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Introduction

Cytogénétique et Biologie cellulaire

Biologie

ST IR Cellulaire

Constitutionnelle | Acquise (tumeurs)
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biomédecine
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Introduction

Troubles du cycle Troubles mécaniques @ [ © =
_ B o ey
;’ Pathologies endocriniennes

Pathologies tubaires

Pathologies utérines

Insuffisance ovarienne

B prematuree

Défauts de production Défauts de migration
Pathologies endocriniennes m Lésions des voies génitales

é
@ Origine testiculaire

Endométriose

ABCD

Rapport sur les causes d’infertilité

Vers une stratégie nationale de lutte contre l'infertilité

2022
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Introduction

Insuffisance ovarienne prématurée IOP
* Arrét de la fonction ovarienne avant 40 ans
e Aménorrhée, 2 FSH
* Non-syndromique ou syndromique
* Infertilité et comorbidités

* Etiologie génétique 25%
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Historique de la cytogénétique

O R Y

o 1956 : 46 chromosomes chez ’'homme

o 1959 : anomalies de nombre—> trisomie 21

o 1968 : marquage en bandes De la cytogénétique
o 1976 : techniques de synchronisation (haute résolution) conventionnelle a la
o Années 1980 : Hybridation in situ en fluorescence FISH cytogénetique

o Années 1990 : Hybridation génomique comparative CGH moléculaire

o Années 2000 : Séquencage haut débit SHD

o Années 2010 - 2020 : SHD, une technique unique ?
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Résolution des techniques de cytogénétique

& [0 S i
) Y o ey
5-10Mb 7 1
' Caryotype
150 kb FISH
5 kb
1pb Séquencage
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Caryotype
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9 CENTRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DE RENNES 18/11/2022



Caryotype

Choc hypotonique

Etalement sur lames

Marquage en bandes
Observation au microscope optique

Traitement des images

Interprétation
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Caryotype

Les chromosomes sont numérotés et & (1] © S
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Caryotype

= IOP: 10 2 13% de remaniements chromosomiques r@n @ G%\ éf\’

-» La majorité implique le chromosome X

: m
| ¥4§‘i§x> )!

Isochromosomes Xq

/— Délétions X
Translocations (X;A) ’\

12 CENTRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DE RENNES 18/11/2022




Arbre décisionnel

Caryotype @ [ 6 =
, %l o e
30 métaphases
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5

Enquéte sur les
pratiques des
laboratoires de Suspicion de

Cytogénétique Pas de mosaique mosaique

Pas de FISH
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Propriétés de

Hybridation spécifiqgue d’une séquence d’ADN cible par un fragment d’ADN marqué par un fluorochrome (sonde)

Fluoresence In Situ Hybridization

Marquage de la sonde

Labeling with

fluorescent dye B v
Dénaturation ADN et sonde \ })""
o¥ ‘ \ N>

N\

Hybridation 37°C

Lecture microscope a fluorescence




200 noyaux
Sonde centromérique de I’X (DXZ1)




Arbre décisionnel

Caryotype +/-FISH

Remaniement chromosomique a

46,XX -
preciser

ACPA - CNV
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Analyse Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA)

Marquages des ADN | § ) [ ©) =
(fluorochromes de couleurs différentes) :‘é?grence H l l :gt?:nt M @ %\ é}
Y
Co-hybridation sur puce a ADN (lame de
microscope avec des fragments d'ADN immobilisés) — '
v
Lecture des fluorescences
(scanner)
Extraction des
rapports de fluorescence
Analyse des profils i ;r i ¢
Profils moléculaires ! o 3 i
des anomalies génomiques 3 Définition du nombre : -
: de copies génomiques | !
i X |
Interprétation Perte Résultat anormal Gain

Tl
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Analyse Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA)

ol 2 e

Gene View (chr5:132196873-132202576, Size=5.70 Kb) FTAMEBEBHAHIED D v 1 =
DESR33ZIMGT0_1_2 DESER1810059 1 _2
Chrh CGH Pane CGH Pane
Puce a ADN custom IOP - objectif : enrichir en '
sondes oligonucléotidiques les régions d’'une : . .
sélection de genes impliqués dans I'lOP .
g_
130 genes sélectionnés a partir des données de B ) |
la littérature g
E_
;]
. 5 g
| . = o .
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Analyse Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA)

Chromosome Vie... [0 [2] [59 [ a1 ox
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Analyse Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA)

-» Resistant ovary syndrome (ROS) : FSH A, CFA et AMH normaux

ROS patients
without fertility
requirements

Hormone replacement
therapy

~ Combined letrozole and
HMG for ovulation

Laparoscopic ovarian
incision

ROS patients

Management
strategy

Early antral r‘:emll:i:::)g:ltt); IVF aﬁejr controlled
follicle 4 ovarian COH
| COH and IVF combined |

with glucocorticoid

IVM of oocytes

Primordial PIKAKT/mTOR  Primary

Corpus luteum follicle  “i&naling pathway follicle

GH combined with
ovulation induction

Other treatments

DHEA combined with
ovulation induction

Oocytes donation

Mu et al. Front Med (Lausanne). 2022
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Analyse Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA)

: \ ) (1] © X
\‘*, Cytogénétique \ M @ %\ é;\

}moléculaire 100- |
' 500 kb ACPA

Cytogénétique
conventionnelle 5-
10 Mb Caryotype

Culture cellulaire Pas de culture cellulaire

Approche morphologique Approche quantitative
© Pangénomique ©
® Haute résolution ©
© Remaniements équilibrés ®
© Remaniements déséquilibrés ©
® Déséquilibres chromosomiques de « petite taille » CNV ©
© Mosaiques faibles <10-15% ®
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Arbre décisionnel

= ) [ © .
Caryotype 227 B o ey

anomalie

® Sans
anomalie

e Sans
anomalie

Séquencage
d’exome
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Séquencage haut débit : exome

29
&
No
u

-» Analyse de I'ensemble des parties codantes du genome

> 85% des mutations mises en cause dans les maladies génétiques
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Séquencage haut débit : exome

GENOMIC SAMPLE
(Set of chromosomes)

Wﬂx; = @ I @
Target Enrichment System 9
000000000000C Capture Process [Ye @ A éf

Fragmentation de 'ADN

Fixation des adaptateurs et
codes-barres

Hybridization
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Amplification
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DISCARDED

Sequencing

bio-informatique
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Séquencage haut débit : exome

SYCE1,
SYCP1,

SIX60S1, m [
SYCE2, SYCP3, O @ @ >
TEX12 SYCP2 M s %\ }

Central element  Lateral elements
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(e e e [T
GAGGCCCTGC--GGAGTTGTTCAGA

PR

Cohesins w

———
ATGAGTTCCCCTGCA( Patiente > e - o Patiente GAGGCCCCGCGGGGAGTTGTTCAGA
M3
TGAGTTCCCCTGCA! Pére Pére GAGAGCCCGUGGEGAGTTGTTCAG

Wl

Meére GAGGCCCTGCl=-GGAGTTGTTCAGA

Meiotic genes in premature ovarian insufficiency: variants in
HROB and RECS8 as likely genetic causes

Elena J. Tucker(® 2%, Katrina M. Bell', Gorjana Robevska', Jocelyn van den Bergen', Katie L. Ayers'2, Nurin Listyasari ",
?

Sultana MH Faradz? Jéréme Dulon®, Shabnam Bakhshalizadeh'2 Rajini Sreenivasan'?, Benedicte Nouyou®, Wilfrid CarreS,
Linda Akloul”, Soléne Duros®, Mathilde Domin-Bernhard®, Marc-Antoine Belaud-Rotureau®?, Philippe Touraine® ',
Sylvie Jaillard (5°*°* and Andrew H. Sinclair'>°

-J
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Séquencage haut débit : exome

=» REC8 : composant du complexe cohésine spécifique de la méiose

- Liaison des chromatides sceurs
- Indispensable au bon déroulement de la méiose

=» Infertilité masculine ?

46,XX OD (=12)

PA (n=28)  cenl cycle/meiosis/
@ 0 ° DNA repair
@ @ ECM remodeling
G @ @ Reproduction

@ @ @ Cell metabolism

@ Cell proliferation

Q Calcium release

Qo 9 @ NOTCH signaling
29 0 e @ ) Signal transduction
@@ : o (V) O WNT signaling
Q @Cell death
@ Ubiquitination
SA (n=65) eSA (1=24)
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() Cohesin core: SMC1b, SMC3, STAG3,
Paternal sister chromatids RAD21L

” Transverse filament: SYCP1

Synaptonemal complex

(binds sister (D Axial/lateral elements: SYCP2, SYCP3
chromatids and
mediates synapsis) 3 central element: SYCE1, SYCE2,
SYCES3, TEX12, SIX60S1
Maternal sister chromatids (ODNA double strand break initiation: SPO11
Early recombination nodule: NBN, RAD50,
MRE11, TEX11

(detects damage, initiates repair)
Transitional recombination nodule: RPA,

O DMC1, RAD51, BRCA2, HROB*, HELQ,
MCM8, MCM9, MEIOB, HSF2BP, XRCC2
(mediates strand invasion)

MutS recombination nodule: MSH4, MSH5
(mismatch correction)

MutL recombination nodule: MLH1, MLH3,
HFM1, FANCM
(holliday junction resolution)

Tucker et al. Eur J Hum Genet. 2021 ; Rosetti et al. Front Endocrinol (Lausanne). 2021
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Séquencage haut débit : exome

59

|OP

ANKRD31
ATM
CPEB1
ERCC2
ERCC6
FANCC
FANCG
FANCL
HELQ
HROB
HSF2BP
LIG4
MRE11
NBN
NUP107
REC8
RECQL2
RECQL3
RECQL4
5G0O2
SMCi1B
SPIDR
XRCC4
XRCC9
WDR62

2021

Shared genetics hetween
nonobstructive azoospermia and
primary ovarian insufficiency

Lauren Verrilli, M.D.,2 Erica Johnstone, M.D., M.H.5.* Kristina Allen-Brady, Ph.D., M.S.P.H, M.P.T.,%
and Corrine Welt, M.D.©

CENTRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DE RENNES

18/11/2022



Séquencage haut débit : exome

@ Laboratoire de génétique

Ca ryotype \ moléculaire m - @
FMR1 » CHU Rennes - Hopital Pontchaillou r% @ %\ é}

] .I 2 rue Henri Le Guilloux 35033 Rennes CEDEX France
+ \ Référent(s)
JAILLARD Sylvie

"
O e |) ACPA
ﬁ A / Séquengage d’exome
AAPI CHU Rennes 2019 52k€
RCP IO
Prise en charge précoce Interprétation clinico-biologique
Préservation de fertilité Expertise IOP/IOD
Conseil génétique
| S}:
| | | | | FIRENDO
DIAGNOSTIC VALIDATION GENOME E'Eﬁ%ﬁgﬁg%?g
11% des patientes avec FONCTIONNELLE
phénotype sévere IVI|SSQN
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Conclusion

Complexité génétique

Prise en charge optimisée : don d’ovocytes, préservation de
la fertilité, conseil génétique

Nouvelles stratégies diagnostiques : évolution et
complémentarité des techniques

Evolution des compétences techniques : habilitation,
accréditation

Nouvelles perspectives thérapeutiques : édition du génome
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