraient étre des facteurs contribuant a la mortalité élevée des embryons avec des
MONOSOMI es autosomi ques.

D’autre part, les trisomies sont relativement fréquentes et représentent le groupe
d’anomalies le plus souvent rencontrée conduisant a une perte de grossesse spontanée.
Environ le quart (soit 25%) des caryotypes de produits avortés spontanément sont
trisomiques [ Simpson, 1986].

Toutes les trisomies autosomiques ont été rapportées dans les différentes éudes menées
a la seule exception du chromosome 1, pour lequel, la trisomie semble |étale avant méme
I’implantation et aurait peu de chances de subsister assez longtemps pour étre mise en
évidence dans les séries habituelles des AS. La mgorité des produits de conception
trisomiques, méme ceux avec des caryotypes viables chez le nouveau-né, se termine par
une fausse-couche.

e Lestrisomies:

La fréquence des trisomies autosomiques particuliéres varie selon I’age gestationnel. A
terme, latrisomie 21 (syndrome de Down) est |a plus fréquente et est retrouvée dans 1/700
naissances vivantes. Les trisomies 18 (syndrome d’Edward) et 13 (syndrome de Patau)
sont observées dans 1/6000-8000 et 1/12000 naissances vivantes respectivement. La
trisomie 8 est moins fréquente et les cas observés sont en mosaique. Cependant, certaines

études rapportent des cas d’autres trisomies autosomiques insolites et des monosomies
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autosomiques rares observeées chez des nouveau-nés. Ces aneuploidies sont toujours en
mosaique et semblent létales lorsqu’une lignée cellulaire normale est absente.

La répartition des trisomies dans les produits d’avortement spontané est tres différente
de celle observée au terme des grossesses. Parmi |es trisomies observées dans les produits
d’AS, la trisomie 16 est la plus commune ; elle représente 31,0% des produits de
conception trisomiques et 7,27% de I’ensemble des AS. Elle est suivie par latrisomie 22,
révélée dans 11,4% des trisomies et 2,26% des AS. La trisomie 21 arrive a la troisieme
place des trisomies les plus fréquentes, ce qui représente 10,5% des trisomies et 2,11% des
AS|[Leridon, 1977] [Simpson, 1986] (T ableau 4).

Les doubles trisomies peuvent survenir auss et sont tout aussi fortement associées a
I’age maternel avancé [Boué et al., 1985].

La majorité des trisomies autosomiques est d’origine maternelle, avec des erreurs lors
de la premiére division de la méiose plus fréguentes que lors de la deuxieme division de la
méiose, mais ceci varie en fonction du chromosome impliqué. L’examen des ovocytes
révele la présence d’un taux significatif d’anomalies cytogénétiques [Kamiguchi et al.,
1993]. C’est I’aneuploidie qui a été le plus souvent observée, suivie par des anomalies
diploides et structurelles. L’étude cytogénétique des spermatocytes chez I’homme a
également révélé des anomalies dans la gamétogenése paternelle. Les éudes rapportées ont
utilisé différentes méthodes pour I’obtention d’un caryotype. En particulier, plus
récemment, la fluorescence in situ par hybridation (FISH) a éé utilisée et a permis
I’examen d’un plus grand nombre de spermatozoides. Cette technique a des limites
inhérentes puisqu’elle n’utilise que des sondes spécifiques a des chromosomes particuliers.
Seules donc des aneuploidies ciblées peuvent étre détectées. Malgré cela, les données
recueillies suggerent que le taux de non digonction méiotique des gamétes paternels est
relativement constant pour les différents chromosomes étudiés.

Dans I’ensemble, I’4ge maternel est le meilleur prédicateur connu des risques de
survenue d’événements non-digonctionnels, en particulier ceux résultant de la premiére
division delaméiose.

L’association entre I’&ge maternel et le syndrome de Down est établie depuis bien
longtemps, et le risque d’avortons trisomiques augmente également avec I’avancement de
I’age maternel [Kline et Stein, 1986 ; Hassold, 1986 ; Creasy et al., 1976] (Tableau 5).
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Chromosome N° % destrisomies % d’avortements
spontanés

1 1 casreporté 0

2 4,0 1,11
3 0,9 0,25
4 24 0,64
5 0,3 0,04
6 09 0,14
7 4,0 0,89
8 4,6 0,79
9 2,3 0,72
10 2,0 0,36
11 0,3 0,04
12 1,2 0,18
13 4,1 1,07
14 4,8 0,82
15 74 1,68
16 31,0 7,27
17 0,3 0,18
18 4,6 1,15
19 0,2 0,01
20 2,2 0,61
21 10,5 2,11
22 11,4 2,26

Tableau 4 : Répartition de la fréquence des trisomies individuelles parmi |es avortements spontanés

trisomiques [Davidson et Burn, 1990 ; Simpson, 1986]

Age mater nel Nombrede % de caryotypes % de % de
(Années) caryotypes anor maux caryotypes caryotypes
réalises trisomiques non-
trisomiques
20 104 18,3 4,8 13,5
20-24 256 28,5 12,1 16,4
25-29 339 26,3 10,6 15,6
30-34 161 32,3 19,3 13,0
35-39 99 34,3 25,3 9,0
40 + 32 65,6 50,0 15,6

Tableau 5 : Incidence de I’age maternel sur les trisomies [Creasy et al., 1976]

Les autres trisomies ne semblent pas toutes avoir la méme association avec I’age

maternel. Warburton et al., ont constaté que I’age associé a la non-disjonction semble

avoir un effet plusimportant sur les chromosomes les plus petits [Warburton et al., 1991].
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La prédisposition a la non-digonction ne peut pas étre la méme pour tous les
chromosomes et le risque de récidive peut dépendre du chromosome impliqué dans la
trisomie, du parent apportant le chromosome supplémentaire et du risgue de base associé€ a
I’age maternel. Quel que soit le risque exact, les couples ayant expérimenté un avortement
trisomique seront rassurés par un diagnostic prénatal lors de grossesses ultérieures.

e | ’aneuploidie des chr omosomes sexuels :

Les aneuploidies des chromosomes sexuels font partie des anomalies chromosomiques
les plus couramment retrouveées, tant dans les produits d’AS que chez les nouveau-nés.
L’ aneuploidie la plus fréquente des chromosomes sexuels lors de la conception est de loin
la monosomie X (45,X), ce qui représente environ 1-2% des pertes de grossesses
reconnues cliniguement. La majorité des produits de conception comportant une
monosomie X se terminent par une fausse-couche et seulement moins de 1% de ces
grossesses évoluent jusqu’au terme [Davidson et Burn, 1990 ; Hook et Warburton, 1983].
L’incidence du syndrome de Turner est d’environ 1/1000 naissances féminines vivantes.
Aucun caryotype 45,Y n’a été reporté et ce n’est pas constat exceptionnel compte-tenu de
la contribution au développement des genes situés sur le chromosome X.

Les trisomies des chromosomes sexuels : 47,XXY, 47, XYY et 47,XXX sont beaucoup
moins fréquentes que les monosomies X dans les échecs spontanés de grossesse, mais leur
fréguence aterme est similaire. Chacune de ces trisomies touche environ 1/1000 nouveau-
nés du sexe approprié. Les nourrissons atteints de trisomie sexuelle ne sont généralement
pas dysmorphiques phénotypiquement et ne sont souvent identifiés que fortuitement lors
d’analyses cytogénétiques. En effet, ces états ne sont identifiés que tard au cours de leur
vie, lorsgue des troubles du développement ou du comportement, une hypofertilité du
couple ou, dans le cas des 47,XXY, I’infertilit¢ amenent a poser I’indication d’un bilan
cytogénétique. Certaines personnes touchées par ces trisomies peuvent ne jamais étre
identifiées. Le phénotype « doux » a la naissance semble refléter I’absence de traces des
effets délétéres durant I’embryogenese. Cela expliquerait la fréquence relativement faible
des trisomies des chromosomes sexuels dans les produits d’AS [Simpson, 1986].

Les grossesses avec monosomie X ont un phénotype considérablement variable et
peuvent présenter une dysmorphie marquée.

La plupart de ces grossesses subit un arrét de croissance embryonnaire précoce et se
présente sous forme d’un sac gestationnel vide, ou sous forme d’un petit nodule nécrotique

du tissu embryonnaire pendant au bout du cordon ombilical (Figure 1).
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Un nombre moins important de ces grossesses survit au deuxieme trimestre et a ce
moment-1a, le phénotype est celui d’un feetus avec une anasarque massif et un hygroma
kystique (Figure 2). Les anomalies cardiaques et rénales sont souvent bien visibles.

Au cours du troisiéme trimestre, I’apparence du feetus peut étre similaire a celle
observée au 2°™ trimestre, avec des hygromas kystiques et des cedémes dorsaux sur les

mains et les pieds, |e phénotype classique du syndrome de Turner.

Figure 1 : Sac gestationnel avec un tres petit embryon, résultant d’une monosomie X non viable
[Solveig et Pflueger, 2005]

Les nourrissons 45,X pourraient ne pas étre reconnus a la naissance également, le
phénotype caractéristique n’apparaissant que plus tard dans I’enfance ou I’adolescence
avec I’hypogonadisme et la petite taille.

Plusieurs théories ont été avancées pour expliquer la grande variabilité phénotypique.
Bien que la plupart des produits de conception 45,X ayant survécu aterme semble avoir un
X d’origine maternelle, I’origine parentale de la monosomie ne semble pas influer sur le
phénotype ou laviabilité [Hassold et al., 1988 ; Hassold et al., 1992].
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A I’inverse, la survie en début de grossesse dépend de la présence ou non dans certains
tissus, d’un second chromosome sexuel, soit un autre X soit un Y. Les produits de
conception 45,X non porteurs d’une mosaique sont peu enclin a survivre, alors qu’une
grossesse comportant une mosaique a une meilleure probabilité de subir une morphogenése
ordonnée au début de la grossesse et une meilleure survie aterme [Held et al., 1992]. Cette
deuxieme lignée cellulaire pourrait étre absente de nombreux tissus et souvent difficile &
détecter avec les techniques cytogénétiques de routine, mais peut parfois étre identifiée a
I’aide de multiples sites d’échantillonnage ou des techniques FISH. Bien que des efforts
importants pour I’identification de la deuxiéme lignée cellulaire ne soient pas justifiés dans
I’évaluation de routine d’un produit d’AS portant une monosomie X, ils le sont beaucoup
plus dans I’évaluation des patientes atteintes du syndrome de Turner avec une faible
suspicion d’un mosaicisme du chromosome Y, car la présence de genes provenant du
chromosome Y peut exposer la patiente a un risque accrue de gonadoblastome, le tissu
gonadique, bien que dysgénésique, étant de nature testiculaire et en position ectopique.

Alors que la moyenne d’age de la mére pour la plupart des produits de conception
trisomiques est plus élevée par rapport a la population générale, ce n’est pas le cas pour les
monosomies X. Au contraire I’age moyen de la mere lors de la survenue d’une monosomie
est égal ou inférieur a celui de la moyenne d’age de la reproduction en genéral [Boué et al.,
1985]. De nombreux cas de monosomie X résultant d’une non-digonction post-zygotique
pourraient expliquer la différence dans I’age maternel entre les grossesses aneuploides
avec des monosomies X et celles avec des trisomies autosomiques. La non-digonction
mitotique pendant I’embryogenése semble étre un processus différent, ce qui peut ne pas
incriminer les effets de I’age maternel, d’ou la conclusion que I’age de la mére pour la
monosomie X ne devrait pas étre forcément plus élevé que celui de la moyenne d’age de
reproduction de la population. Les patientes avec antécédent de grossesse avec une
monosomie X choisissent souvent de subir une évaluation cytogénétique prénatal pour les
grossesses suivantes, mais le risque de récurrence pour les non-digonctions mitotiques

post-zygotiques n’a jamais été établi.

B.Leserreursdelamitose:

Une mauvaise ségrégation lors de la premiére division mitotique peut donner lieu a une
tétraploidie. Les conceptus tétraploides sont généralement « éliminés » trés tét lors de la
grossesse, bien qu’il existe de rares exceptions.
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La non-digonction mitotique se traduit souvent par un mosaicisme - présence de deux
ou plusieurs lignées cellulaires avec une constitution chromosomique différente -. Comme
cela a été suggéré pour le syndrome de Turner ; I’aneuploidie en mosaique pourrait étre
mieux tolérée au cours du développement que I’aneuploidie compléte ; il est prouvé que la
survie d’un feetus trisomique a terme pourrait étre plus probable s’il y a une lignée de

cellules euploides est présente dans le placenta.

Figure 2 : Perte de grossesse 45,X au deuxieme trimestre, avec hygroma kystique et un cedéme généralisé
[Solveig et Pflueger, 2005]

Lorsgue la non-digjonction se produit trés tot, elle peut entrainer un modéle généralisé
de mosaicisme, tandis que sa survenue plus tard dans la grossesse peut conduire a un
mosaicisme limité a I’un des deux : soit le feetus soit le placenta. Dans les villosités
choriales du tissu placentaire, il peut y avoir des différences caryotypiques entre la
préparation directe et la culture. Ceci est le reflet de I’origine embryologique différente du
trophoblaste et du mésoblaste extra-embryonnaire.

Le mosaicisme placentaire confiné est un probleme potentiel, méme chez le feetus a

caryotype normal. Sa présence a été associée a des niveaux de hCG anormaux [Morssink et
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al., 1996] et est de mauvais pronostic quant a I’issue de la grossesse, pouvant entrainer soit
un retard de croissance in utéro (RCIU), soit une mort feetale in utéro (MFIU) [Kalousek et
Barrett, 1994], soit a un avortement spontané.

Un caryotype feetal normal n’exclut pas une anomalie cytogénétique dans le placenta
pouvant étre a I’origine d’une interruption spontanée de la grossesse, ce qui suggere la
nécessité d’analyser a la fois le caryotype feetal et celui des tissus placentaires dans les
nai ssances mortes inexpliquées [Kaousek et Barrett, 1994].

La contribution de la cytogénétique dans I’échec des grossesses humaines pourrait donc
étre encore plus élevée que les estimations fondées sur les premiéres séries d’études, dans
la mesure ou ces cas ont été souvent examinés en utilisant des tissus d’une source unique et
gue certains produits de conception morphologiquement anormaux classés comme
euploidies pourraient en fait avoir été le résultat d’un mosaicisme ou d’un remaniement
cryptique non diagnostiqués.

Des études moléculaires ont montré que les aneuploidies autosomiques en mosaique
peuvent provenir soit d’erreurs mitotiques post-zygotiques soit d’erreurs méiotiques avec
correction post-zygotique avec perte subséquente de I’un des chromosomes surnuméraires
conduisant a la production d’une lignée cellulaire euploide ou bien duplication du
chromosome en monosomie a I’origine d’une lignéee cellulaire euploide responsable d’une
disomie uniparentale.

La probabilité de survenue de I’un ou de I’autre des mécanismes peut varier en fonction
du chromosome impliqué. Robinson et ses collegues suggerent que les trisomies en
mosaique impliquant les chromosomes 13, 18, 21, et X sont le plus souvent dues a une
perte somatique d’un chromosome surnuméraire issu d’une non-disonction méotique
[Robinson et al., 1995].

D’autre part, la trisomie 8 en mosaique peut avoir plus de probabilité de survie lorsque
la lignée aneuploide survient tardivement comme le résultat d’une erreur mitotique post-
zygotique, dans un produit de conception chromosomiquement normal a I’origine.

Le mosaicisme placentaire pourrait étre un facteur déterminant dans la survie des
embryons trisomiques. Des cas de trisomie 13 et 18 qui survivent a terme semblent avoir
une lignée de cellules diploides dans le cytotrophoblaste [Kalousek et al., 1989; Harrison
et al., 1993]. Par contre, le mosaicisme ne semble pas étre a un facteur de survie dans le
cas de latrisomie 21, sans doute a cause des effets moins déléteres de cette trisomie sur la
fonction placentaire [Kalousek et al., 1989].
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e Lechimérisme:

Une autre cause probable de la présence de plus d’une lignée cellulaire chez un feetus
est le chimérisme. La chimére dans la mythologie classique était une créature avec la téte
d’un lion, le corps d’une chevre et la queue d’un serpent. Bien que le composé chimérique
mythique de plusieurs especes sans lien particulier est purement fantaisiste, des individus
avec des cellules provenant de deux ovules fécondées séparément sont connus dans
I’espéce humaine et d’autres mammiferes. La fusion post-zygotique de jumeaux dizygotes
donne un seul individu chimérique. Le chimérisme peut expliquer la présence de deux
lignées cellulaires chez un méme individu, ou I’'une d’elles peut étre dérivée de I’autre.
C’est le mécanisme sous-jacent le plus probable pouvant explique I’hermaphrodisme
46,XX/46,XY et pourrait également expliquer le feetus 45,X/69,XXY décrit par Betts et ses
collegues [Betts et al., 1989]. Un certain nombre de mosaiques diploides/triploides a
également été rapporté [Blackburn et al., 1982]. Certaines d’entre elles sont probablement
des chimeres, mais la dispermie est un autre mécanisme envisageable, dans lequel un
pronucléus maternel haploide unique est fécondé par un spermatozoide haploide de la
maniére habituelle d’ou la lignée diploide. Une seconde fécondation se produit alors dans
I’une de cellules filles aprés la premiére division cellulaire, conduisant a la lignée cellulaire
triploide [Dewald et al., 1975].

C.Leserreursdefécondation :

Des erreurs survenant lors de la fécondation peuvent conduire a des grossesses avec un
lot chromosomique supplémentaire complet (triploidie) et des grossesses diploides
anormales dans lesquelles les deux lots chromosomiques proviennent d’un seul et méme
parent (grossesse mélaire ou mole hydatiforme). Etant donné que les triploidies d’origine
paternelle peuvent provoquer des changements dans les villosités choriales ressemblant
aux moles hydatiforme, elles sont parfois appelées « moles partielles ». Les grossesses
molaires complétes et partielles ont grandement contribué a faire progresser notre
comprehension de I’empreinte génomique et le réle qu’elle joue dans le développement
embryonnaire et la cancérogenese. Les empreintes génomiques peuvent avoir des fonctions
non seulement dans I’expression des génes précoces de I’embryogenese, mais pourraient
jouer également un rdle important dans le contréle de la perte chromosomique plus tard
danslavie et contribuer ainsi aréduire le risque de cancer [Thomas, 1995].

Un jeu chromosomique haploide supplémentaire d’origine maternel (digynie) ou
paternel (diandrie) peut entrainer un embryon triploide. Un caryotype a 69,XYY est

Page 18



Chapitre I Cytogénétique des avortements spontanés

indicatif de I’origine paternelle du lot chromosomique supplémentaire, tandis qu’un
caryotype 69,XXX ou 69,XXY, peuvent étre le résultat soit d’une digynie soit d’une
diandrie. Différents éveénements peuvent conduire a la présence d’un jeu chromosomique
supplémentaire. Les triploidies d’origine paternelle résultent habituellement de la
fecondation d’un ovule haploide par deux spermatozoides (dispermie), ou de la
féecondation de I’ovule par un spermatozoide diploide.

La fécondation par un spermatozoide haploide avec une endo-duplication ultérieure du
lot chromosomique paternel est un mécanisme également probable. Ce dernier peut
entrainer une iso-disomie pour tous les chromosomes paternels comme le ferait une erreur
lors de la méose Il [Neuber et al., 1993]. D’autre part, les triploidies ayant une origine
maternelle ont e plus souvent pour origine une erreur lors de la méose maternelle | ou |1,
donnant ainsi un ceuf diploide ; mais d’autres mécanismes, notamment la fécondation d’un
ovocyte primaire (ovocyte Il), ont également été suggérés [O’Neill et Kaufmann, 1987].
Dans I’ensemble, les deux triploidies représentent 1 a 3% des grossesses reconnues
cliniquement et 15 a 20% des AS chromosomiquement anormaux, placant ains la
triploidie parmi les aberrations chromosomiques les plus fréquentes dans la conception
humaine [Jacobs et al., 1978 ; Lindor et al., 1992].

Bien que le résultat d’une diandrie ou d’une digynie soit le méme avec 69
chromosomes, le phénotype des triploidies d’origine paternelle est totalement différent de
celles d’origine maternelle. L’observation microscopique de coupes faites dans des
embryons triploides issus de diandries montre un mélange de villosités hydropiques et de
villosités normales plus petites. La plupart de ces embryons se présente sous I’aspect d’un
sac vide dans le premier trimestre. Ceux qui survivent dans le deuxieme trimestre
présentent un rapport poids feetal/placenta anormal, avec un placenta trés grand et des
villosités choriales grossiérement hydropiques (Figure 3). Les taux d’alpha-feetoprotéine
(AFP) et d’hCG sont typiquement élevés.

Les feetus porteurs d’une triploidie d’origine maternelle présentent un retard de
croissance avec un crane disproportionné. Le placenta est petit et présente une apparence
fibrotique, et la dégénérescence hydropique constatée dans la triploidie paternelle est
absente (Figure 4). Contrairement aux triploidies paternelles, les taux d’AFP et d’hCG
sont faibles.

Le risque de grossesse triploide semble diminuer avec I’avancement de 1’age maternel.
La baisse de survie des produits de conceptions anormaux chez les femmes agées avant la

découverte de la grossesse est une explication possible. Les patientes plus jeunes semblent
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plus susceptibles de présenter des triploidies paternelles, alors que la « mére triploide » est
plus fréguente chez les patientes agées.

La mble compléte est une grossesse caractérisée par une hypertrophie placentaire
marquée par la présence de grandes villosités kystiques hydropiques. Le fcetus est absent et
les villosités ne montrent pas de vascularisation feetale.

Le trophoblaste sur les villosités montre divers degrés de prolifération. Les patientes
présentent généralement des niveaux particulierement élevés de hCG. En dépit de leur
phénotype nettement anormal, les grossesses molaires présentent généralement un
caryotype diploide de 46,XX dans environ 90% des cas, et 46,XY dans 6 a 10% des cas
[Berkovitz et al., 1991] ; cependant, les deux jeux chromosomiques haploides sont
d’origine paternelle. Les mécanismes sont probablement similaires a ceux de la triploidie
paternelle, mais avec la fécondation d’un ovule «vide» par deux spermatozoides. La
duplication des chromosomes d’un spermatozoide haploide semble plus fréquente et
pourrait expliquer la prépondérance des caryotypes 46,X X, alors que la fécondation par un
spermatozoide diploide pourrait donner soit un 46,XX, soit un 46,XY. Le caryotype 46,YY
semble étre incompatible avec le développement embryonnaire ou feetal [Lindor et al.,
1992].

Figure 3 : Triploidie paternelle avec un caryotype 69,XXY . Placenta trés volumineux par rapport alataille
du feetus [Solveig et Pflueger, 2005]
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Figure4 : Triploidie maternelle avec un placenta trés petit et un créne disproportionné en comparaison ala
taille du feetus [Solveig et Pflueger, 2005]

Les mbles hydatiformes peuvent potentiellement subir une transformation maligne,
donnant lieu a des choriocarcinomes. Pour cette raison, |le diagnostic de ces dernieres est
essentiel. Les produits de conception triploides ne semblent pas avoir le méme potentiel
malin [Benirschke et Kaufmann, 1995; Szluman, 1984]. Le mécanisme de la
transformation maligne de la modle compléte semble étre di au phénomene d’empreinte
génomique par I’expression de génes qui devraient étre réeprimés normalement [Mutter et
al., 1993 ; Ariel et al., 1994]. L’empreinte génomique a également été suggérée comme
une explication plausible aux différences phénotypiques entre les triploidies paternelles et
maternelles [McFadden et al., 1993].

Les deux moles compléte et partielle semblent étre le résultat d’erreurs aléatoires au
moment de la fécondation. Dans ce cas, il n’existe pas d’impact significatif sur le risque
d’autres anomalies chromosomiques dans les grossesses ultérieures [Berkowitz et al.,
1995]. La surveillance échographique est cependant proposée au début des grossesses
suivantes afin d’exclure une méle récurrente et une évaluation post-natal des taux d’hCG
est recommandée afin de prévenir une maladie trophoblastique persistantes [Berkowitz et

al., 1995]. Plusieurs études suggérent une prédisposition familiale aux grossesses molaires
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[LaVecchia et al., 1982 ; Kircheisen et al., 1991], mais I’importance de ces antécédents

familiaux n’a pas encore été établie avec certitude.

D. L esréarrangements structur aux :

Les anomalies de structure sont moins fréguentes que les aneuploidies chromosomiques
dans les pertes de grossesses. Environ 1 a 2% des grossesses montrent des réarrangements
structuraux. Jacobs a étudié 5726 caryotypes d’AS, révélant 0,28% de réarrangements
équilibrés et 1,54% de réarrangements déséquilibrés [Jacobs, 1981]. Les réarrangements
équilibrés comprennent essentiellement les trandocations robertsonniennes, les
translocations réciproques et les inversions. Dewald et Michels ont révélé dans une revue
de la littérature la présence d’une translocation chez 2,1% des couples ayant des ASR
[Dewald et Michels, 1986]. Ces translocations ont été retrouvées chez 1,7% de patients de
sexe masculin et 2,6% des patientes de sexe féminin. Ceci est comparable a une incidence
de 1/500 (0,2%) chez les nouveau-nés [Jacobs, 1977]. La fréquence des réarrangements
équilibrés dans les produits d’AS n’est pas sensiblement augmentée par rapport a celle
observée dans les naissances vivantes ; cela n’est pas surprenant car les réarrangements
équilibrés ne sont généralement pas associées a des atérations phénotypiques et sont
compatibles avec le développement embryonnaire et feetal.

Les réarrangements déséquilibrés les plus fréquents résultent d’une transmission
déséquilibrée de transl ocations robertsonniennes. Celles-ci peuvent survenir « de novo » ou
étre d’origine familiale. L’incidence des translocations robertsonniennes déséquilibrées est
beaucoup plus élevée dans les produits d’AS que dans les naissances vivantes, ce qui
refléte la mort in utero de ces produits de conception. Les autres réarrangements
structuraux déséquilibrés observés dans les produits d’AS sont des chromosomes dérivés
avec du matériel supplémentaire ou manquant, les chromosomes en anneaux et les
chromosomes marqueurs surnumeraires. Les réarrangements « de novo » sont le plus
souvent d’origine paternelle [Olson et Magenis, 1988]. L’analyse du sperme humain a
révélé une variabilité considérable entre les donneurs (de 0% a 17,8%), avec une moyenne
de 9,3% de spermatozoides anormaux, présentant principalement des cassures, des
fragments et des petites délétions dans la plupart des réarrangements.

Bien que de nombreux réarrangements structuraux soient « de novo », la majorité
semble étre familiale. De nombreuses éudes sur des patients qui ont subi des pertes de
grossesses récurrentes ont montré que ces personnes ont un risque accru d’étre porteurs

d’un réarrangement chromosomique équilibré. L’analyse cytogénétique et le conseil
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génétique sont indiqués pour les couples avec deux ou plusieurs échecs de grossesses. Les
porteurs de réarrangements équilibrés peuvent produire a la fois des gameétes équilibrées et
déséquilibrées ; une combinaison de conceptions normales et anormales est fréquemment
observée chez ces couples. Les réarrangements sont plus susceptibles donc d’étre retrouvés
chez des couples ayant vécu des avortements et des naissances vivantes que chez ceux
ayant vécu uniquement des AS [Simpson et al., 1989 ; Gadow et al., 1991].

Campana et ses collegues notent que les chromosomes et points de cassure impliqués
dans les réarrangements structuraux ne sont pas aléatoires [Campana et al., 1986]. La
survie d’une grossesse avec un complément chromosomique déséquilibré dépend du
chromosome impliqué et du ou des segments, en particulier leur taille, en cause. Bragkel eer
et Dao ont trouvé des translocations ou des inversions chez 2,6% des femmes ayant des
antécédents d’échecs de reproduction contre 1,4% chez les hommes et Gadow et al. ont
constaté que 3,5% des femmes et 1,7% des hommes ayant subi des pertes récurrentes de
grossesse avaient des translocations équilibrées [Braekeller et Dao, 1990 ; Gadow et al.,
1991]. Les deux rapports suggerent que le risque d’hypofertilité chez les hommes porteurs
est important. Les réarrangements chromosomiques semblent étre associés a un risque
accru d’hypofertilité, notamment en raison des échecs de grossesse a répétition. Le
mauvais pronostic d’une grossesse lorsque 1I’un des parents est porteur d’un réarrangement
structural varie considérablement en fonction du type et de la taille du réarrangement et
du/des chromosome(s) impliqué(s). Le consell génétique doit donc étre individualisé pour
chague famille, avec une attention particuliére a la viabilité potentielle de tous les produits
méiotiques desequilibrés. En regle générale, il a eté suggéré qu’un porteur masculin
présente un risque moindre pour une descendance anormale qu’une femme porteuse, mais
cette genéralisation n’est pas applicable dans tous les cas [Petrosky et Borgaonkar, 1984].
Par contre, I’obtention d’une grossesse est plus « facile» lorsque c’est la femme qui est
porteuse du remaniement.

La cause de I’échec de la grossesse chez les patients présentant des translocations
équilibrées est tres probablement la production de gametes déséquilibrés a la suite d’une
ségrégation anormale pendant la méiose, sans minimiser I’entrave a la gamétogenése et a la
grossesse résultant du remaniement. Les inversions péricentriques peuvent aussi conduire a
des gametes déséquilibrees, avec duplication d’une extrémité et perte de I’autre extrémité
en cas de crossing-over dans la boucle d’appariement non compensé avant la sortie de la
boucle [Gardner et Sutherland, 1996].
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I11.2. Lespertes de grossesses chr omosomiquement nor males :

L’identification d’un avortement spontané cytogénétiquement normal pourrait étre plus
intéressante cliniqguement que I’identification d’une gestation aberrante. Le risque d’ASR
est plus élevé lorsgue la perte de grossesse antérieure est chromosomiquement normale
[Cowchock et al., 1993]. Boué et ses collégues ont constaté un risque de répétition de la
perte de 23% aprés une fausse couche cytogénétiquement normale, contre 16,5% ala suite
d’un AS chromosomiquement anormal [Boué et al., 1985]. Morton et ses collegues ont
constaté que chez les femmes de moins de 30 ans, le risque de fausse-couche était de
22,7% suite aun AS avec un caryotype normal, 15,4% suite a une trisomie et 17% suite a
une autre anomalie chromosomique. Chez les femmes de plus de 30 ans, ces risques étaient
respectivement de 25,1%, 24,7%, et 20,3% [Morton et al., 1987]. L’étude cytogénétique
des ASR suggeére que les patientes qui souffrent d’un AS chromosomiquement normal sont
plus susceptibles de présenter des caryotypes normaux dans les pertes ultérieures [Hassold,
1980 ; Warburton et al., 1987].

Hormis I’existence d’un remaniement chromosomique cryptique notamment équilibré,
non visible au caryotype, chez I’un des deux parents, un AS chromosomiquement normal

peut avoir différentes autres explications :

A. Lesfacteursanatomiques:

IIs sont peu fréquents. La cavité utérine peut avoir des particularités qui font qu'elle ne
favorise pas le développement de I'ceuf. La prévalence des malformations utérines dans la
population générale est estimée entre 0,1 et 10% [Maneschi et al., 1995]. L'enquéte
étiologique dans les avortements spontanés a répétition trouve une malformation utérine
dans 15 a 30% des cas [Gilchrist et al., 1991]. Malgré de nombreuses controverses
concernant la responsabilité des malformations, les travaux les plus récents semblent
confirmer l'association causale. Le septum utérin est la malformation utérine la plus
souvent associée aux avortements spontanés. Toutefois, d’autres pathologies, telles que le
fibrome sous-muqueux et les synéchies intra-utérines, peuvent aussi les provoquer. La
résonance magnétique ou I’échographie 3-D est nécessaire pour faire la différence entre le
septum utérin et d’autres malformations utérines non associées aux AS. L’hystéroscopie

interventionnelle permet dans certains cas de corriger le probléme.
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B. Lesfacteursimmunologiques :

La cause des ASR restant inconnue pour 40 a 60% des couples, des facteurs
immunologiques ont été retenus comme cause probable, sans pour autant qu’une preuve
directe de leur implication n’ait été apportée. Il est probable que la cause immunologique
puisse étre autoimmune ou alloimmune.

e Autoimmune: Le syndrome antiphospholipide est associé aux ASR. Dix pour cent
des patientes avec des anticorps antiphospholipides présenteront des pertes feetales
récurrentes. Il s’agit de pertes feetales aprés 10 SA. 1l n’y a pas de consensus en ce
qui concerne I’association du syndrome anti phospholipide et les pertes feetales
avant 10 semaines. Les deux tests les plus souvent utilisés pour le diagnostic sont
I’activité anticoagulante lupique et les anticorps anticardiolipines. Si le test se
révéle anormal et qu’il y a eu présence d’évenements lors d’une grossesse
antérieure, cela guidera vers un traitement anticoagul ant.

e Alloimmune: Plusieurs hypotheses suggerent une anomalie du blastocyste ou de la
régularisation de la croissance placentaire. Les traitements immunologiques n’ont
démontré aucune amédioration dans la prévention des ASR. Quelques études
semblent proposer que le traitement avec de la progestérone aurait un effet de

régulation immunitaire.

C. Lesfacteursendocriniens:

De toutes les étiologies proposees pour expliquer les avortements a répétition, les causes
endocriniennes sont les plus controversées, car |'indiscutable relation de cause a effet n'est
pas établie. Les éventuelles anomalies hormonales retenues sont : les insuffisances lutéales,
le diabéte sucré, les maladies thyroidiennes, les ovaires polykystiques et I'hypersécrétion

de LH (Luteinizing Hormone).

D. Lesfacteursinfectieux :

Plusieurs agents infectieux peuvent induire des avortements sporadiques
(Cytomégalovirus, virus, Herpes simplex, virus de la rubéole, Treponema pallidum,
Toxoplasma gondii, Mycoplasma hominis, Ureaplasma hominis...) [Summers, 1994].
Plusieurs conditions doivent étre remplies pour retenir la responsabilité d’un agent

infectieux dans les avortements spontanés a répétition : longue persistance ; infestation peu
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symptomatique pour échapper au diagnostic et au traitement ; accés au feetus soit pour
I’infecter, soit pour entretenir une réponse inflammatoire. Peu d’agents infectieux
répondent a ces exigences. L’intérét s’est recemment porté sur les infections vaginales qui
pourraient intervenir dans les avortements tardifs et les accouchements prématurés.
Etudiant les anticorps anti-Chlamydia trachomatis, deux études n’ont pas objectivé de
différence chez des femmes témoins et des femmes présentant des avortements spontanés a
répétition [Vinatier et al., 1998]. Devant I’absence de preuves de responsabilité, I’efficacité
des traitements anti-infectieux reste soumise a évaluation et ne seront prescrits que dans

des études prospectives control ées.

E. Lesfacteurs masculins:

Les facteurs masculins sont rarement évoqués dans les avortements spontanés a
répétition. Pourtant |es études animales ont montré que le male pouvait intervenir dans leur
survenue, aors que les parametres du sperme semblent normaux. Les males avec une
morphologie anormale significative et persistante du sperme (formes anormales) peuvent
engendrer un nombre plus éevé dembryons génétiguement anormaux. Cependant,
plusieurs travaux ont montré [’absence de corrélation entre la numération des
spermatozoides, le pourcentage de formes anormales et la probabilité d’un avortement. Le
pourcentage de spermatozoides aneuploides augmente avec I’age, atteignant 13% chez les
hommes de plus de 44 ans [Rosenbuch et Slerzik, 1991]. Le pourcentage des
spermatozoides aneuploiques ne semble pas étre augmenté dans les avortements spontanés
a répétition [Sbracia et al., 1996]. La concentration spermatique en leucocytes et
lymphocytes T ne permet pas d’identifier un groupe d’hommes a risque d’ASR [Hill et al.,
1994]. Un travail objective une anomalie du spermatozoide, & savoir une résistance
diminuée au milieu hypo-osmotique, qui serait plus fréquente chez les hommes en cas
d’avortements spontanés a répétition. Cette anomalie pourrait traduire un défaut
d’activation génique empéchant I’apparition de protéines d’origine paternelle identifiées
dans I’embryon avant I’implantation [Buckett et al., 1997]. Le spermogramme peut
objectiver une oligoasthénotératospermie, associée avec une fréquence davortements
spontanés anormalement élevée. Ce sont la tératospermie et surtout la polyzoospermie qui

parai ssent en cause.
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F. Lesfacteurs hématologiques:

Depuis longtemps les cliniciens, sans en apporter la preuve, pensent qu’un certain
nombre d’avortements spontanés est dd a une perturbation du lit placentaire. L’hypothése
est que des micros thromboses des vaisseaux placentaires entrainent des infarctus
placentaires multiples qui, retentissant sur le développement embryonnaire, pourraient
induire un avortement. Certaines maadies congénitales de la coagulation seraient
responsables de pres de 10% des avortements chez des patientes ayant des antécédents
thromboemboliques. Ces maladies thrombotiques héréditaires, baptisées « thrombophilie
familiale », sont dues a une anomaie des genes codant certaines protéines de la
coagulation impliquées dans la cascade de I’antithrombine 111 et la protéine C. les déficits
en antithrombine |11, protéine C et protéine S sont des maladies transmises sur un mode
autosomigue dominant. Les formes homozygotes sont souvent |étales en période néonatale.
Les sujets hétérozygotes présentent une tendance a faire des accidents thromboemboliques
qui s’accentue avec I’age. Une mutation du gene du facteur V entrainant une résistance a la
protéine C activée a é&é mise en évidence [Vinatier et al., 1998]. Cette mutation, transmise
sur le mode autosomigque dominant, a été baptisée « facteur V de Leyden ». Contrairement
aux autres thrombophilies familiaes, celle-ci est fréguente avec une incidence de 2-7%.
Plusieurs travaux ont examiné I’éventuel lien entre cette mutation et la survenue des
avortements spontanés a répétition. Toujours est-il que les thrombophilies familiales sont
une cause émergente des avortements spontanés a répétition, dont I’importance reste a

déterminer.

G. L’environnement :

Le tabagisme et I’alcoolisme maternels pourraient avoir un réle dans les avortements
spontanés a répétition. Les champs magnétiques (écran vidéo, couverture et matelas
chauffants, wifi, téléphones portables...) ont été accusés sans preuve [Schnorr et al., 1991].
Des expositions a certains polluants (gaz anesthésiques, formaldéhyde, plomb, oxyde
d’éthyléne...) ont été impliquées dans des avortements sporadiques. Le sélénium, élément
essentiel a la fonction de I’enzyme glutathion peroxydase, protecteur de I’oxydation,

pourrait faire défaut dans certains cas d’avortements spontanes a répétition.
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H. Lesfacteurs psychologiques:

Les facteurs psychologiques étaient considérés comme fondamentaux dans I’étiologie
des avortements spontanés a répétition. Plusieurs auteurs ont décrit une personnalité type
de la patiente. Ces patientes ont été décrites comme étant tendues, ayant besoin
d’attention ; elles n’auraient ni psychose ni névrose, mais auraient dans 19% des cas des
troubles de la personnalité [Berle et Javert, 1959]. Ces femmes auraient en commun de
répondre somatiquement a certaines sSituations psychiques (nausées, vomissements,
cephalées, colite...). Pour ces femmes qui ne se sentent pas capables d’agir de fagon
mature, la grossesse est un trop grand stress auquel elles répondent corporellement par des

contractions, des saignements et des avortements.

Toutes ces descriptions de profils psychologiques ont été réalisées aprés la série

d’avortements. Ces traits de personnalité sont fortement imprégnés par I’expérience vécue.

Ces publications anciennes, anecdotiques et non contrdlées sont peu convaincantes pour

retenir les causes psychol ogiques des avortements spontanés.

En conclusion, I’origine chromosomique des avortements spontanés, notamment a
répétition, est de trés loin la plus fréquente, bien que sous-estimée en raison du grand
nombre de remaniements cryptiques non diagnostiqués par le caryotype.

Aussi, la cytogénétique est au premier rang des examens complémentaires a demander

en cas d’avortement spontané, en particulier a répétition.
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Introduction :

Le caryotype présente une tres bonne sensibilité en ce qui concerne le dépistage des
trisomies autosomiques (13, 18 et 21) et des aneuploidies affectant les chromosomes
sexuels, lesquelles représentent la plupart des assortiments chromosomiques feetaux
anormaux [Rickman et al., 2006]. De plus, le caryotype complet présente I’avantage de
permettre le dépistage d’autres aberrations chromosomiques, tant numériques (triploidie et
chromosomes excédentaires anormaux sur le plan structural) que structurales (délétions,
translocations, inversions et insertions), selon une résolution d’environ 10 millions de
paires de bases (10 Mb) d’ADN.

Le caryotype présente néanmoins un certain nombre de limites [ Schaeffer et al., 2004],
en raison du temps requis pour la collecte et la mise en culture des cellules, ainsi que du
processus d’analyse exigeant en main-d’ceuvre avec I’exécution d’un caryotype complet
qui nécessite environ de 7 a14 jours.

Des efforts considérables ont donc été déployés pour éaborer de solides techniques de
biologie moléculaire qui ne nécessitent pas une mise en culture avant I’analyse et se prétent
a I’automatisation, permettant ainsi I’obtention de résultats plus rapidement et a moindre

co(i.

|. Spécimens utilisés pour les é&udes cytogénétiques :

Bien que les éudes cytogénétiques puissent étre trés utiles dans le suivi des patients
ayant des ASR, les caryotypes feetaux sont rarement effectués. Cowchock et ses collegues
ont rapporté un taux de succes de 84% dans une série de 100 échantillons, montrant que
I’analyse des chromosomes est effectivement réalisable dans la plupart des spécimens
[Cowchck et al., 1993]. Les villosités choriales sont souvent le tissu de choix, tandis que
les biopsies de peau prélevées sur le feetus décédé sont associées a un taux d’échec élevé.

Tel que mentionné précédemment, lors des AS, il est fréquent que le tissu soit retenu
dans I’utérus pendant plusieurs jours, voire plusieurs semaines apres la mort de I’embryon
ou du feetus. Pour cette raison, le tissu feetal est souvent autolysé et il est peu probable qu’il
puisse étre exploité dans le cadre de méthodes de culture standards. Les chondrocytes
semblent survivre plus longtemps que la peau et la plupart des tissus mous aprés la mort du
feetus et pourraient augmenter les chances de succes de la culture cellulaire [Gelman-

Kohan et al., 1996]. D’autre part, les tissus placentaires restent souvent vivants plus
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longtemps, car les substances nécessaires a leur survie leur sont fournies par le contact
avec le sang maternel. ldéalement, les deux : feetus et placenta doivent étre utilises.
L’avantage du tissu feetal est qu’il y a peu de risques d’une contamination par des cellules
maternelles, cependant, si le feetus est macéreé, la réussite de la culture ne devrait pas étre
espérée. Le tissu placentaire pousse généralement bien, mais il existe un grand risgue de
contamination par les cellules maternelles. Ce risque est réduit si le technicien a une bonne
connaissance en histologie et dans I’identification du placenta et des villosités choriales.
Toutefois, si les cellules maternelles sont présentes dans I’échantillon, la trypsinisation des
cellules visant & activer la pousse cellulaire lorsque celle-ci est lente, semble augmenter le
risque de prolifération de cellules maternelles. Une sélection soigneuse des tissus et un
lavage de ces derniers afin d’éliminer les cellules maternelles pourrait éventuellement

réduire le risque de contamination par ces dernieres [Lathi et Milki, 2002].

1. Méthodes de Dépistage Rapide de I’Aneuploidie (DRA) :

A I’heure actuelle, deux méthodes de DRA ont été confirmées en vue d’une utilisation
pour I’analyse des produits d’avortements spontanés, généralement a titre de méthodes
d’appoint plut6t qu’en remplacement du caryotype : laFISH et QF-PCR. LaMLPA est une
technologie plus récente; elle fait toujours I’objet de recherches en ce qui a trait a son
utilisation dans |le cadre de larecherche sur lesAS.

I1.1. Fluorescence I n Situ par Hybridation (FISH) :

La technique de fluorescence in situ par hybridation comporte trois étapes. La premiére
consiste en une denaturation de I’ADN de la cible chromosomique et de I’ADN de la sonde
si cette derniére est sous forme double brin. La sonde est ensuite hybridée sur I’ADN cible.
La troisieme étape correspond a la révélation de I’hybridation qui peut étre directe ou
indirecte et ala contre-coloration du support, c’est-a-dire les chromosomes ou les noyaux
interphasiques. La sonde hybridée avec la cible est révélée par un signa fluorescent
[Muleriset al., 1996; Wilkinson, 1994].

Les résultats sont étudiés avec un photomicroscope a épifluorescence équipé de filtres
specifiques des différents fluorochromes et éventuellement d’un analyseur d’images. Il est
ains possible, en analysant les signaux fluorescents, de déterminer la présence, la
localisation et le nombre de copies d’une séquence cible et de détecter les remaniements de

nombre ou de structure (Figure 4).
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[1.L1.1. Lescibles:
Il existe une seule cible, I’ADN génomique, qui prend deux aspects majeurs: celui de

chromosomes métaphasiques et celui de domaines chromosomiques dans les noyaux
interphasiques. Les meétaphases sont obtenues selon les protocoles standards de
cytogénétique conventionnelle nécessitant une étape préalable de culture cellulaire.

La fluorescence in situ par hybridation sur noyaux interphasiques permet I’analyse
rapide d’un grand nombre de cellules en évitant I’étape de culture préalable, ce qui permet

des diagnostics directs avec des délais de réponses trés courts.

a
S, 4.-"“*:"

Figure 4 : Principe de la FISH sonde marquée par Nick Trandation, hybridation in situ avec 'ADN dénaturé,
traitement avec des anticorps fluorescents pour localiser le géne d'intérét au microscope a épifluorescence
[Muleriset al., 1996]

Il est possible de déterminer les anomalies de nombre en quantifiant le nombre des
copies d’un chromosome donné, d’explorer les aneuploidies en mosaique aussi bien au
niveau constitutionnel que somatique acquis au cours des processus tumoraux, mais
également de mettre en évidence certains remaniements chromosomiques acquis dont les

points de cassure clonés ont été utilisés pour produire des sondes.
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Aux finsdu DRA, les sondes utilisées sont propres aux chromosomes 13, 18, 21, X et Y.
Les échantillons sont analysés au moyen d’un microscope; le nombre de signhaux
fluorescents par cellule indique le nombre de copies du chromosome ciblé. La pratique
standard est d’examiner 100 noyaux pour écarter la possibilité de mosaicisme a un niveau
supérieur &10 % a 15 % (soit a un niveau semblable a celui d’un caryotype complet).

La FISH est / peut également étre utilisee aux fins du diagnostic ciblé de plusieurs
microremaniements chromosomiques courants qui sont associées a des anomalies feetales
structurales (tel le syndrome de Di Georges, microdél étion 22g11 associé a des anomalies
cardiagues) ou qui sont recherchés lorsque les parents ont d§a eu un enfant présentant un

microremaniement particulier.

I11.1.2. L essondes:

Les sondes peuvent étre utilisées sur de I'ADN ou de I'ARN (sondes nucléiques).
Plusieurs types de sondes sont disponibles pour la détection des remaniements
chromosomiques.

e Centromérique : permet de mettre en évidence les centromeres des chromosomes.
Sonde avec une séquence répétée satellite.

e Chromosomique (ou chromosome specifique): permet de mettre en évidence les
chromosomes individuellement par processus "peinture chromosomique”.

e Locus spécifiques : permet de mettre en évidence un ou plusieurs géenes particuliers
(Figureb).

Pour permettre leur détection spécifique, les sondes sont marquées soit par des procédés
enzymatiques par introduction d’haptene (biotine, digoxigénie), soit par procédés
chimiques. Actuellement, les sondes utilisées sont préalablement couplées a des

fluorochromes.
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LES DIFFERENTS TYPES DE SONDES UTILISES EN FISH

Fragments d'ADN
spécifiques et manques
par un fluorochrome

Centromeérique

De
peinture

Locus specifique

Figure5 : Lesdifférentes sondes utilisées en FISH [Lemieux et al., 1994]

I11.2. Amplification en chaine par polymér ase fluor escente guantitative (QF-PCR) :

La QF-PCR est une méthode récente qui peut étre utilisée pour déterminer le nombre de
copies d’une sequence d’ADN [Mann et al., 2004 ; Shmidt et al., 2000]. La QF-PCR
consiste en une PCR en multiplex couplée & une éectrophorése capillaire. A partir d’ADN
extrait de villosités choriales ou d’amniocytes n’ayant pas été mis en culture, la QF-PCR
amplifie les marqueurs d’ADN polymorphiques propres aux chromosomes visés (13, 18,
21 et, parfois, X et Y). Les amorces marquées par fluorescence se lient a chacune des
séquences cibles et permet a I’ADN polymérase de répliquer le brin, synthétisant ainsi un
ADN double brin. A la suite de I’amplification, les produits sont séparés en fonction de
leur taille au moyen d’un systeme d’électrophorése capillaire. La mesure assistée par
ordinateur de I’intensité du signal fluorescent permet la détermination du nombre de copies
de chacune des séquences cibles et donc, de chacun des chromosomes,

La QF-PCR a pour avantage de ne nécessiter qu’un petit prélevement et de permettre

I’automatisation de I’examen, ce qui offre un délai d’exécution rapide et a moindre co(t,

Page 33



Chapitre I1 Nouvelles techniques moléculaires de dépistage des aneuploidies

par comparaison avec I’analyse cytogénétique conventionnelle. De surcroit, le dépistage au
moyen de la QF-PCR élimine I’identification imprévue ou accessoire d’anomalies
chromosomiques rares (dont I’importance sur le plan clinique demeure incertaine), tandis
que le caryotype peut donner des résultats n’offrant qu’un faible coefficient de prévision en
ce qui atrait au phénotype anormal, et ce, en raison de la détection du mosaicisme et des
remani ements de novo équilibrés [ Speevak et al., 2008].

11.2.1. Analyse desrésultats de la QF-PCR, compar aison avec la FI SH, et per spectives
futures:

En analysant les résultats publiés a ce jour utilisant cette méthode, [Cirigliano et al.,
2004 ; Mann et al., 2004] ainsi que la seule méta-analyse [Hulten et al., 2003], le
pourcentage de pathologies chromosomiques détectées se situe entre 4 et 6%. Les
aneupl oidies autosomiques en constituent la plus grande partie, soit par ordre de fréquence
croissante : les triploidies, les trisomies 13, 18 et 21. Les aneuploidies gonosomiques sont
le plus souvent des (45,X) (correspondant au syndrome de Turner), ayant une occurrence
proche de celle de la trisomie 13 ; elles prévalent sur les disomies X et Y (47,XXY, et
47,XYY).

Ce qui est remarquable est le fait que sur toutes ces séries publiées, il n'y a eu aucun
résultat faux positif, ce qui situe le taux de faux positifs de cette méthode a < 1/38 864. La
détermination des anomalies du nombre de gonosomes par QF-PCR était par le passé
moins réalisée que celle des autosomes pour des raisons techniques, mais des améliorations
récentes ont gjusté sa sensibilité, ce qui devrait corriger I'asymétrie constatée dans les
publications [Donaghue et al., 2003 ; Cirigliano et al., 1999]

Un des avantages de la QF-PCR, par rapport au caryotype, est sarapidité dans plus de
95% des cas les résultats peuvent ére communiquées 24 heures apres la réception de
I'échantillon, ce qui, en plus de sa fiabilité, en fait un procédé technique simple. De plus, a
partir du prélevement de I'échantillon, chague étape peut étre robotisée, I'extraction de
I'ADN génomiqgue, la PCR couplée al'électrophorése, et enfin I'analyse des résultats. Cette
méthode, par rapport a la FISH, permet de réduire les colts de I'analyse rapide et pourrait
étre proposée a un plus grand nombre de patientes. Ces caractéristiques avantagent la QF-
PCR, par rapport au FISH-interphasique. Cette derniere, tout en restant une alternative
fiable et également rapide, n'est pas automatisable, et reste dépendant de I'interprétation

d'opérateurs techniquement instruits.
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La QF-PCR a par ailleurs I'avantage d'ére compatible avec un développement futur
[Ogilvie, 2003]. Comme évoquée précédemment, il est aussi envisageable d'augmenter la
résolution de la QF-PCR par l'inclusion de marqueurs microsatellites supplémentaires.
Cette mesure pourrait permettre la détection d'anomalies structurelles déséquilibrées, et

élargir le spectre d'indications pour la QF-PCR.

I1.3. Amplification multiplex de sonde nucléque dépendant desligatures (ML PA) :

La MLPA est une technologie fondée sur la PCR qui établit une distinction entre les
nombres de copies de séquences d’ADN particulieres. La MLPA utilise des sondes en deux
segments (deux hémi-sondes), I’une étant dotée d’une séquence « stuffer » dont la longueur
varie d’une sonde a I’autre. Lorsque les hémi-sondes sont hybridées a des séquences cibles
adjacentes sur I’ADN génomigue, elles peuvent étre liees par I’enzyme ADN ligase. Cela
permet I’amplification de tous les sites ciblés au moyen d’une seule paire d’amorces
«commune » qui s’avere complémentaire des deux extrémités libres que comptent toutes
les hémi-sondes. Les produits sont soumis a un systeme d’électrophorése capillaire et
separés en fonction de la taille de la séguence stuffer, de fagon a ce que chague pic soit le
produit d’amplification d’une sonde distincte. Au moyen d’une série de calculs de
normalisation, le nombre de copies peut étre déterminé pour chacune des séquences cibles

et, donc, pour chaque chromosome.

11.3.1. Principedela ML PA :

La MLPA nécessite de I’ADN pur comme modéle, mais comme I’amplification ne
repose que sur une petite portion d’ADN intact, les échantillons d’ADN partiellement
dégradés permettent également de générer des résultats spécifiques. La MLPA a été congue
pour la quantification en une seule réaction et de fagon simultanée d’un grand nombre de
régions génomiques (pouvant aller jusqu’a 46) afin de détecter des délétions ou des
duplications, en utilisant un ADN d’essai par rapport a un ADN témoin [Schouten et al.,
2002]. Pour chague cible, une paire de hémi-sondes a été créée. Chague hémi-sonde
contient une séquence d’amorce PCR universelle, et une séquence complémentaire de la
cible connue sous le nom de sequence d’hybridation. Les deux hémi-sondes s’hybrident
sur I’ADN génomique, de facon adjacente et sans intervalle. Lorsque les hémi-sondes
s’hybrident correctement a la séquence cible, elles sont liées par une enzyme ligase
thermostable. Les amorces de PCR amplifient ultérieurement les hémi-sondes ligaturées de

Page 35



Chapitre I1 Nouvelles techniques moléculaires de dépistage des aneuploidies

maniére exponentielle, ce qui les transforme en molécule unique contiglie. Une des
amorces est marquée avec un colorant fluorescent de telle sorte que le produit
d’amplification de la sonde puisse étre détecté. Une électrophorese de séquence type est
réalisée afin de séparer les produits de la PCR résultants. Chague longueur de sonde
MLPA est concue de maniére a étre facilement déterminée lorsque I’amplification du
produit de PCR est gérée a travers un gel capillaire. La différence de taille est obtenue a
I’aide d’une séquence de remplissage (séquence «Stuffer ») de taille variable et présente
dans une des hémi-sondes. Elle y est introduite soit par un vecteur (généraement le
bactériophage M 13), soit synthétisée par des oligonucl éotides de tailles différentes, dans le
cas ou les oligonucléotides synthétiques sont disponibles. Les résultats sont obtenus sous
forme de nombres de copies aldiques par rapport a des contrdles normaux : un rapport
d’environ 1 est obtenu lorsque les deux alléles sont présents, un rapport d’environ 0,5 si un

alléle est absent, et un rapport d’environ 1,5 si un allele est dupliqué (Figure 6).

11.3.2. Interprétation desrésultatsdela ML PA :
A. Méhode manuelle

Le signal obtenu pour chague sonde est normalisé en appliquant le protocole décrit par
le fabriquant : chaque aire de pic correspondant a une sonde est normalisé en divisant son
aire par celles des pics voisins. Puis pour chaque échantillon, 1a moyenne des signaux
normalisés des sondes pour chacun des chromosomes est calculée. Ces moyennes sont
alors présentées sous forme d’histogrammes représentant de maniére arbitraire la quantité
relative de chaque chromosome dans I’échantillon. L’anomalie chromosomique est
généralement visible sans calcul & partir de I’électrophorégramme et de I’histogramme,
I’échantillon anormal étant alors comparé a la moyenne des échantillons normaux de la
méme série et de méme nature (liquide amniotique ou villosités choriales), la déviation
standard entre les échantillons devant étre inférieure a 10 %. La quantité de sondes liées
puis amplifiées étant proportionnelle au nombre de copie de leur séquence cible, la
présence d’une trisomie se traduit par une augmentation de la taille de I’histogramme
(moyenne des signaux normalisés) de I’ordre de 30 a* 55% pour un chromosome donné par
rapport ala moyenne obtenue pour des échantillons témoins et pour ce méme chromosome.
A I’inverse, une monosomie se traduit par une diminution de la taille de I’histogramme

comprise entre 35 et 55 %.
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Couple d'amorces
Primers X et Y de PCR communs a tous les couples d’'amorces

Séquences specifiques de la région a analyser

Dénaturation et Hybridation
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Figure 6 : Principe delaMLPA [Vidard et Molina, 2010]
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B. M é&hode automatique:

De fagon générale, le programme reconnéit de maniéere automatique la taille des pics et
exclut de I’analyse les amplifications non specifiques. Le signal normalisé d’une sonde est
caculé de la maniere suivante : chague aire de pic correspondant a une sonde est
normalisée en divisant son aire par celles des pics voisins. Les ratios ainsi obtenus pour
chaque pic sont divisés par la valeur médiane des ratios de I’ensemble des pics de
I’échantillon étudié. De cette maniére les sondes révélant une monosomie, une disomie et
une trisomie ont, respectivement, un ratio théorique d’une valeur de 0,5, 1,0 et 1,5. Les

calculs statistiques utilisés ont été dével oppés par Gerdes et al. [Gerdes et al., 2005].

11.3.3. Intérét et utilisationsdela MLPA :

De nombreuses études ont montré que les aberrations subtélomériques sont une cause
importante de retard mental modéré a sévere, et que les sondes FISH subtélomériques sont
couramment utilisées dans la détection de ces anomalies [Knight et al., 2000]. Cependant,
I’utilisation d’un ensemble complet de sondes subtélomériques est laborieux, fastidieux et
colteux. Plusieurs laboratoires ont donc élaboré une stratégie MLPA pour explorer les
régions subtélomériques des patients avec des retards mentaux [Lam et al., 2006]. De
récentes études ont également évalué I’utilisation de la MLPA avec des mélanges de
sondes subtélomériques dans les avortements spontanés et ont confirmé I’intérét de cette
approche pour détecter les aneuploidies et les réarrangements subtélomeriques terminauix
déséquilibrés dans les produits de fausse-couches [Bruno et al., 2006 ; Diego-Alvarez et
al., 2007]. La détection prénatale des aneuploidies 13, 18, 21 X et Y avec un mélange de
sondes appropriées a également été reporté. Il a é&é conclu que le dépistage des
aneuploidies dans les amniocytes non cultivés par MLPA était réalisable dans un cadre de
diagnostic clinigue [Slater et al., 2003 ; Hochstenbach et al., 2005]. De nombreux autres
kits commerciaux de MLPA sont disponibles. La MLPA est donc une technique fiable et
reproductible, et peut étre utilisée comme une approche aternative ou additionnelle dans
I’identification de nombreuses aberrations chromosomiques [Moerland et al., 2006]. La
MLPA s’est imposée rapidement dans les laboratoires de diagnostic génétique en raison de
sa simplicité et de sa grande sensibilité par rapport a d’autres méthodes, mais également
pour son codt relativement faible et sa robustesse. Par exemple, la MLPA permet de
quantifier jusqu’a 46 cibles d’ADN différentes dans une seule réaction, avec des résultats

généralement disponibles au bout de 2-3 jours, et consomme moins de temps technique que
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la FISH subtélomeérique. Cependant, la MLPA a certaines limites. L’une d’elles est son
incapacité a détecter la contamination de I’ADN fcetal par de I’ADN maternel et les
changements de ploidie. Une autre limite est que les réactions de la MLPA sont plus
sensibles aux contaminations et aux inhibiteurs de la PCR tels que des résidus de phénal,
ce qui pourrait expliquer I’échec de certains essais. Par ailleurs, des mutations ponctuelles
ou SNP qui se trouvent a proximité du site de ligature d’une sonde MLPA peuvent affecter
I’efficacité de la ligature de la sonde, d’ou une diminution apparente de la hauteur du pic et
un risque de faux positif. La présence de CNV dans I’ensemble du génome a été largement
démontrée [Redon et al., 2006 ; Sharp et al., 2005; de Vries et al., 2005]. Lors de
I’analyse des régions subtelomeriques avec deux melanges de sondes derivés, les résultats
positifs obtenus avec une seule des deux sondes est a considérer comme un CNV. Ainsi,
I’existence d’un certain nombre de copies de polymorphismes subtélomériques nécessite
I’examen de I’échantillon avec deux mélanges de sondes (PO36D et P0O70). Néanmoins, en
plus de comparer les résultats avec ceux des parents, d’autres techniques telles que la FISH

ou QF-PCR devraient étre utilisées afin de confirmer les résultats de laMLPA.

11.4. L hybridation génomigue comparative sur microréseau d’ADN (ACPA):

Récemment, la technique d’hybridation génomique comparative sur microréseau
d’ADN (CGHa), encore appelée ACPA (Analyse Chromosomique sur Puces a ADN) a
modifié I’approche diagnostique des anomalies chromosomiques. Historiquement et
techniquement, I’ACPA dérive de I’hybridation génomique comparative dite sur
métaphases (CGHm) décrite par Kallioniemi et a. en 1992 [Kallioniemi et al., 1992].
L’ADN genomique d’un individu a étudier (ADN test) et celui d’un individu témoin (ADN
de référence) sont marqués par des fluorochromes différents émettant dans deux longueurs
d’onde dissociables, respectivement (Figure 7). Ces deux ADN sont cohybridés en
quantité équivalente sur des cibles. Initialement, selon la technique classique de CGH, les
cibles étaient des chromosomes métaphasiques normaux. La résolution de la technique
s’est considérablement améliorée avec I’ACPA dont les cibles sont constituées de
fragments d’ADN génomique déposés sous forme de microréseaux sur un support (lame de
verre ou support miniaturisé). Ces fragments d’ADN génomique humain peuvent étre de
grande taille (50 a 200 Kb) portés par des vecteurs (Bacterial Artificial Chromosome
[BAC], Phage Artificiad Chromosome [PAC], fosmides ou cosmides) ou des
oligonucléotides de petite taille (60 bases). Aprés hybridation, la fluorescence est capturée
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a I’aide d’une caméra (CGHm) ou d’un scanner laser pour I’ACPA et un logiciel calcule
les rapports de fluorescence entre les deux ADN et représente les résultats sous forme
graphique. Cette analyse est répétée pour I’ensemble des cibles présentes sur la lame. Pour
chacune d’entre elles, un ratio égal a 1 correspond a un nombre de copie normal, c’est-a
dire deux, entre 1,3 et 1,4 a un gain d’une copie et entre 0,6 et 0,7 a la perte d’une copie.
Pour des problémes de représentation graphique, la plupart des auteurs utilisent le log 2 de
ceratio.

Les apports d’une telle technique d’analyse concernent sa résolution ou sa capacité a
détecter de petites anomalies quantitatives de structure. Cette résolution est modulable au
niveau de la couverture du génome et dépend de la taille des séquences déposées en
microréseau, du nombre et de I’espacement régulier des séquences entre elles. Couplé aux
données précises de la cartographie du génome humain et de I’annotation des geénes, il
devient alors possible de préciser lataille du déséquilibre et son contenu en génes. Outre
I’approche diagnostique, ces informations participent aussi a mieux cerner au sein du
déséquilibre chromosomique d’éventuels génes candidats responsables du phénotype
observé. Tout un nouveau champ de la pathologie chromosomique est ainsi apparu et
plusieurs travaux utilisant la technologie des puces a ADN ont identifié des micro
remaniements dans différentes cohortes de patients [Bruno et al., 2009]. De nouvelles
entités syndromiques ont été reconnues associées a certains de ces microremaniements
chromosomiques [Slavotinek, 2008]. L’utilisation de I’ACPA permet de porter un
diagnostic pour environ 15 % des individus étudiés, jusqu’alors sans diagnostic étiologique
[Shinawi et Cheung, 2008]. La plupart des anomalies causales décrites sont de survenue de
novo, sans anomalie génomique parentale. Dans certaines familles, I’ACPA a identifié un
déséquilibre génomique chez I’enfant résultant d’un remaniement chromosomique
équilibré chez I'un des parents, élément important dans I’évaluation du risque de
récurrence d’un desequilibre dans ces familles.

Cependant, cette technologie afait aussi apparaitre une nouvelle dimension de la nature
complexe du génome humain [Redon et al., 2006, Scherer et al., 2007]. Des régions
dispersées au sein du génome présentent une variation dans le nombre de copies (CNV)
conduisant a des microduplications et des microdéétions. Plusieurs études sur des
populations témoins ont considéré certaines de ces variations comme des pol ymorphismes
relativement fréquents. Les corrélations entre le génotype et |e phénotype pour certaines de
ces variations sont encore trés incertaines obérant toute interprétation diagnostique. Des

observations récentes ont démontré aussi la variabilité d’expression clinique de certains

Page 40



Chapitre I1 Nouvelles techniques moléculaires de dépistage des aneuploidies

microremaniements hérités d’un parent dont le phénotype est atténué, voire une pénétrance
incomplete avec chez le parent porteur du méme déséquilibre génomique I’absence de
signes cliniques associés [Hannes et al., 2009, Mefford et al., 2008]. Des études sur de
grandes cohortes cliniqguement bien décrites seront nécessaires pour discriminer un CNV
pathogene d’un variant neutre. Cette incertitude actuelle d’interprétation doit donc étre
prise en compte dans I’utilisation a titre diagnostique de I’ACPA (Figure7?).
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Figure 7 : Principe de I’hybridation génomique comparative sur microréseau d’ADN : A. Les sondes sont
représentées par I’ADN test et I’ADN du témoin marqués respectivement par un fluorochrome rouge et vert
(2), puis sont cohybridés en quantité éguivalente sur les cibles ADN déposées en microréseau sur un support
solide (2), les images des signaux fluorescents sont capturées par un scanner et analysées (rapport de
fluorescence)(3). B. Le rapport de fluorescence est représenté sous une forme graphique [Jonveaux, 2010]

11.4.1. Hybridation génomique comparative sur microréseau d’ADN et

feetopathologie :

Les premiéeres études ont porté sur des prélévements issus de fausses couches
spontanées (FCS) du premier trimestre. Schaeffer et al. [Schaeffer et al., 2004] ont utilisé

une puce comprenant 287 cibles (réparties de facon inégale sur le génome) et I’ADN
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extrait de villosités choriadles de 41 produits de FCS ayant tous eu au préaable un
caryotype. Toutes les anomalies repérées au caryotype ont été confirmées par I’ACPA.
Parmi les 25 FCS a caryotype normal, une anomalie (duplication 10q) a été identifiée pour
I’une d’entre elles (4 %). Shimokawa et al. [Shimokawa et al., 2006] ont de méme étudié
20 FCS du premier trimestre a caryotype normal en utilisant une puce comprenant 2173
cibles avec une résolution ou espacement moyen entre deux sondes de 1,5 Mb. Deux
anomalies ont été identifiées (10 %) avec respectivement une délétion de 1,4 Mb en 3p26
et une délétion de 13,7 Mb en 13932. I’ACPA a auss été appliquée sur des prélevements
foetaux apres interruption medicale de grossesse en raison d’un syndrome polymalformatif
inexpliqué.

Le Caignec et al. [Le Caignec et al., 2005], a I’aide d’une puce de 287 cibles, ont ainsi
analysé 49 prélévements feetaux pour cette indication (au moins trois anomalies
échographiques feetales et un caryotype normal) et révélé huit anomalies (16,3 %), toutes
confirmées par une technique aternative de biologie moléculaire. Parmi ces anomalies,
seules quatre (8 %) ont été considérées comme responsables du syndrome polymalformatif
feetal. Les quatre autres relevaient de polymorphismes a priori neutres déja décrits dans les
bases de données.

Ces études retrospectives ont démontré la faisabilité et I’utilit¢ de I’ACPA pour le
diagnostic des anomalies chromosomiques feetales. Des puces composées de sondes, avec
une meilleure couverture du génome humain, contribueront a découvrir plus de
microremaniements chromosomiques jusqu’alors non identifiés par la seule étude du
caryotype. Des corrélations phénotype-génotype sont attendues dans le domaine de la
feetopathologie avec la caractérisation de nouveaux syndromes associés a des
microremaniements chromosomiques a révelation anténatale. I’ACPA devrait trouver sa
place dans la stratégie d’exploration diagnostique des syndromes polymalformatifs foetaux
inexpliqués et ayant conduit a une interruption médicale de grossesse. Une telle analyse

participeraa éclairer le consell génétique a donner au couple.

I1.5. Les BACson Beads (BoBS):

Bien que le caryotype standard soit la technique standard pour I’analyse des tissus feeto-
placentaires dans le but d’enquéter sur la présence eéventuelle d’anomalies
chromosomiques, les différentes techniques de biologie moléculaire précitées (FISH,

MLPA, QF-PCR, CGH,...) ont pour objectif d’améliorer le diagnostic cytogénétique en
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augmentant la résolution des anomalies chromosomiques manquées par le caryotype avec
différentes combinaisons d’avantages et de limites. Cependant, aucune d’entre elles ne
combine une large couverture de zones critiques associées aux plus fréquents
microremaniements, avec des capacités de débit et de multiplexage bon marché, et une
interprétation claire des résultats. Pour cette raison, une nouvelle technologie a été mise au
point pour surmonter cette limitation du diagnostic cytogénétique : la technologie Prenatal
BACs-on-Beads™ (ou BoBs). C’est une technique de biologie moléculaire comparable a
I’hybridation in situ en fluorescence (FISH) en suspension liquide. L’analyse utilise
I’immobilisation des sondes d’ADN générées a partir de chromosomes bactériens
artificiels BAC (Bacterial Artificial Chromosome), sélectionnés et amplifiés par PCR, sur
des hilles codées par fluorescence. Elle peut tester simultanément de multiples anomalies
chromosomiques a partir de quantités infimes d’échantillon d’ADN, et fournir des résultats
en moins de 24 heures [Gross et al., 2011, Viaard et al., 2011]. En outre, plus de 40
échantillons peuvent étre analysés en une seule fois pour une capacité de diagnostic a haut
débit. Ce caryotype moléculaire détecte de facon ciblée les gains et pertes d’ADN dans des
régions génomiques pertinentes, soit les aneuploidies des chromosomes 13, 18,21, X et Y,
ainsi que les modifications du nombre de copies de I’ADN dans 9 régions de
microremaniements. DiGeorge, Williams-Beuren, Prader-Willi, d’Angelman, Smith-
Magenis, Wolf-Hirschhorn, Langer-Giedion, Miller-Dieker, et du cri du chat. En se
concentrant sur des régions liées a des causes de maladies constitutionnelles graves, ce kit
d'analyse génétique fournit plus d’informations décisionnelles que ce qui est obtenu avec
d’autres méthodes couramment utilisées, en évitant toutefois les réponses de signification
inconnue [Shaffer et al., 2011].

I1.5.1. Principe des BoBs :

Le dosage détecte les gains et les pertes dans les régions du génome humain sur
lesquelles peuvent étre hybridées les BACs dans le mélange BACs-on-Beads. L’intensité
moyenne de la fluorescence de I’ADN de I’échantillon hybridé sur une sonde BAC
specifique est comparée a I’intensité moyenne de la fluorescence de I’ADN de référence en
liaison avec cette méme sonde BAC spécifique. Les rapports échantillon/référence méle et
échantillon/référence femelle sont calculés pour chaque sonde BAC. Les sondes BAC se
trouvent dans la région critique de microremaniements ou loin du moindre petit locus de

délétion/amplification, dans le cas des sondes d’aneuploidie. Bien que plusieurs sondes
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soient définies pour chaque région cible, le rapport de chague sonde est calculé
séparément. Lorsqu’un échantillon présentant une modification du nombre de copies est
dosé, plusieurs sondes BAC situées sur la méme région cible doivent répondre de la méme
maniére et présenter un écart de rapport alanorme 1.0 [Gross et al., 2011]. Les étapes de
laBOBs sont ainsi les suivantes (Figure 8):

1- Marquage de I’ADN genomique : I’échantillon d’ADN et I’ADN référence sont marqués
par incorporation enzymatique de nucléotides biotinylés.

2- Purification de I’ADN marqué : I’ADN marqué est purifié a I’aide de la trousse de
purification PCR.

3- Hybridation de I’ADN : I’ADN marqué et purifié et la Mélange BACs-on-Beads sont
hybridés une seule fois pendant 1a nuit.

4- Lavage de I’ADN et liaison par le rapporteur : Les hilles hybridées sont lavées,
transférées sur une plague filtrante et lavées a nouveau. Apres le lavage, les billes sont
incubées avec un rapporteur qui effectue la liaison a I’ADN biotinylé. Ensuite, les billes
sont lavées et remises en suspension a nouveau pour étre mesurées.

5- Mesure du dosage : La quantité relative d’ADN liée aux billes est déterminée a I’aide

d’un appareil Luminex, doté d’un logiciel spécifique.
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Figure 8: Principe des BoB’s. a: Billes marquées avec ratio spécifique de 2 fluo = = 100 couleurs #. b :
Sondes spécifiques d’une région chromosomique donnée fixées sur billes. ¢c: ADN marqué avec 3°™
fluorochrome. d : Hybridation ADN + BoBs. e : lecture avec cytométre de plague.
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. Matériel et méthodes :
Notre éude a été menée conjointement dans le Laboratoire de Biotoxicologie de

I’université Djillali Liabes de Sidi Bel Abbes et le Service de Cytogénétique Médicale du
CHU Estaing de Clermont-Ferrand. Elle a été réalisée sur une cohorte de 220 femmes dont
les &ges variaient de 19 a 45 ans. Deux cents vingt produits d’avortements spontanés et de
feetus morts in utero ont été récoltés sur une période qui s’est étalée de Janvier 2009 a Juin
2012. L’age gestationnel au moment des différents prélévements allait de la 7°™ ala 38°™
semaine d’aménorrhée. Les échantillons, prélevés dans le cadre de I’activité médicale
habituelle et a des fins de diagnostic, provenaient des maternités du CHU Hassani
Abdelkader de Sidi Bel Abbés et du CHU Estaing de Clermont-Ferrand. Les patientes ont
généreusement répondu au questionnaire qui leur avait été soumis (Annexe 1).

Cette étude est fondée sur I’analyse directe par FISH sur noyaux interphasiques de
prélevements de villosités choriaes extraites des différents produits d’avortements et sur
I’analyse de I’ADN extrait de tissus feetaux afin de réveler d’éventuelles aneuploidies dans
les différents prélévements.

Pour la FISH, nous avons utilisé le kit AneuVysion™, capable de détecter les
aneuploidies des chromosomes 13, 18, 21, X et Y. Pour la MLPA, nous avons utilisé les
kits SALSA P036 et PO70, contenant tous les deux des sondes subtélomériques pour
chacune des extrémités de chaque paire chromosomique. L’intérét de [I’utilisation
combinée de ces deux kits est de prendre en compte le polymorphisme de ces régions
subtélomériques et de confirmer par deux sondes les résultats en cas de délétion ou de
duplication. Un troisiéme Kkit: SALSA P245 a éé utilise pour détecter 21
microremani ements pouvant étre a I’origine de morts feetales in utero et de retards mentaux

dans I’espéce humaine (voir Annexe2 : Description technique des produits).

I.1. Protocole technique pour la FISH :

1. Préparation deslames:

Aprés repérage et tri des villosités sous la loupe binoculaire, celles-ci ont été lavées
avec du milieu de transport puis laissées une heure dans du RPMI (10 ml de RPMI 1640
medium sans glutamine GIBCO, 0,5 ml de L-Glutamine, 0,5 ml de SVF et 0,1 ml de
pénicilline/streptomycine) a 37°C. Ensuite 0,1 ml de colchicine a été gjouté au milieu (&
10ug/ml) et I’échantillon a été remis a 37°C pendant 1 heure. Un choc hypotonique au
citrate de sodium & 1% a été ensuite réalisé durant 20 mn a37°C.
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Aprés avoir enlevé le surnageant, il a été procédé a 3 fixations successives de 15 minutes
chacune (fixateur : 3 volumes d’éthanol et 2 volumes d’acide acétique glacial).

Une fois le fixateur enlevé, les fragments villositaires ont été déposés dans une cupule en
verre dans 4 gouttes de milieu d’éjection (constitué d’un volume d’eau PPI pour un volume
d’acide acétique).

Les villosités ont été alors dissociées sous une loupe binoculaire a I’aide d’aiguilles
stériles pendant 5 a 10 minutes. Enfin, I’étalement a été fait sur lames séches et froides,
avec deux gouttes de suspension villositaire par lame (Annexe3 : Réactifs et matériel pour
la FISH).

2. AneuVysion™ :

Les lames ont été séchées a I’étuve a 37° environ 2 heures, puis traitées 30 minutes dans une
solution de Rnase a 37° et rincées a I’eau digtillée. Elles ont éé ensuite traitées par de la
pepsine pendant 5 minutes puis rincées 5 minutes dans une solution de PBS a un pH de 7
avant d’étre déshydratées dans de I’éthanol a 70%, 90% et 100%, 2 minutes par bain, et
séchées a I’air libre.

3. L ’hybridation :

Les sondes locus spécifiques pour les chromosomes 13 et 21 ont été déposées pres du bord
rodé de lalame et | es sondes centromeériques pour les chromosomes X, Y et 18 du c6té oppose.
Les lames ont été ensuite recouvertes de 2 lamelles 24x32 et lutées puis disposées dans un
Hybrite® (automate d’hybridation) au programme préconisé par le fournisseur des sondes et
hybridées en général toute une nuit. Dans I’Hybrite®, la dénaturation se fait & 72°C pendant 2
minutes puis a 37°C toute une nuit.

Le lendemain, les lames ont été rincées 3 minutes dans une solution de 0,04 SSC a 73°C,
puis 30 secondes dans 2X SSC-NP40. Une fois la lame séche, une goutte de DAPI |1 (contre
coloration) et une goutte de Vectashield (antifade, pour optimiser le temps de fluorescence)
ont été ajoutées. La lame a été alors recouverte d’une lamelle et scellée au vernis.

La lecture a été effectuée a I’aide d’un microscope a fluorescence (Zeiss Axioplan 2) relié a un
poste d’acquisition et de traitement d’images de cytogénétique MetaSystem Isis.

[.2. Protocole technique ML PA :
1. Extraction de I’ADN
Apres analyse sous la loupe binoculaire et I’élimination des caillots sanguins et des

parties non feetales du prélevement, il a été procédé a un découpage a I’aide d’un scalpel,

avant la mise des échantillons dans un Eppendorf de 1,5 ml.
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A ensuite é&é gouté 180 ul de Buffer ATL et 20 pl de Protéinase K. Aprés vortexage,
I’échantillon a été incubé a 56°C pendant 1 a 3 heures.

Apres breve centrifugation, il a été gouté 200 pl de Buffer AL, et apres vortexage
pendant 15 secondes, I’échantillon a été incubé a 70°C pendant 10 mn.

Aprés breve centrifugation, a été ajouté 200 ul d’éthanol. Apres nouveau vortexage
pendant 15 secondes et bréve centrifugation, le contenu des tubes a été transféré a I’aide
d’une micropipette dans les colonnes. Une fois fermées, les colonnes ont été centrifugées a
8000 rpm pendant 1 mn puis placées dans un tube de 2 ml propre et lefiltrat a été jeté. La
colonne a été ensuite ouverte avec précaution et 500 ul de Buffer AW a été gjouté, puis la
colonne a été refermée et centrifugée a 8000 rpm pendant 1 mn.

La colonne a ensuite été mise dans un nouveau tube de 2 ml, et 500 pl d’AW,, a éé
gjouté avant une nouvelle centrifugation a 14000 rpm pendant 3 mn. La colonne a ensuite
été remise dans un tube de 2 ml puis centrifugée pendant 1 mn.

La colonne a enfin été mise dans un Eppendorf de 1,5 ml et 200 ul d’H»0 distilléey a
€été gjoutée. Apres une incubation a température ambiante pendant10 minutes, I’Eppendorf

a été centrifugé a 8000 rpm pendant 1 mn.

2. Dilution des ADN :
Les ADN ont été dilués 420 ng.uL™ dans un volume final de 50 pL.
NB: Toutes les dilutions doivent étre éiquetées avec nom, prénom, concentration et

ensuite rangées dans la boite prévue a cet effet.

3. Préparation des mix :

Trois kits commerciaux ont éé utilises pour la réaisation de la MLPA, a savoir,
Probemix PO36, Probemix PO70, et Probemix P245.

Les mix d’hybridation, de ligation et de PCR devaient étre préparéslaveille et préservés

amoins 20° pour une utilisation le lendemain (voir Annexe 4 : préparation des mix).

4. Dénaturation et hybridation de I’ADN :

Sur chague barrette de tubes, le n° de colonne a été inscrit (1% tube indiquant le haut de
la série) et celui du n° de la manipulation ainsi que de I’hybridation. 5ul d’ADN ont été
distribués avant que les barrettes soient rebouchées. Aprés rapide centrifugation de
I’ensemble des barrettes de tubes, elles ont été placées dans le thermocycler et le

programme HYB1a été lancé pour dénaturer les ADN.
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Progranme HYB 1:
Température en °C | Temps Cycles
98 5min 1
25 Pause 00

Matériel et Méthodes

En la maintenant dans le thermocycler, la barrette de tubes a éé doucement débouchée
4ul/tube du mix d’hybridation a été ajouté en respectant le plan de plaque. Il a ensuite été
procédé a un mélange aspiration-refoulement a la pipette puis les barrettes ont éé
rebouchées #hien hermétiquement et replacée dans le thermocycler aprés une breve

centrifugation. Le programme d’hybridation HYB2 alors été lancé.

Progranme HYB 2
Température en °C | Temps Cycles | Goto Loops
95 1 min 1
60 60min |16 2 15
54 Pause 00

5. Etapedeligation :

Au thermocycleur, les tubes a traiter ont été débouchés et 32 pl de mix LIG ont été
distribués dans chague tube. Aprés avoir mélangeé par aspiration/refoulement a la pipette,
chague colonne de tubes a été rebouchée bien hermétiquement. Apres vortexage, les
barrettes de tubes ont été centrifugées et remises dans le thermocycleur. Le programme de
ligation LIG a été lancé.

Programme LIG :

Température en °C | Temps Cycles
54 15 min 1
98 5min 1
4 Pause 00
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6. Etapede PCR :

A la fin de la ligation, le programme a été stoppé et les barrettes de tubes ont éé
récupérées sur un portoir réfrigéré. De nouvelles barrettes de tubes ont été ensuite prises,
sur lesquelles ont été inscrits le n° de colonne (1% tube indiquant le haut de la série) et le n°
de lamanip + PCR. Les barrettes ont été ensuite placées sur un portoir microtubes réfrigéré
et 20 pul de mix PCR a été distribué dans chague tube. 5 pl de produit de Ligation a été
gjouté dans colonne par colonne. Apres un bref vortexage, les colonnes ont été centrifugées

brievement, puis mises dans le thermocycleur. Ensuite le programme PCR était lancé.

Programme PCR:
Température en °C | Temps Cycles | Goto Loops
60 7 min 1
9 30 sec
60 30 sec 35
172 30 sec 2 34
72 20 min 1
15 Pause 00

A lafin de la PCR, la plague a été conservée a +4°C jusqu’au traitement des échantillons.

7. Séparation et quantification par éectrophoreése capillaire:

Aprés avoir préparé les échantillons (voir annexe préparation de la migration
électrophoreétique), ils ont été mis dans le séquenceur (Beckmann Coulter GenomeLab™
GeXP) et le programme d’analyse de fragments a été lancé. L’histogramme obtenu était un
ensemble de pics reflétant chacun le profil d’intensité de fluorescence du segment hybridé.
Chague pic correspondait a un amplicon. La hauteur du pic et I’aire sous la courbe étaient

proportionnelles ala quantité de matériel génomique initialement présent

8. Analyse desrésultats:

Les données ont été analysées a I’aide du logiciel GenomeLab (Beckmann-Coulter).
Dans notre étude, les résultats ont été calculés manuellement, en exportant les résultats sur
une feuille de calcul Excel. Le signa obtenu pour chaque sonde a été normalisé en

appliquant le protocole décrit par le fabriquant : chague aire de pic correspondant a une
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sonde a été normalisée en divisant son aire par celles des pics voisins. Puis pour chague
échantillon, la moyenne des signaux normalisés des sondes pour chacun des
cing chromosomes a été calculée. Ces moyennes ont été aors présentées sous forme
d’histogrammes représentant de maniére arbitraire la quantité relative de chaque
chromosome dans I’échantillon. L’anomalie chromosomique était généralement visible
sans calcul a partir de I’électrophorégramme et de I”histogramme.

Les échantillons ont été normalisés grace a des échantillons contréles (ADN de sujets
sains) afin d’obtenir le nombre de copie relatif (RCN) de matériel génomique :
- le RCN était proche de 1 lorsgue le locus étudié était présent en 2 copies
- la présence d’une délétion a été définie par un ratio < 0,7 sur 2 sondes consécutives

- un gain de matériel a été défini par unratio = 1,3 sur 2 sondes consécutives
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Il. Résultats et Discussion:

I1.1.Résultats:

Nous avons testé la capacité de deux méthodes moléculaires, a savoir la FISH dite
rapide ou en direct et la MLPA, a détecter les anomalies chromosomiques les plus
fréquemment rencontrées dans I’espéce humaine dans les produits d’avortement spontané.

Sur 220 échantillons recueillis au niveau du CHU de Sidi Bel Abbés (n=101) et du CHU
Estaing de Clermont-Ferrand (n=119), seulement 151 ont pu étre exploités pour une
AneuVysion™, les autres étant des sacs embryonnaires vides, des prélevements
hémorragiques avec forte contamination maternelle, ou tout simplement recueillis & un
stade de macération tres avance, rendant impossible la différenciation entre les parties
maternelles et feetales et I’identification de villosités choriales. Six de ces cas ont éé
également analysés par MLPA. En plus de ces 6 cas, 63 autres échantillons recueillis aux
CHU de SBA et Estaing ont é&é soumis a une analyse MLPA, les autres ayant été écartés
pour insuffisance du matériel génétique aprés I’extraction d’ADN (concentration d’ADN
tresinférieure a 100 pg/ml).

Sur un total de 151 échantillons analysés par AneuVysion™, 7 types d’anomalies
chromosomiques ont été relevés (Tableau 1) : 3 trisomies 21 (Planche 1, Fig. a), une
trisomie 18 (Planche 1, Fig. b), une mosaique XX/XX,+21(Planche 2, Fig. a), 3triploidies
(Planche 2, Fig. b), une monosomie X (Planche 3, Fig. a) et une trisomie 13 (Planche 3,
Fig. b). Par ailleurs 115 cas ne présentaient pas d’anomalies pour ces chromosomes avec
63 cas XX (Planche 4, Fig. a) et 52 cas XY (Planche 4, Fig. b). Les autres cas étaient
ininterprétables, soit parce que le nombre de noyaux sur les lames analysees étaient tres
insuffisant pour permettre une conclusion probante des résultats, soit parce que les signaux
fluorescents étaient trop flous ou absents.

Concernant les résultats de la MLPA, les 6 cas pré-analysés par AneuVysion™ n’ont
pas montré d’anomalie des régions subtélomeériques et des locus intrachromosomiques
ciblés. Pour les autres échantillons, les résultats se sont révélés ininterprétables dans 6 cas.
Nous avons par ailleurs observé, avec les 3 kits P036, PO70 et P245, sur les
électrophorégrammes une diminution significative de la taille des pics correspondants aux
sondes ciblant des locus du chromosome X, ceci pour deux échantillons (Planches 5, 6).
Nous en avons deduit qu’il pouvait s’agir une monosomie du X touchant les deux cas
analysés (Tableau 2). Pour tous les échantillons restants, la MLPA s’est révélée négative

et nous n’avons décelé aucune anomalie (Planches 7, 8).
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Cas Age maternel Semaine Résultat
d’Aménorrhée AneuVysion

1 41 12 XX/XX,+21

2 27 18 + 3jours X0

3 45 13 XX,+21

4 44 11 XX, +21

5 29 12 XXX,+13,+18,+21

6 39 9 XY,+21

7 36 9 XY,+18

8 37 10 XXX,+13,+18,+21

9 23 12 XY,+13

10 Inconnu 21 XXX, +13,+18,+21

Tableau 1 : Les résultats anormaux de I’ AneuVysion™ réalisée sur noyaux interphasiques

Cas Age mater nel Semaine d’aménorrhée Résultat ML PA
27 11 X0
2 24 9 X0

Tableau 2 : Les résultats anormaux de la MLPA sur I’ADN extrait des villosités choriales
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LSI 13 LSI 21

CEP 18 CEP Y

Planchel :
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Fig. a: Révélation d’une trisomie 21 par la présence de 3 spots LS| 21 sur noyaux interphasiques

obtenus a partir de villosités choriales, XY +21.
Fig. b : Trisomie 18 révélée par la présence de 3 spots CEP 18 sur une AneuVysion™ réalisée sur

noyaux interphasiques de villosités choriales.
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Chro X

Figurea

LSI 13 LSl 21 CEP 18

Figureb
Planche2 :
Fig. a: Mosaicisme révélé par analyse FISH sur noyaux interphasiques par la présence de noyaux
XY et desnoyaux XY +21.
Fig. b : Triploidie révélée par la présence de 3 spots de chague sonde utilisée dans le cadre de
I’ AneuVysion™ sur noyaux interphasiques de villosités choriales.
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LSI 13 LSI 21

Figurea

CEP X CEP 18

Figureb

Planche 3:

Fig. a: Analyse par AneuVysion™ révélant un syndrome de Turner par la présence d’un seul spot
CEP X dans les noyaux interphasiques de vill osités choriales.

Fig. b: AneuVysion™ réalisée sur noyaux interphasiques de villosités choriales montrant un

caryotype XY +13 (Présence de 3 spots LS| 13).
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LSI 21 LSI 13 CEP 18 CEP X
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LSI 21 LSI 13 CEP 18 CEP
Figureb
Planche 4 :

Fig. a: Caryotype normal XX obtenu par AneuVysion™ sur noyaux interphasiques issus de

villosités choriaes.

Fig. b: Caryotype normal XY mis en évidence par une AneuVysion™ réalisée sur noyaux

interphasiques de villosités choriales.
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Turner par faiblesse des signaux émis par le chromosome X.
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Planche 6: Résultats MLPA sur ADN extrait de villosités choriales montrant un syndrome de

Turner par faiblesse des signaux émis par le chromosome X.
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Il.2. Discussion :
11.2.1. Analyse FISH en direct :

L analyse cytogénétique des produits d’avortement spontané fournit de précieuses
informations sur la fréquence des anomalies chromosomiques dans divers groupes
ethniques, sur leur étiologie, sur les risques de récidive et sur la suspicion d’une activité
mutagene dans une population [Hassold et al., 1980 ; Kgjii et al., 1980 ; Warburton et al.,
1980; Hassold et Jacobs, 1985; Boué et al., 1985]. En outre, la connaissance des
caryotypes peut s’avérer cliniquement pertinente et peut étre une condition préalable a la
recherche de causes non chromosomiques. Cependant, les éudes cytogénétiques ont été
longtemps entravées par la nécessité de recourir a des cultures de cellules qui exposent a
un risque de contamination maternelle ou d’absence de prolifération des cellules en
culture, ce d’autant plus que I’état de macération du prélevement est avancé. Ces
techniqgues sont de plus laborieuses; c’est la raison pour laquelle les analyses
chromosomiques des avortements spontanés n’ont été effectuées que par un petit nombre
de laboratoires, et de fagcon occasionnelle.

Récemment, les techniques moléculaires de cytogénétique ont pu démontrer que les
chromosomes peuvent étre efficacement étudiés a partir de villosités choriales préleves sur
des produits d’AS sans avoir recours alaculture.

Dans notre étude, nous avons essayé de surmonter les difficultés de la cytogénétique
conventionnelle en testant I’intérét de deux techniques moléculaires dans I’étude des AS :
laFISH sur noyaux interphasiques et laMLPA.

Il est bien connu que les anomalies chromosomiques numeériques sont fréquemment
associées aux AS et aux morts feetales in utero [Doria et al., 2009 ; Carvalho et al., 2010 ;
Azmanov et al., 2007]. C’est pour cette raison que nous avons eu recours au Kit
AneuVysion™ pour la FISH en direct, apte a détecter les aneuploidies des chromosomes
13,18, 21, X et Y, autrement dit, les aneuploidies les plus fréquentes dans les AS.

L’AneuVysion™ a été réalisée avec succes sur 141 produits d’AS étudiés et les résultats
de cet examen ont éé obtenus dans un déla de 24 heures. Les 10 cas restants ont été
exclus de I’étude pour insuffisance du nombre de noyaux présents sur la lame ou pour
absence de signal fluorescent. Dix anomalies ont été observées, soit un taux d’anomalie
d’environ 7,1%. Ce taux est inférieur au taux de 30-40% avance par des études antérieures
[Doriaet al., 2010 ; Carvaho et al., 2010 ; Azmanov et al., 2007]. Ceci peut étre expliqué

par le fait que nous n’ayons pas testé toutes les anomalies chromosomiques impliquées
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dans les AS, notamment les aneuploidies des chromosomes 16 ou 22, relativement
fréquentes dans les produits d’AS [Azmanov et al., 2007]. Par ailleurs, pour les
échantillons du CHU de Clermont-Ferrand, majoritaires dans cette série, il s’agissait d’AS,
sachant gue la politique francaise de dépistage de ces anomalies par diagnostic prénatal
chromosomique arréte la mgjorité de ces aneuploidies par recours a une IMG avant la
survenue de I’AS.

Parmi les 10 anomalies découvertes, 6 sont le résultat de pertes de grossesses précoces,
ce qui soutient I’hypothese selon laquelle la plupart des conceptions caryotypiquement
anormales, et plus particulierement les trisomies, avortent tres tét pendant la grossesse
[Davidson et Burn, 1990].

En total accord avec la littérature, nos résultats ont montré une prépondérance des
aneuploidies autosomiques, a savoir les trisomies, avec 5 cas sur 10, suivie par les
monosomies X. Ceci confirme le fait que ce sont les anomalies les plus souvent mises en
évidence dans les avortons [Doria et al., 2006 ; Carvaho et al., 2010 ; Azmanov et al.,
2007 ; Doriaet al., 2010].

Dans 115 cas, aucune aneuploidie des chromosomes 13, 18, 21, X et Y n’a été observée,
avec 63 cas XY et 52 XX. Toutefois, nous ne pouvons en aucun cas exclure définitivement
la cause cytogénétique comme étant a I’origine de ces pertes de grossesses dans la mesure
ou notre analyse était ciblée et que, par conséquent, il est possible que nous soyons passés
a coté d’autres anomalies touchant d’autres chromosomes ou de réarrangements cryptiques
non décelables par les sondes utilisées.

Dans notre étude, 6 cas parmi les aneuploidies révél ées par FISH provenaient de femmes
dont I’age était supérieur & 35 ans. Or, il est bien connu que I’age maternel est un facteur
prédisposant a la survenue des AS [Boué et al., 1985]. Plus I’age maternel augmente, plus
le risque d’aneuploidie, et plus particulierement celui des trisomies, est élevé [Kline et
Stein, 1986 ; Hassold, 1986 ; Creasy et al., 1976].

Un cas a retenu notre attention, c’est celui d’une trisomie 21 détectée chez une femme
présentant un antécédent de trisomie. En effet, certaines études suggerent qu’il existerait
une prédisposition aux conceptions trisomiques chez des patientes ayant des antécédents de
grossesses trisomiques [Verp et Simpson, 1985 ; Robinson et Linden, 1993 ; Gardner et
Sutherland, 1996]. Outre I’age avancé de cette patiente (44 ans), il est envisageable que
cette anomalie récurrente soit le résultat d’un mosaicisme gonadique ou bien d’un
remaniement équilibré cryptique chez un des deux parents, et nécessiterait un bilan

cytogénétique plus approfondi. Par ailleurs les autres cas que nous rapportons ici
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concordent avec I’hypothése selon laquelle les AS associés a des anomalies de nombre des
chromosomes sont le résultat d’erreurs non-disonctionnelles sporadiques lors de la
ségrégation méiotique des chromosomes, erreurs dont I’incidence augmente
significativement avec I’age maternel et sont favorisees par le vieillissement des ovocytes
[Robinson et al., 2001].

Alors que la moyenne de I’age maternel pour la plupart des produits de conception
trisomiques est plus élevée par rapport a la population générale, ce n’est pas le cas pour les
monosomies X. En effet, le risque de survenue d’une monosomie X est inversement
proportionnel a I’age maternel [Boué et al., 1985]. Dans notre série, nous avons releve un
cas de monosomie gonosomique X0 qui n’a pas dérogeé a cette constatation puisque la mere
était agée de 27 ans, donc plus jeune que la plupart des autres meres présentant un AS avec
anomalie cytogénétique. Cependant, cet échec est survenu tard dans la grossesse et fait
sans doute partie des rares cas d’AS pour monosomie X qui surviennent dans le deuxieéme
trimestre de la grossesse [ Simpson, 1986].

Nous avons également identifié une mosaique par la présence de deux lignées
cellulaires : XX/XX+21. 1l est trés probable que le feetus, de sexe féminin, était trisomique
21 et que I’échantillon ait été contaminé par des cellules maternelles XX non trisomiques.

Nous avons observé 3 triploidies (FISH en direct = XXX,+13,+18,+21) dans notre série,
ce qui n’est pas un fait rare puisque les pertes de grossesses attribuées a une triploidie
représentent 1 a 3% des pertes de grossesses cliniguement reconnues, ce qui place ces
aberrations parmi les anomalies chromosomiques les plus fréquentes dans la conception
humaine [Jacobs et al., 1978 ; Lindor et al., 1992]. Les triploidies sont le résultat d’erreurs
de fécondation, celles que nous avons diagnostiquées pouvant étre indifféremment
indicative d’une diandrie ou d’une digynie.

Enfin, et concernant les AS chromosomiquement normaux observés dans notre série, le
nombre de feetus XX est plus élevé que celui des feetus XY avec un sexe ratio male-
femelle de 0,82. Ceci est en concordance avec de nombreuses études antérieures [0,75 pour
Hassold et al., 1980, 0,90 selon Warburton et al., 1980]. La prépondérance de résultats X X
peut étre attribuée a une contamination maternelle du prélévement, ce d’autant plus que
I’AS survient précocement et que, donc, la quantité de tissu feetal soit tres limitée dans

celui-ci.
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11.2.2. Intéréts et inconvénientsdela FISH :

Nous avons rencontré de nombreux soucis pour I’acheminement des echantillons depuis
Sidi Bel Abbés jusqu’au Service de Cytogenétique du CHU Estaing. Dans un premier
temps, nous avons eu recours a I’envoi de lames pré-étalées ; nous avons ensuite fait appel
a la congélation a sec des villosités choriales pour leur conservation jusqu’a leur envoi
groupé. Malgré cela, les résultats n’ont pas eté concluants avec un taux d’échec éleve de
I’AneuVysion™ (26 cas sur 141). L’AneuVysion™ en direct est cependant une alternative
intéressante a la culture, car permettant d’effectuer la recherche des aneuploidies les plus
fréquemment rencontrées dans les produits d’AS, avec de petites quantités de matériel et
sans devoir avoir recours a une étape de culture ni a des manipulations stériles. En effet, et
a de nombreux égards, I’analyse FISH en direct s’est avérée utile, offrant I’avantage d’étre
précise et fiable. Elle présente une spécificité et une sensibilité intégrales en ce qui a trait
au dépistage des aneuploidies ciblées [Grimshaw et al., 2003]. Un de ses nombreux autres
avantages est sa capacité a détecter les polyploidies (triploidies et tétraploidies) comme
celaaété le cas dans notre éude. 1l ne faut pas oublier cependant que ce procédé ne permet
de détecter que les aneuploidies ciblées. Les anomalies chromosomiques autres que celles
ciblées ne sont pas accessibles a ce type d’analyse, ce qui nous a conduit a présumer que le
taux d’anomalie dans notre série pourrait étre sous-estimeé. Le principal inconvénient de la
FISH reste cependant son codt élevé et le fait qu’elle ne se préte pas a I’automatisation
[Grimshaw et al., 2003 ; Mann et al., 2004].

11.2.3. Analyse ML PA :

Une autre méthode qui a fait ses preuves pour le diagnostic des anomalies
chromosomiques déséquilibrés dans les cas pour lesquels les cellules en métaphase ne sont
pas disponibles est la MLPA. Cette méthode est dépendante de I’extraction d’ADN, ne
nécessite pas de cellules vivantes ou intactes et peut donc étre utilisée aussi bien pour des
tissus fixés ou congelés que pour des tissus frais.

Pour notre étude, et afin d’augmenter la possibilité de détection des aneuploidies ainsi
que des réarrangements chromosomiques subterminaux déséquilibrés, nous avons utilisé
une combinaison de deux kits de sondes MLPA : SALSA P036 et PO70 permettant
I’analyse simultanée de toutes les régions subtélomeriques [Diego-Alvarez et al., 2007 ;

Bruno et al., 2006]. L utilisation d’au moins deux sondes différentes pour chaque région
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est trés recommandée en raison de I’existence de polymorphismes de ces régions dans la
population générale.

Nous avons utilisé en paralléle le kit P245 permettant d’explorer simultanément 21
régions impliquées dans des microremaniements intra-chromosomiques a I’origine de
syndromes cliniquement bien documentés.

Notre analyse a été réaliseée sur 63 échantillons d’ADN extrait & partir de VC prélevées
sur des produits d’AS. Six des cas étudiés ont été ininterprétables au final, donc exclus. Six
autres cas avaient été pré-analysés par AneuVysion™ qui s’était révélée normale ; la
MLPA s’est également révélée normale.

Pour les cas restants, nous avons révélé la présence de 2 aberrations chromosomiques :
2 monosomies X.

Dans notre série, le taux d’anomalie chromosomique est de 3.17% avec deux
aneuploidies et un réarrangement de structure. Ce taux est inférieur a celui de lalittérature
en raison du caractere ciblé de la MLPA et du petit nombre d’échantillons étudiés [Carp et
al., 2001], mais montre que la MLPA peut étre parfaitement utilisée, a I’instar des autres
techniques moléculaires, dans le diagnostic d’anomalies chromosomiques [Diego-Alvarez
et al., 2007].

Les deux cas d’AS avec monosomie X révélés par notre analyse se sont produits tres tot
dans la grossesse, a la 9" et |a 11°™ SA respectivement. Ces deux cas confirment le fait
gue les monosomies gonosomiques font partie des anomalies fréqguemment impliquées
dans les échecs de grossesses, sachant par ailleurs que 99% des conceptions avec
monosomie X avortent tot dans la grossesse [Davidson et Burn, 1990 ; Hook et Warburton,
1983]. Comme indiqué précédemment, I’age maternel pour les monosomies X est inférieur
a celui des autres aneuploidies et plus particulierement les trisomies [Boué et al., 1985].
Nos deux cas le confirment car les deux meres étaient gées respectivement de 27 et 24
ans.

Tout comme I’analyse FISH, dans cette série la prépondérance des cas normaux XX a
également été notée malgré I’échantillon réduit, avec un sexe ratio méale-femelle de 0,85.
La aussi, certains auteurs suggérent que ceci pourrait étre lié & une contamination
maternelle du préévement [Hogge et al., 2003 ; Sullivan et al., 2004 ; Moracles et al.,
2008 ; Rodgers et al., 1996]. D’autres auteurs spéculent sur I’éventualité qu’il puisse y
avoir une influence négative en début de grossesse de certains génes qui échappent a
I’inactivation du X, engendrant ainsi un déséquilibre dans le dosage génique entre les
hommes et lesfemmes [Bell et al., 1999 ; Beever et al., 2003].
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La MLPA est donc une autre alternative a la cytogénétique conventionnelle et a la
culture cellulaire, du fait qu’elle n’utilise que I’ADN au lieu du matériel cultivé. Ceci a
grandement facilité notre téache, nous évitant des manipulations infructueuses des produits
d’AS récoltés et nous obligeant seulement a congeler a sec des petits fragments de
villosités choriales. Méme les tissus tres macérés, trés nombreux dans notre étude, ont pu
étre exploités pour I’extraction de I’ADN.

11.2.4. Quelles per spectives ?

Nos résultats fournissent des preuves supplémentaires pour considérer laMLPA comme
une technique rapide, automatisée, précise et fiable pour I’étude des aneuploidies sur des
tissus méme trées macérés; elle ne nécessite pas de culture de cellules et les quantités
d’ADN nécessaires a I’analyse ne sont pas trés importantes. La MLPA fournit un excellent
outil de détection rapide des aneuploidies les plus fréquentes retrouvées dans les produits
de conception aberrants, mais également des microremaniements subtél omériques et intra-
chromosomiques. Elle permet I’analyse simultanée de tous les chromosomes en une seule
réaction PCR et en utilisant une paire d’amorces communes a toutes les sondes utilisées
simultanément. La MLPA est une approche ciblée mais offrant une analyse plus globale du
génome que la FISH.

En plus d’étre facile et fiable, la MLPA présente aussi I’avantage d’étre peu codteuse, et
possede une excellente sensibilité.

Cependant, cette technique a des limites du fait qu’elle ne permet pas la détection des
polyploidies (triploidies et tétraploidies), anomalies assez fréguentes dans les pertes
spontanées de grossesses, ni celle des réarrangements structuraux tels les tranglocations

équilibrées ou lesinversions.
Conclusion :

Des techniques moléculaires de cytogénétique émergeantes sont susceptibles, dans un
proche avenir, de supplanter la FISH en direct et la MLPA : il s’agit en particulier de la
technigue « prenatal BoBs » et de I’ACPA. La premiére permet un diagnostic rapide, en
direct, des aneuploidies 13, 18, 21, X et Y ainsi que de 9 régions impliqués dans des
microremaniements a I’origine de grossesses pathologiques ; la deuxiéme permet une

anal yse pangénomique de tres haute résolution.
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I11. Quel intérét pour I’évaluation des pertes de grossesses ?

Bien qu’une évaluation compléte d’une perte de grossesse nécessite de nombreux tests,
y compris des études cytogenétiques, ces tests sont colteux et laborieux, et des études
cytogénétiques ne peuvent tout simplement pas étre justifiées pour chaque échec de
grossesse. Toutefois, un examen attentif par un pathol ogiste peut souvent étre utile dans la
mesure ou il peut déterminer dans quelle condition la grossesse s’est arrétee, et si elle
semble s’étre développée normalement ou non. L’age de développement est
particulierement utile, car plus tot se produit I’arrét de croissance, plus il est probable que
le produit de conception présente un caryotype anormal. Tout embryon ou feetus doit étre
examiné de prés pour détecter les preuves d’anomalies congeénitales. Les embryons avec
des malformations et des retards de croissance sont plus susceptibles de présenter des
caryotypes anormaux.

Distinguer un AS chromosomiquement norma ou non est un avantage considérable
pour la patiente, car ceci peut aider a déterminer d’éventuels besoins d’études
complémentaires et a prédire le risque de récidive. En effet, de nombreux auteurs
préconisent une forte corrélation entre les constitutions chromosomiques du premier AS et
des grossesses suivantes. Les patientes ayant vécu un AS chromosomiquement anormal
sont plus susceptibles de faire I’expérience de caryotypes anormaux dans les grossesses
ultérieures, alors gue les pertes de grossesses chromosomiguement normales sont plus
aptes a présenter des caryotypes normaux dans les grossesses suivantes [Hassold, 1980 ;
Warburton et al., 1987 ; French et Bierman, 1962].

Les éudes chromosomiques sont particulierement utiles pour les mortinaissances
soupgonnées d’avoir des anomalies cytogénétiques. Il pourrait également y avoir un risgue
accru d’aberrations chromosomiques en présence d’anasarque, de macérations, ou des
antécédents de pertes antérieures [Mueller et al., 1983]. Les études cytogénétiques
devraient probablement étre réalistes dans tous les cas ou une explication
physiopathologique a leur déces n’est pas identifié.

D’autre part, et bien qu’un ASR est defini par la survenue de trois échecs consécutifs,
aujourd’hui, de nombreux couples trouvent que trois fausses-couches sont plus que ce
qu’ils sont préts a accepter avant de chercher des réponses aux pertes de grossesse. Ca
pourrait étre une justification pour lancer une nouvelle évaluation apreés le deuxieme échec

de grossesse.
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Bien que des progres considérables aient été réalises dans la compréhension des causes
sous-jacentes d’échecs de grossesses, notre connaissance des mécanismes impliqués dans
laméose, lafécondation et la mitose est encore assez limitée, et les facteurs influant sur la
survie de I’embryon ne sont pas encore compris. L’age de la mére semble augmenter la
fréquence des conceptions anormales, mais pourrait également diminuer I’efficacité de ce
processus de contrdle. || y a malheureusement peu a offrir a un couple qui a un risque
augmenté pour des grossesses cytogénétiquement anormales. Quand un réarrangement est
incompatible avec une issue normale de la grossesse (tel que I’isochromosome 21),
I’utilisation d’ovules ou de sperme d’un donneur pourrait étre une option, mais il n’existe
pas d’alternative claire pour les couples ayant des aneuploidies ou des polyploidies
récurrentes. Toutefois, et bien que nous ne puissions pas prévoir les risques, Nous pouvons
tenter d’offrir aux patients une explication des raisons pour lesquelles une grossesse
donnée a échoué, et proposer un traitement qui pourrait améliorer les chances de réussite
future. Un examen prénatal peut également étre propose dans le cas ou il existe un risque
accru d’anomalies cytogénétiques. Il est important de garder a I’esprit que méme avec une
histoire de grossesse chromosomiquement anormale, la plupart des couples ont une bonne
probabilité de succeés pour des grossesses ultérieures.

Enfin, la cytogénétique ne doit pas étre considérée seulement comme un ensemble de
technigues utiles en pratique médicale, mais comme une partie de la génétique humaine qui
contribue a des recherches aussi diverses que I’inactivation de I’X, la signification des
polymorphismes chromosomiques, la ségrégation des anomalies, la dynamique de leur
évolution in vitro, le comportement des chromosomes a la mitose et a la méiose et les
mécanismes en cause, les anomalies des téloméres...

L’association des différentes techniques de cytogenétique, qui offrent maintenant un
choix trés étendu, ouvrent largement la voie a de trés nombreux développements, dont

I’étude du développement humain et des variations du génome.
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Partie2:

|. Population étudiée :

Nous avons réalisé une étude rétrospective fondée sur I’analyse comparative d’un
échantillon recruté a Sidi Bel Abbés (E1) et d’un échantillon recruté a Clermont-Ferrand
(E2) (Tableau 1). Pour le premier échantillon, il s’agissait de femmes ayant subi un
avortement spontané (AS) et admises a la maternité de I’hépital Hassani Abdelkader de
Sidi Bel Abbés. Pour le deuxieme échantillon, il s’agissait de femmes ayant subi un AS et
pour lesquelles un prélévement pour établir le caryotype du produit de fausse-couche avait
€été adressé dans le Service de Cytogénétique du CHU Estaing de Clermont-Ferrand. Cette
étude a couvert une période de six années, alant de Janvier 2005 a Décembre 2010. Des
fiches technigues individuelles ont été établies a partir des dossiers des patientes recrutées.
Chaque fiche comportait les données suivantes: I’age maternel, I’age gestationnel, la
parité, la gestité, les antécédents d’avortements spontanés et pour les patientes de
Clermont-Ferrand, le résultat du caryotype feetal, ce type d’analyse n’étant pas réalisé en
Algérie.

Les données recueillies ont été saisies et analysées a I’aide du logiciel EXCEL.

Les résultats obtenus sont donnés sous forme d’histogrammes.

Il. Résultats et discussion :

I1.1. Caractéristiques des deux échantillons:

Echantillon 1 Echantillon 2
Taille de I’échantillon 54720 NV/4349 AS 264 ASet MFIU
Age maternel moyen 31.47 30.79
e Patientelaplusjeune 17 15
e Patientelaplus agée 60 46
Age gestationnel moyen (SA) 10.96 22.52
e AGleplusjeune 5 7
e AG leplusvieux 24 40

NV : Naissances vivantes, AS: Avortements Spontanés, MFIU : Mort Fcetale In Utero, AG: Age
Gestationnel
Tableau 1: Caractéristiques des deux échantillons étudiés (E1 : Sidi Bel Abbes, E2 : Clermont Ferrand)
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I1.2. Analyse des données:

11.2.1. Lafréguencedes AS:

L’incidence des avortements spontanés est un indice de santé, utile dans les études
épidémiologiques. Dans notre étude, I’incidence des avortements spontanés a été calculée
pour I’échantillon de Sidi Bel Abbés par rapport aux nombre total des grossesses
enregistrées annuellement durant la période éudiée (naissances vivantes plus les
avortements enregistres).

Lafigure 1 montre, pour I’échantillon de Sidi Bel Abbés, I’incidence annuelle des AS
entre 2005 et 2010. Le taux d’avortements spontanés varie entre 7 et 9% et semble
demeurer constant au cours des six années, avec une incidence moyenne de 8% (Figure 2).

Bien que I’incidence exacte des avortements spontanés dans une population soit difficile
a évauer, le taux que nous avons obtenu est |égerement en dessous de ce que rapporte la
littérature. En effet, certains auteurs situent cette incidence entre 10 et 15% pour les
grossesses cliniguement reconnues [Miller et al., 1980 ; Kline, 1989 ; Chard, 1991, Rai et
Regan, 2006]. D’autres I’estiment a 20% (touchant environ une grossesse sur cing)
[Mervid et al., 2005 ; Savitz et al., 2002]. D’autres enfin vont jusqu’a présumer que ce
taux pourrait étre 4 a 5 fois supérieur considérant qu’environ deux tiers des grossesses
échouent, si on prend en considération les grossesses infracliniques, c’est-a-dire les
grossesses s’arrétant juste apres la conception et les grossesses biochimiques [Merviel et
al., 2005 ; Jauniaux et Burton, 2005 ; Ral et Regan, 2006].

Ces différentes données ne sont pas contradictoires et expliquent la relative faible
incidence des AS dans notre étude. En effet, en général les femmes ne consultent pas ou
peu avant lafin du premier trimestre de la grossesse et un trés grand nombre d’AS survient
tres tot dans la grossesse, avant ou au moment de I’implantation ou avant la découverte
clinique de la gestation. De plus, les femmes peuvent présenter une large variété de
symptémes lors d’une fausse-couche et le nombre d’avortements spontanés a la maison,
sans aucune intervention medicale, est inconnu.

Une autre hypothese avancée par I’équipe médicale de la maternité Hassani Abdelkader
de Sidi Bel Abbés, est que la prise en charge des femmes enceintes au niveau de la
maternité s’est beaucoup améliorée a partir de 2005, année de mise en service de la dite

maternité, avec de nouvelles structures d’accueil et de suivi des grossesses a hauts risques.
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Figure1: Incidence annuelle des AS chez les patientes de Sidi Bel Abbés
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Figure 2 : Incidence moyenne des AS durant la période 2005-2010 & Sidi Bel Abbés

11.2.2. Répartition des AS en fonction de I’age maternel :

La plupart des études portant sur les facteurs de risque des avortements spontanés a
conclu que les effets négatifs prédominants sont ceux de I'age maternel avance (avec une
nette augmentation du risque apres 35 ans) [Leridon, 1977 ; Regan et al., 1989 ; Coste et
al., 1991 ; Fretts et al., 1995, NyboAndersen et al., 2000, Osborn et al., 2000 ; Glinianaia
et al., 2005]. Cependant, le comportement reproducteur dans notre société a changé et,
pour diverses raisons sociales (études, travail, mariage tardif...), beaucoup de femmes

choisissent de retarder la maternité. A titre d’exemple, et selon les données de recensement
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du Royaume Uni, le nombre de bébés nés de meres &gées de 35 ans ou plus a doublé entre
1985 et 2001, passant de 8% a 16% du total des naissances [Stirrat, 1990 ; Sullivan et al.,
2004]. Aux Etats-Unis, cette proportion est passée de 19% en 1976 a 37,4% en 1998
[Ventura et al., 1988, Guyer et al., 1999]. Bien qu’il n’existe aucune donnée comparable
pour les avortements spontanés, il est logique de penser que ce taux a également augmenté.
En effet, une vaste éude prospective a montré que I'ége maternel a la conception est un
solide facteur de risque des AS [Nybo Andersen et al., 2000] en raison d'une augmentation
des conceptions chromosomiquement anormales [Stirrat, 1990 ; Hassold et al., 1985] ;
ainsi, le risque de perte feetale augmente considérablement aprés I’age de 35 ans
[NyboAndersen et al., 2000]. Dans notre étude sur I’échantillon de Sidi Bel Abbés, nous
avons également observé une augmentation significative de I’incidence des AS avec
I’augmentation de I’age maternel, passant de 7,2% chez les patientes agées de 24-29 ans a
11% chez les 35-39 ans et 16% chez les 40-45 ans (Figure 3). Ceci est en accord avec les
résultats de la littérature [Dominguez et al., 1991 ; Cano et al., 1995 ; Nyboandersen et al.,
2000 ; Osborne et al., 2000]. La probabilité d'une grossesse réussie chez les femmes agées
de 40 ans ou plus est donc faible, avec des risques de fausse couche, de grossesse extra-
utérine, ou une mortinaissance beaucoup plus élevée que chez les femmes dans leur
trentaine [NyboAndersen et al., 2000]. L’association observée entre age maternel et
augmentation des AS pourrait étre le résultat de modifications liées a I’age, telles que
I’augmentation des conceptions chromosomiquement déséquilibrées, une moindre qualité
de la muqueuse uterine pénalisant I’implantation de I’ceuf ou une altération des fonctions
hormonales. En outre, I’a4ge pourrait étre un facteur de majoration de I’exposition a des
facteurs de risques encore inconnus [Hassold et Chiu, 1985 ; Cano et al., 1995].

Comme nous ne disposions pas des informations nécessaires (nombre total de grossesse
et nombre total d’AS) pour mener une étude comparative sur I’4ge maternel concernant
I’échantillon de Clermont-Ferrand, nous avons calculé la répartition des AS par tranche
d’age sur les seules donnees dont nous disposions, a savoir celles des AS pour lesquels un
prélevement du produit de fausse-couche avait été adressé au Service de Cytogénétique du
CHU Estaing. Nous avons obtenu le graphe suivant (Figure 4) :
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Figure 3: Incidence des AS en fonction de I’age maternel (Sidi Bel Abbés)
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Figure4 : Répartition des AS par groupes d’age maternel (Clermont-Ferrand)

Un calcul similaire a été réalisé sur I’échantillon de Sidi Bel Abbés (Figure5). Bien que
la proportion de données manquantes pour I’age maternel soit élevée pour I’échantillon de
Clermont-Ferrand, ce qui pourrait induire un biais dans I’interprétation des données, nous
avons noté que le pic des AS concernait les tranches d’age 25-29 ans et 30-34 ans dans les
deux échantillons. Cette apparente forte proportion des AS durant ces deux tranches d’age
n’est pas a interpréter comme une forte incidence des AS durant ces périodes, mais est liée

au fait que le taux de reproduction est & son acmé durant ces périodes. Au-dela de 35 ans,
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le taux de reproduction diminue et I’incidence des AS dans E1 augmente : la fertilité
diminue donc.

Comme les deux graphes (Figures 4 et 5) sont similaires, il semble logique de conclure
que les effets de I’age maternel dans I’échantillon de Clermont-Ferrand sur I’augmentation

de I’incidence des AS soient identiques a ceux observés pour I’échantillon Belabésien.
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Figure5: Incidence des AS par tranches d’age maternel (Sidi Bel Abbés)

11.2.3 Répartition des AS selon I’age gestationnel :

Les figures 6, 7 et 8 montrent la répartition des AS en fonction de I’age gestationnel.
Les AS sont généralement classés en AS précoces (survenant avant la 12°™SA) et en AS
tardifs (survenant entre la 12°™ et |a 24°™SA [Bringham et al., 1999].

La grande majorité des AS survient tét, avant 12 SA [Bringham et al., 1999 ; Bricker et
Farquharson, 2002 ; Ugwumadu et al., 2003]. Mattar et Mendes [Mattar et Mendes, 2002]
estiment que 80% des AS surviennent avant la fin du premier trimestre de grossesse. Cet
état de fait correspond aux résultats obtenus en Algérie, ou 77% des AS sont survenus
avant 12 semaines de gestation (Figure 6).

Dans notre étude, le pic d’incidence s’est situé au cours du second mois de grossesse,
entre la 6™ et la 10°™SA, totalisant une incidence de 40% uni guement pour cette période
(Figure 7). Cette donnée est arapprocher de celles de Bjorn et ses collégues [Bjorn et al.,
2011] situant le pic d’incidence des AS entre la 7°™ et la 11%™SA. La proportion de 1%
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enregistrée au premier mois est de toute évidence due au sous-diagnostic, les femmes ne
consultant généralement pas avant la 4°™ semaine de grossesse et |es pertes embryonnaires

n’étant pas enregistrées.
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Figure 6 : Répartition des AS en fonction de I’age gestationnel (Sidi Bel Abbés)
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Figure 7 : Incidence des AS en fonction de I’age gestationnel a Sidi Bel Abbés

Aprésla12°™SA, la figure 6 montre le passage du taux d’AS sous la barre des 5%. Ces
résultats concordent avec ceux obtenus par Bringham et ses collégues [Bringham et
al.,1999], qui avaient trouvé que moins de 5% des AS survenaient apres I’identification de
I"activité cardiagque embryonnaire, c'est-a-dire aprés la 1% échographie ala 12°™ SA.

Le graphe 8 montre les résultats obtenus pour I’E2 (CHU Estaing). La proportion
d’ages gestationnels inconnus est de 6% ce qui pourrait biaiser I’interprétation des
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résultats. Néanmoins, le graphe montre une tres nette prépondérance des avortements
spontanés tardifs, ce qui ne correspond pas aux attentes si on s’en réfere aux données de
I’E1 et a celles de la littérature. Cependant, ces résultats doivent étre analysés avec une
attention particuliére, en prenant en compte que des prélévements de produits de fausse
couche a visée cytogénétique ne sont que rarement réalisés avant 12 SA ; aussi, pour I’E2,

les AS avant 12 SA ne sont pas répertoriés.

86%
100%

80%

60%

40%

8% 6%
0%
Précoce Tardif inconnu

M Précoce M Tardif Minconnu

Figure 8 : Répartition des AS en fonction de I’age gestationnel a Clermont-Ferrand

11.2.4. Répartition des AS en fonction dela parité:

Les antécédents de reproduction sont un facteur prédictif indépendant de I'issue future de
la grossesse. Bien que la plupart des études désigne la pluriparité comme un facteur de
risque connu pour les AS [Christiansen, 1997 ; Naylor et Warburton, 1979 ; Czeizel et al.,
1984], les graphes obtenus a Sidi Bel Abbés (Figure 9) et a Clermont-Ferrand (Figur e 10)
contredisent en premiére anal yse cette théorie.

Notre étude montre en effet, que pour nos deux échantillons (Sidi Bel Abbés et
Clermont-Ferrand), le taux d’AS est le plus élevé chez les primigestes, avec
respectivement 31% et 37% d’AS. Ce résultat n’est pas en contradiction avec les données

de la littérature; en effet, dans notre étude, nous avons étudié la répartition et non
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I’incidence des AS en fonction de la parité, sachant que le nombre d’AS est de moins en

moins important au fur et a mesure que la parité augmente.

35% 7 31%

30% -
24%
25% -
20%

20% A

15% - 12% .
M Avortement spontané %

Pourcentage %

5% -

O% T T T T T 1

Parité

Figure9: Répartition des AS en fonction de la parité des patientes de Sidi Bel Abbés
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Figure 10: Répartition des AS en fonction de la parité des patientes de Clermont-Ferrand

Ces résultats sont tout de méme soutenus par une étude Suédoise menée par Raymond
et ses collegues [Raymond et al., 1996] qui stipule que le risque d’AS est plus élevé chez
les nullipares, méme lorsque I’analyse exclut les femmes hypertendues, diabétiques,

présentant des complications placentaires ou un retard de croissance intra-utérin.
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11.2.5. Répartition des AS en fonction de leur répétition :

Selon le Royal College of Obstetricians and Gynecologists [1998] et The American
College of Obstetricians and Gynecologists [2001], les avortements spontanés a répétition
(ASR) sont souvent définis comme la survenue d’au moins trois pertes de grossesses
consécutives avant la 24°™ semaine d’aménorrhée. Dans prés de 50% des cas, I’étiologie
des ASR reste inconnue [ Stephenson, 1996], cependant, les facteurs de risque connus des
ASR sont les troubles génétiques, notamment les anomalies chromosomiques parentales
qui représentent une étiologie importante, avec une prévalence de ces anomalies variant de
2 a 8% chez les couples souffrant d’ASR [Elghezal et al., 2007], les pathologies utérines,
les dysfonctionnements endocriniens, les maadies auto-immunes, la thrombophilie ains
que les facteurs environnementaux [Ral et Regan, 2006].

La plupart des études menées sur le sujet estime I’incidence des ASR chez les femmes
en &ge de procréer entre 1 et 5% [Carrington et al, 2005 ; Hogge et al, 2003 ; Stirrat, 1990 ;
Coulam, 1991 ; Scott, 1994]. Cette fréquence augmente avec le nombre d’accidents
ultérieurs: 17 a 35 % aprés deux FCS, 25 a 46 % apres trois FCS et supérieur a 50 % apres
six AS [Ogasawara €t al., 2000]. L’incidence des ASR dans notre étude se situe dans la
fourchette avancée par ces différentes études, avec des taux d’ASR respectifs de 3%
(Figure 11) et de 5% (Figure 12) en France et en Algérie.

H Sans antécédent
H 1 avortement

M 2 avortements
H 3 avortements

M 4 avortements

M >=5 avortements

LI Historique inconnu

Figure 11 : Répartition des AS en fonction des antécédents (Clermont-Ferrand)
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5% 1% 1%

M Sans antécédent
B 1 avortement

H 2 avortements
M 3 avortements
W 4 avortements

m >=5 avortements

Figure 12 : Répartition des AS en fonction des antécédents a Sidi Bel Abbés

L augmentation du risque d’AS avec le nombre d’accidents antérieurs est un argument
en faveur de la réalité d’un syndrome d’ASR. On estime que la probabilité d’avoir un
enfant vivant diminue de 23 % a chague avortement supplémentaire au-dela de trois
avortements [Stirrat, 1990]. Normalement il faut attendre la survenue de trois AS
(définition des ASR) pour entreprendre un bilan étiologique. Cependant, méme en résistant
alapression |égitime des couples « pour trouver une cause, et donc proposer un traitement
», ce bilan d’ASR est souvent pratiqué aprés deux AS car les taux de récidive aprés 2 ou 3
AS sont proches. Le premier role du praticien est d’abord de rassurer le couple en
I’informant que la probabilité de mener a bien une grossesse apres trois AS est de 60 %
[Clifford et al., 1994].

11.2.6. Résultats de I’analyse cytogénétique conventionnelle :

A Clermont-Ferrand, 264 produits de fausse couche spontanée ont été analysés durant la
période étudiée. Les résultats obtenus sont représentés dans le graphe suivant (Figur e 13).
Celui-ci montre un taux de contamination de 3% et des échecs de culture ont été observés
dans 44% dans cas. Huit pour cent des produits d’AS analysés présentaient une anomalie

chromosomique (Tableau 1).
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45% 4%

45% -
40% -
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Figure 13 : Résultats de I’analyse cytogénétique conventionnelle a Clermont-Ferrand

Ces résultats ne sont pas surprenants éant donné que les éudes cytogénétiques ont
toujours été limitées, apres évacuation du produit de conception retenu in utero, par ces
deux aspects, la contamination des prélévements par des cellules maternelles et I’absence
de prolifération des cellules in vitro liée a une macéation in utéro du conceptus.
Historiquement, le taux de réussite des caryotypes était compris entre 48 et 59% [Hassold,
1986 ; Boué et al., 1975 ; Kgjii et al., 1980], ce qui correspond parfaitement au taux de
réussite que nous avons relevé dans notre étude estimé a 52% [ Caryotypes normaux (44%)
+ caryotypes avec anomalies chromosomiques (8%)]. Une autre alternative possible pour
le cytogénéticien : recourir aux technigues moléculaires de cytogénétique, celles-ci ayant le
mérite de ne pas nécessiter une culture préalable, d’étre rapides et de ne nécessiter que peu

de matériel, méme non vivant.
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Cas Age Age gestationnel Histoire Caryotype
maternel (SA) reproductive
1 27 14 G1P0O 47 XX ,+21
2 46 Inconnu G4P3 47 XX,+18
3 27 13 G1PO 9R2XXYY
4 42 20 G1P0O 47 XX+,21
5 27 12 G4P1 (1 69, XXX
6 29 12 IMG) 69, XXX
7 29 26 G1PO 46,X X ,del(13)(g21;933.3)
8 28 28 G2P1 63 , XXX
9 35 29 G3P1(11VG) 46,XX[25]/47,XX,+16[5]
10 34 13 G4P3 69 ,XXY
11 27 13 Inconnu 69, XXX
12 32 12 G1P0O 69, XXX
13 37 10 G5P2 (11VG) 47 XXX
14 39 Inconnu G1PO 46,XX /47, XX, +mar/50,XX X ,+7,+12,+13
15 34 9 G1P0O 47 XY +21
16 27 Inconnu G1P0O 69,XXY
17 26 32 Inconnu XY (46,XY[12]/45,X[5]
18 45 13 G1P0 47 XX ,+21
G6P1
19 21 Inconnu 51(1IVG+ 69, XXX
1IMG T21)
G1PO

*G: Gedtité, P : Parité
Tableau 1 : Caryotypes aberrants obtenus par I’analyse des produits d’AS adressés au CHU Estaing.

Conclusion :

L’étude des avortements spontanés est importante sous différents aspects médicaux, car
ils peuvent étre considérés comme le plus fréquent des issues facheuses de la grossesse. La
mortalité feetale semble donc étre un mecanisme trés efficace de sélection naturelle, ne
permettant qu’aux grossesses non-pathologiques d’arriver a terme.

Il ressort de notre étude que la situation des AS dans les régions de Sidi Bel Abbes et de
Clermont-Ferrand ne déroge pas aux conclusions d’études précédentes menées un peu
partout dans le monde. En effet, et bien que I’incidence des AS soit relativement inférieure
aux statistiques, il n’en demeure pas moins que les facteurs de risque restent les mémes, a
savoir, I’augmentation de I’4ge maternel (induisant une augmentation de conceptions

chromosomiquement déséquilibrées) et la primigestite.
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Il nous a également été possible de conclure que la maorité des AS survenaient
précocement durant la grossesse et que le taux des ASR se situait dans la fourchette des 2-
8% avancée par la plupart des études sur le sujet.

Enfin, les échantillons analysés par les techniques de cytogénétique ont montré un taux
d’échecs tres élevé estimé a 45%, et seulement 8% d’anomalies chromosomiques,
argument en faveur de I’ utilité du recours aux techniques de biologie moléculaire pour une

analyse plus efficace des produits d’AS.
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Conclusion Générale

Notre objectif, reposant sur I’étude cytogénétique par des techniques moléculaires de
produits d’AS, était de mettre en évidence les anomalies chromosomiques les plus
fréquentes a I’origine des pertes feetales dans deux échantillons de populations agérienne
et francaise.

Les techniques de FISH et de MLPA ont montré que les chromosomes peuvent étre
efficacement étudiés a partir de villosités choriales prélevés sur des produits d’AS sans
avoir recours a la culture celulaire. Elles représentent des outils simples, rapides et
sensibles pour la détection des anomalies chromosomiques et sont une alternative trés
intéressante ala culture, permettant le diagnostic de désordres génomiques indécel ables par
les techniques conventionnelles. |l nous a ainsi été possible de détecter a I’aide de la FISH
3 trisomies 21, 1 trisomie 18, 1 trisomie 13, 1 mosaique 46,XX/47,XX+21, 3 triploidies et 1
monosomies X (Turner). Par ailleurs, 2 monosomies X ont é&é mises en évidence gréce a la
MLPA. Les techniques moléculaires de la cytogénétique (FISH, MLPA...) sont des
approches alternatives au caryotype et trés pertinentes pour établir et identifier I’étiologie
chromosomique des AS, notamment quand la qualité du matériel biologique a disposition
interdit le recours aux cultures cellulaires. Cependant les deux techniques présentent des
inconvénients: la FISH en direct est ciblée et ne détecte que les aneuploidies des
chromosomes 13, 18, 21, X et Y ; elle est de plus colteuse. La MLPA, bien qu’offrant une
vue plus globale du génome permettant de détecter toutes les aneuploidies en plus de 21
syndromes microdéletionnels, demeure incapable de détecter la contamination de I’ADN
feetal par de I’ADN maternel et les changements de ploidie.

En 2013, la prise en charge des AS a fait un bond en avant avec I’avenement des
« BACs on Beads » ou BoBs et le recours a I’ACPA (Analyse Chromosomique sur Puces a
ADN). Les BoBs, pratiqués en premiere intention, permettent de détecter de facon ciblée
des gains et pertes d’ADN dans 9 régions génomiques pertinentes en prénatal et les
aneuploidies des chromosomes 13, 18, 21, X et Y ; cette approche est « robuste » et peut
méme étre pratiquée sur du matériel macéré et, bien sir, en absence de prolifération des
cellules en culture. Lorsgue le résultat des BoBs est négatif, une ACPA est aors réalisee,
sachant que le sexe ayant été déterminé par les BoBs, I’échantillon pourra étre
correctement cross-matcher avec un témoin de méme sexe. Si un déséquilibre est mis en
évidence par I’ACPA, il sera alors confirmé par une autre technique moléculaire (FISH ou
QF-PCR) et son caractére hérité ou de novo sera déterminé. De plus, le caryotype des
parents pourra alors étre établi afin d’appréhender les mécanismes de survenue de

I’anomalie.
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Table 1. SALSA MLPA P036-E1 Human Telomere-3 probemix

Length (nt) Chmm.o?omal Gene detected =l e MapView build 36 position
position probe
€4-70-76-82  Q-fragments: DNA guantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragmsants: Low signal of 88 or S6 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
118 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome

130 § ip TNFRSF4 02265-L01751 01-001.14
136 2p ACP1 02274-L08758 02-000.25
142 El- CHL1 01721-L01329 03-000.34
151 4p PIGG [FLJ20255) 02005-L02047 04-000.50
158 tp PDCD6 01723-L01327 05-000.37
166 6p IRF4 01724-L02048 06-000.34
172 7B ADAP1 (CENTAL) 02275-L02049 07-000.93
179 8p F3X025 02397-L01845 08-000.40
186 op DMRT1 01727-L02050 09-000.84
193 10p DIPZC (KIAAQ934) 02277-L01758 10-000.48
202 iip RICEA (RIC-8) 03315-L02733 11-000.20
208 i2p SLCeAl2 0227€-L01757 12-000.17

219 + 13g-cen PSPC1 02399-L01847 13-019.24 (Acrocentric chramosome)

227 + 14g-cen CCNB1IP1 (HEI10) 01732-L01318 14-019.86 (Acrocentric chromosome)

235 + 15g-cen MKRN3 07291-L08858 15-021.36 (Acrocentric chromosome)
242 i6p POLR3K 01734-L01316 16-000.04
250 i7p RPH3AL 01735-L01315 17-000.17
258 18p USP14 01736-L02051 18-000.19
265 19p CcDC34 01737-L01313 19-000.49
274 20p SOX12 02396-L01844 20-000.26

283 - 21g-cen REM11 0173¢-L0131: 21-014.51 (Acrocentric chromosome)

289 ~ 22g-cen BID 01740-L01310 22-016.61 (Acrocentric chromesome)
298 Xp/Yp (PAR1) |SHOX 01148-10133: X/¥-000.52 (PAR1 rzgion)
307 ig SH3BPEL (KIAA1720) | 02392-L02149 01-247.08 (0.2 Mb from telomere)
313 2q CAPN1O 01742-L01308 02-241.18 (1.6 Mb from telomere)
322 3q BDH1 02013-L02052 03-198.76 (0.7 Mb from telomere)
330 § 4q TRIML2 12050-L11446 04-189.26 (2.0 Mb from telomere)
337 5q GNB2L1 0331€-L02737 05-180.60 (0.2 Mb from telomere)
346 &g PSMB1 0174€-L01304 06-170.69 (0.5 Mb from telomere)
355 79 VIPR2 01747-L01303 07-158.60 (0.3 Mb from telomere)
361 8q ZC3H3 (KIAAQ150) 01748-L01302 08-144.69 (1.6 Mb from telomere)
372 9q EHMT1 08205-L08170 09-139.83 (0.2 Mb from telomere)
379 10q PAOX (PAO) 09142-L09953 10-135.05 (0.2 Mb from telomere)
386 1iq NCAPD3 (KIAAQQS6) |01751-L01299 11-133.60 (1.2 Mb from telomere)
395 12q ZNF10 02687-L02154 12-132.24 (0.2 Mb from telomere)
402 13q F7 01753-L01297 13-112.82 (1.3 Mb from telomere)
411 14q MTAL 02778-L02201 14-105.00 (1.3 Mb from telomere)
418 15q ALDH1AZ 01755-L01295 15-099.26 (1.0 Mb from telomere)
426 169 GASS (GAS11) 03201-L02659 16-088.63 (0.2 Mb from telomere)
434 179 TBCD 01757-L01293 17-078.45 (0.5 Mb from telomere)
441 18q RBFA (C18orf22) 01758-L01292 18-075.90 (0.2 Mb from telomere)
450 199 CHMP2A (BC-2} 09143-L10626 19-063.75 (0.9 Mb from telomere)
458 20g QOPRL1 0268E-L02834 20-062.19 (0.2 Mb from telomere)
466 21qg PRMT2 (HMT1) 0258€-L02059 21-046.89 (0.1 Mb from telomere)
475 22q RABLZB 01762-L087561 22-049.55 (0.1 Mb from telomere)
433 Xg/Yq (PAR2) | VAMP7 (SYBL1) 01763-L02150 | X/Y-154.78 [PAR2: 0.1 Mb from telom.)




Table 1. SALSA MLPA P070-B2 Human Telomere-5 probemix

Length | Chromosomal Gene SALSA MLPA ) . i
(nt) position detected probe MapView build 36 position
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA guantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-86 | D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation (autosomal)
100 X-fragment: Specific for the X chromosome (AMOT gene ; X-111.95)
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome (UTY gene ; Y-013.98)
118 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome (DDX3Y gene ; Y-013.54)
132 ig SH3BPSL (KIAA1720) 04084-L03605 | 01-247.08
139 2q ATG4B (=APG4B) 02781-L03168 | 02-242.25
145 3q KIAAQ226 02690-L.02842 | 03-198.88
152 4q FRG1L 02691-L02843 | 04-191.10
160 5q GNB2L1 02790-L02232 | 05-180.60
166 ] TBP 02694-L02844 | 06-170.71
172 79 VIPR2 02793-L03167 | 07-158.63
179 = 8q RECQL4 02695-L00610 | 08-145.71
186 9q EHMT1 02792-L02846 | 09-139.78
193 £ 10g ECHS51 02696-L02847 | 10-135.03
202 1ig IGSF9B (=<IAA1030) 02697-L02848 | 11-133.29
211 12q ZNF10 02686-L02849 | 12-132.24
218 13q CDCle 02698-L00753 13-114.03
226 14q MTA1 02699-L02850 | 14-104.99
233 15¢ TM2D3 (=FLJ22604) 02701-L02851 | 15-100.01
241 169 GASS (=GAS11) 02702-L00734 | 16-088.64
250 179 SECTM1 02703-L03169 |17-077.87
258 189 CTDP1 02704-L03607 | 18-075.58
265 =+ 199 CHMP2A (=BC-2) 02705-L02853 | 19-063.76
274 20q UCKL1 (=FLJ20517) 02706-L00642 | 20-062.05
281 21qg 5100B 02587-L02854 | 21-046.85
290 22q ARSA 02707-L00661 | 22-049.41
298 X/Y¥q (PAR2) | VAMPZ (=SYBL1) 02708-L02855 | X-154.82 + Y-057.68 (PAR region)
306 + ip TNFRSF18 02270-L01762 | 01-001.13
315 2p ACPL 02709-L02856 | 02-000.27
323 3p CHL1 02896-L02363 | 03-000.34
329 4p PIGG 14440-L16146 | 04-C00.51
337 5p CCDC127 (=LOC133857) 02791-L02233 | 05-000.26
346 6p IRF4 04077-L03462 | 06-000.34
355* 7p SUNL (UNC84A) 02780-L02857 | 07-000.84
362 8p FBX025 02715-L00973 | 08-000.40
370 Sp DOCKE (=FLJ00026) 02716-L006EE | 09-000.38
379 10p ZMYND11 (=BS69) 05180-L16343 10-000.22
387 11p BETIL 02784-L02226 | 11-000.20
393 12p KDMB5A (JARID1A (=RBBPZ)) 02787-L02229 | 12-000.29
402 + £ "13p” PSPC1 02717-L03608 | 13-019.25 (Acrocentric)
409 + “14p” PARP2 (=ADPRTL2) 02718-L00732 | 14-019.90 (Acrocentric)
418 + £ "15p” NDN 04026-L01542 | 15-021.48 (Acrocentric)
427 £ 16p DECR2 02720-L00648 | 16-000.40
436 17p RPH3AL 04081-L03465 17-000.18
444 18p THOC1 02789-L02231 18-000.20
450 19p PPAP2C 03501-L02880 | 19-000.23
459 20p ZCCHQC3 (=FLJ22115) 02723-L00641 | 20-000.23
466 + "21p” HSPA13 (=STCH) 02724-L00334 | 21-014.68 (Acrocentric)
479 + “22p” IL17RA 02725-L16344 | 22-015.96 (Acrocentric)
484 X/Yp (PAR1) | SHOX 03714-L16345 | X/Y-000.52 (PAR region)

+ The 13, 14, 15, 21 & 22 "p” probes in fact target the q arm, as these chromosomes are acrocentric.
The lengths of some probes in this description have been adjustad as compared to previous versions.




SALSA MLPA P245-A2 Microdeletion probemix

Length (nt) SALSA MLPA probe | Chromosomal position | Syndrome
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome (new from lot 1008 onwards)
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome (naw from lot 1008 onwards)
118 Y-fragment: Specific far the Y chromosome
130 TNFRSF4 Probz 2269101761 1p36.33 1p36 deletion syndrome
136 GATA3 Probe 7632=107317 10p DiGeorge ragion 2 (10p)
142 PAFAH1B1 Probe 4120-L03532 17p13.3 Miller-Dieker region
148 MECP2 Probe 9310-09999 Xq28 MECP2 / Xq28 duplication
154 NSD1 Probe 2595—-L08077 5g35.3 Sotos syndrome
160 UBE3A Probe 4620-L00863 15g12 Prader-Willi / Angelman
166 GABRD Frobe 4690-107966 1p36.33 1p36 deletion syndrome
172 CREBBP Probe 3087=L02487 16p13.3 Rubinstein-Taybi syndrome
178 GNB1 Probe 2890—-107968 1p36.33 1p36 deletion syndrome
184 MECP2 Probe 9311-L10002 Xq28 VMECP2 / Xq28 duplication
190 * SEMA7ZA Probe 8380-L10003 15¢24.1 "15924 deletion syndrome”
196 CLDNS Probe 1218-L06270 22911.21 DiGeorge syndrome
202 MECP2 Probe 3409-.02797 Xq28 MECP2 / Xg28 duplication
208 GP1BB Probe 5464—L10114 22g11.21 DiGeorge syndrome
214 NDN Probe 6282—=101542 15g11.2 Prader-Willi / Angelman
220 PAX6 Probe 3253-L02690 11p13 Wagr syndrome
226 MAPT Probe 7856—L 08385 17g21.31 "17q21 microdeletion”
232 LETM1 Probe 4190-L05920 4p16.3 Wolf-Hirschhorn region
238 PAFAH1B1 Probe 1443—1 08394 17p13.3 Miller-Dieker region
247 SNRPN Probe 2026110004 15q12 Prader-Willi / Angelman
253 T SHANKS3 Probe 10181-L11409 22013.33 22q13 | Phelan-Mcdermid
260 NF1 Frobe 3778-111180 17qil.2 NF1 microdeletion syndrome
267 FANCL Probe 8386—L11411 2pl6.1 "2pl6.1 deletion syncrome”
274 LRRC48 Probe 1452—L00936 17pil.2 Smith-Magenis syndrome
283 CRR9 Probe 1126—=L00684 5pl15.3 Cri du Chat syndrome
292 SNRPN Probe 1318-107970 15912 Prader-Willi / Angelman
297 DMD Probe 1412=_01059 Xp21.2 Chromosome X control probe
303 LLGL1 Probe 1453=1084<9 17pil.2 Smith-Magesnis syndrome
310 ELN Probe 1333-L00D876 7911.23 Willizms syndrome
319 TGFBR1 Probe 4652— 04036 9g22.33 "9q22.3 deletion syndrome”
325 CYP1A1 Probe 6811—-06406 15g24.1 "15q24 delstion syndrome”
335 NF1 Probe 2508=02620 17qil.2 NF1 micradeletion syndrome
342 MAPT Probe 7857—L08501 17921.31 "17g21 microdeletion”
349 Hs.538604 Probe 1232—=107388 10p15.1 DiGeorge region 2 (10p)
358 DLG1 Probe 8395-108249 3929 "3929 deletion syndrome”
364 ELN Probs 1336-L00878 7q11.23 Willizms syndrome
373 SNAP29 Probe 1235-L00773 22g11.21 DiGeorge syndrome
3821 SHANK?3 Probe 10182-L11174 22913.33 22q13 / Phelan-Mcdermid
391 LIMK1 Probe 1337-102333 7q11.23 Williems syndrome
401 TRPS1 Probe 3081-L07411 8g24.12 Langer-Giedion syndrome
409 TGFBR1 Probe 4653—=10006 9g22.33 "9¢22.3 deletion syndrome”
418 DLG1 Probe B401-L08255 3929 "3q29 deletion syndrome”
427 EIF3S3 Probe 1108-L00679 8g24.11 Langer-Giedion syndrome
436 TERT Probe 3761-102477 5p15.33 Cri du Chat syndrome
445 WHSC1 Probe 5058=105513 4p16.3 Wolf-Hirschhorn region
4E4 NSD1 Probe 2600—-L02071 5g35.3 Sotos syndrome
465 T RAI1 Frobe 9440-111412 17pil.2 Smith-Maganis syndrome
472 CRHR1 Probs 7859-L07620 17921.31 "17g21 microdeletion”
486 REL Probe 9860-110628 2pi6.1 "2p16.1 deletion syndrome”
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Annexe 3:
Réactifs et matériel pour la FISH
- Trypsine/ EDTA: Trypsin EDTA solution 100 ml SIGMA Ref. T3924
- KCI : ampoule plastique fournie par la Pharmacie du CHU
Solution diluée au 1/20, a préchauffer a I’étuve 37°C.
- Acide acétique: acide acétique 99,7 % minimum Réf : 1000631000 ELVETEC
- Méthanol technique : fourni par la Pharmacie du CHU
- RNase : Ribonucléase A 250 mg lyophilise SIGMA Ref. R6513
Reprendre dans 10 ml de 2xSSC pH 7 et alicoter a400 ul dans microtubes
- PBS: Tampon PBS 4x1 litre BIOMERIEUX Ref. 75 511
Reprendre la poudre dans 1 litre d'eau stérile
- 0.04 SSC- 2 SSC : Tampon 20xSSC 1 litre SIGMA Ref.S6639
A diluer avant emploi dans eau stérile et a stocker au réfrigérateur
- Pepsine: Pepsine5 g SIGMA Réf. P6887
Reprendre dans 50 ml d'eau stérile et alicoter & 500 pl
- HCl : HCL 1N ampoules Titrisol pour 1 litre Réf. 109970 ELVETEC
- NP40 : NP40 2x1 ml VY SIS Réf. 32 804818
Diluer 100 pl de NP40 dans 100 ml de 2xSSC
- Dapi |I: Dapi 11 2x500 pl VY SIS Réf. 32 804831
- Vectashield: Vectashield 10 ml Réf. VH1000 Valbiotech SA
- Lame: 76x26x1 mm bords rodés dépolie 2 faces LABONORD Réf. 5305103
- Lamelle: Lamelles 24x60 LABONORD Réf. 5305060
Réactifs et consommable pour la MLPA
Barettes Microtubes Eppendorf safe lock 0,2 ml.
Eau stérile Aliquotée en tube 1.5 ml, T° ambiante ou congelée
SALSA MLPA buffer / SALSA MLPA Probemix PO36-E1 Telomere 3 - PO70-B1 Télomeére
5 - P245-A2 Microdeletion 1 /Ligase-65 Buffer A / Ligase-65 Buffer B / SALSA PCR Buffer/
SALSA Enzyme Dilution Buffer / SALSA PCR Primer mix / SALSA Polymérase (MRC-
Holland- Méange SL S + 600nt (Beckman-Coulter)
Standard de taille 600nt (Beckman-Coulter)
Cartouche de gel (Beckman-Coulter)
Tampon de migration (Beckman-Coulter) - Huile minérale (Sigma)
Plaques ECHANTILLON et TAMPON
Plagues ECHANTILLON et TAMPON neuves (Beckman-Coulter)




Annexe4 :

Préparation des mix d’Hybridation, de Ligation et de PCR (mixes réalisés sous la hotte)
Décongeler les réactifs pour Hybridation, Ligation et PCR a T° ambiante (sauf enzymes)+
H20.

- Vortexer le tampon SALSA MLPA buffer, Ligase-65 Buffer A (bouchon blanc), Buffer B,
PCR Buffer, Enzyme dilution buffer, primer mix .
- Vortexer plus doucement les sondes SALSA MLPA Probemix
- Centrifuger brievement
- Dans des tubes de 0,5 ml appel és P036, PO70 et P245:
- 1,3uI*N+1,5de Probemix PO36 Telomere 3 ou
Probemix PO70 Telomere 5 ou
Probemix P245 Microdeletion 1
- 1,5u1*N+1,5 de SALSA MLPA buffer
- 1,2uL*N+1,5 d’H,0 stérile

- Dansun tube de 1,5 ml (ou 2mL) appelé LI1G :

- 3uL*N+2 de Ligase-65 Buffer A,
— 3uL*N+2 de Ligase-65 Buffer B,
— 25uL*N+2 d’H0,

- Vortexer

- Dansletube 1,5 mL (ou 2 ml) appelé PCR :
— 2UL*N+2 de SALSA PCR Buffer,
— 1UL*N+2 de SALSA Enzyme Dilution Buffer,
— 1UL*N+2 de SALSA PCR Primer mix,
- 15.75uL*N+2 H,0,
- Vortexer

- Congeler lesmix LIG et PCR a-20°C pour le JOUR2.




N.B : Attention, les amorces sont fluorescentes et donc sensibles alalumiere, ne pas laisser le

tube sous une source lumineuse.

Préparation de la migration éectrophor étique

- Prendre les plaques 96 puits spéciales sequenceur (plague TAMPON et plague
ECHANTILLON) (veiller a utiliser au maximum les plaques en cours).

- Sortir le tampon de séparation, I’huile et le mélange SLS+600 nt du frigo (décongeler tube si
nécessaire).

NB : Le mix SLS + 600nt est préparé a I’avance (6mL de SLS + 55uL de 600nt), aliquoté en
ImL danstubede 1.5 mL.

-Vortexer le tube de SLS +600nt

-Distribuer 30uL de SLS+600nt dans la plaque ECHANTILLON pour séquenceur

-Avec la pipette multicanaux, répartir 1ul de produit PCR.

- Déposer une goutte d’huile dans chaque puits

- Centrifuger la plaque

- Dansla plague TAMPON, répartir du tampon de séparation au ¥ de chaque puit.






