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Résumé. Les anomalies chromosomiques de nombre (ou aneuploïdies) sont une cause
importante de fausses couches précoces, d’échec de développement embryonnaire ou
d’implantation, et peuvent par ailleurs entraîner la naissance d’enfants atteints de patholo-
gies gravement invalidantes. Depuis plusieurs années, les pratiques et les techniques utilisées
dans le cadre du diagnostic préimplantatoire (DPI) ont fortement évolué avec l’utilisation de
l’hybridation in situ fluorescente, de la PCR quantitative fluorescente, des puces à ADN et,
enfin, des techniques de séquençage haut débit nouvelle génération. L’évolution rapide et
l’efficacité croissante de ces approches ont permis d’envisager l’implémentation du diagnostic
préimplantatoire des aneuploïdies (DPI-A) en routine clinique. Cette revue s’attache à présen-
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ter les différentes techniques de recherche des aneuploïdies éprouvées en routine clinique ou
actuellement en développement.

Mots clés : diagnostic préimplantatoire (DPI), diagnostic préimplantatoire des aneuploïdies
(DPI-A), aneuploïdies, séquençage haut débit

Abstract. Numerical chromosomal abnormalities or aneuploidies are an important cause of
early miscarriages, embryonic development failure, implantation failure and can lead to the
birth of children with severe pathology. Since many years, preimplantation genetic diagnosis
(PGD) practices and techniques have considerably evolved with the use of in situ fluorescent
hybridization, quantitative fluorescent PCR, DNA chips and finally new generation sequencing

techniques. The fast evolution and the increasing efficiency of these approaches allowed to
implement PGD for aneuploidy screening in clinical practice. This review aims to present
different aneuploidy research techniques that have been clinically proven or are currently

d
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under development.
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I l y a bientôt trois décennies,
l’équipe du professeur Handy-

side réalisait le premier diagnostic
préimplantatoire (DPI) sur biopsie
embryonnaire [1]. Depuis lors, les
techniques de diagnostic sur cel-
lule unique se sont perfectionnées
et ont évolué au point de permettre
l’implémentation du DPI des aneu-
ploïdies embryonnaires (DPI-A) en
routine dans les pays autorisés. Histo-
riquement, la technique d’hybridation

n’étudiant que les quelques chromo-
somes spécifiquement impliqués dans
ces remaniements. L’émergence des
nouveaux outils de génétique et géno-
mique a permis le développement des
analyses sur tous les chromosomes
simultanément, d’abord via la tech-
nique de PCR quantitative (q-PCR,
pour quantitative polymerase chain
reaction) [3], puis par analyse chro-
mosomique sur puce à ADN (ACPA)
[4, 5], et, enfin, par séquençage de
in situ fluorescente
été la première à
dans le cadre du D
d’individus présenta
lies chromosomique
équilibrées comme le
réciproques ou rob
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être appliquée
PI pour l’étude
nt des anoma-
s de structure
s translocations

ertsoniennes en

nouvelle génération (NGS, pour next-
generation sequencing) [6] (figure 1).
Cet article a pour but de présenter
de façon didactique ces différentes
évolutions en restant focalisé sur
les aspects techniques du DPI-A
(figure 2).
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igure 1. Chronologie des principaux événements marquants de l
Au-delà de la technique d’analyse, le matériel bio-
ogique utilisé pour le diagnostic a aussi évolué. Si les
remiers diagnostics furent réalisés à partir de biopsie de
lobules polaires ou de biopsies de blastomères issus d’un
mbryon au troisième jour de culture post-fécondation,
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naire chez le lapin.
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ue.

ies par FISH et qfPCR.

France.

nfant issu d’un DPI en France.

réer un enfant

dies par MLPA.

dies par CGH.

ies par NGS.

DN dans le fluide

DN  génomique dans

uploïdes viables isses

 mosaïques.

rtir de blastocœle.

mbryons humains après

ire ou blastomère.

ire du DPI-A.
la biopsie de trophectoderme est aujourd’hui la norme
dans de nombreux centres. Des protocoles de biopsie dits
« mini-invasifs », du liquide blastocélique, ou « non inva-
sifs », avec analyse du milieu de culture embryonnaire,
sont d’ores et déjà à l’étude et présenteraient une avancée
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igure 2. Vue d’ensemble des techniques du DPI-A.

ajeure dans le domaine. Cette évolution des produits de
iopsie induit inévitablement une nécessité d’adaptation
es techniques d’analyse génétique et de leur interpréta-
ion (figure 2).
’hybridation in situ fluorescente

La technique de FISH multi-couleur (figure 3) fut la pre-
ière à être employée pour le DPI-A, avec une première
aissance rapportée par Schrurs et al. dès 1993 [7]. Elle
epose sur l’hybridation complémentaire d’une ou de plu-
ieurs sondes nucléotidiques fluorescentes dirigées contre
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différents chromosomes d’intérêt. La technique de FISH
peut être réalisée sur des chromosomes métaphasiques ou
sur des noyaux en interphase, c’est-à-dire avec la chro-
matine décondensée. Dans le cadre du DPI-A, c’est la
FISH interphasique qui est employée, pour interroger le

contenu chromosomique de la cellule embryonnaire. Une
fois les régions chromosomiques d’intérêt identifiées, des
fluorochromes sont couplés à des oligonucléotides cor-
respondant aux séquences complémentaires des régions
d’ADN à cibler.

Avant l’étape d’hybridation in situ, différentes étapes
de prétraitement sont nécessaires, notamment pour fixer le
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igure 3. Principe général de la technique de FISH.

roduit de biopsie sur une lame en verre. Classiquement,
e ou les blastomères sont lavés par passages successifs
ans des gouttes de milieu de culture puis de lyse. Ce der-
ier est généralement un milieu hypotonique acide qui
a lyser la membrane plasmique de la cellule, libérant
insi le noyau nu dans la goutte. La membrane nucléaire
este intacte et la position du noyau est matérialisée par
ne gravure au dos de la lame. Une succession de bains
a permettre la fixation (éthanol ou méthanol/acide acé-
ique), la digestion du cytoplasme résiduel (pepsine) puis
a déshydratation des cellules (éthanol). Sur une plaque
hauffante spécifique aux hybridations sur lame, l’ADN
ontenu dans le noyau fixé sur la lame va être rapi-
ement dénaturé par la chaleur puis renaturé à plus
asse température en présence du mélange des sondes
hybrider. À la fin de l’étape d’hybridation, dont la

urée peut varier de quelques heures à une nuit, selon
e protocole utilisé, l’excès de sondes non hybridées est
liminé par différents lavages successifs et le noyau est
ontre-coloré au 4’,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI,
oloration bleue) afin de pouvoir plus aisément le repé-
er. La dernière étape de la technique de FISH consistera

lire la lame au microscope à épifluorescence afin de
évéler les spots fluorescents qui seront la signature de la
résence des régions d’intérêt et qui permettront de les
énombrer.

Plusieurs types de sondes sont utilisés pour répondre
ux problématiques du DPI :

– les sondes composées de séquences spécifiques
’ADN répété. Elles sont de petite taille (< 1 kb) et

’hybrident à des séquences répétées au sein d’une région
hromosomique. Ces sondes sont majoritairement utili-
ées pour mettre en évidence les régions centromériques
es chromosomes,

– les sondes loci-spécifiques sont composées d’une
équence unique dont la taille sera dépendante de son

Médecine de la Reproduction, vol. 20, n◦ 4
vecteur de production. Couramment, l’utilisation de chro-
mosomes artificiels bactériens (BAC) permet la production
de fragments d’ADN de 100 à 200 kb et les chromosomes
artificiels de levures (YAC) autorisent le clonage de frag-
ments allant jusqu’à 2 000 kb.

En DPI-A, ce sont préférentiellement des sondes spéci-
fiques des régions télomériques des chromosomes qui sont
utilisées. Plusieurs fragments issus de BAC et positionnés
de façon contiguë sur le chromosome sont sélectionnés et
marquées ensemble pour obtenir un signal de forte inten-
sité et faciliter l’interprétation.

Dans le cadre de la FISH interphasique et du DPI-A, le
nombre de sondes utilisables par hybridation est limité par
les chevauchements des longueurs d’ondes d’excitation et
d’émission des différents fluorochromes utilisables. Même
s’il est possible de réaliser plusieurs hybridations succes-
sives sur un même échantillon, l’efficacité de la technique
est drastiquement réduite à chaque lavage, compliquant
ainsi une interprétation parfois déjà délicate. De ce fait, la
recherche d’aneuploïdie par FISH dans le cadre du DPI-A
est généralement limitée à l’étude des chromosomes asso-
ciés aux anomalies les plus fréquentes (chromosomes 13,
15, 18, 21, 22, X et Y) [8].

Au-delà de la technicité nécessaire aux étapes analy-
tiques de la FISH sur cellules uniques, la vraie difficulté
de la FISH est l’interprétation visuelle des spots fluores-
cents. La fragmentation et la superposition des signaux
sont courantes et la qualité de l’hybridation et l’efficacité
des lavages peuvent être source d’artefacts. On comprend
donc que le risque d’erreur technique est multiplié

par le nombre de chromosomes analysés, limitant ainsi
grandement la portée de l’utilisation de la FISH dans
le DPI-A [9]. Malgré ses inconvénients, la FISH fut
longtemps le gold-standard du DPI-A et reste une tech-
nique robuste avec des taux d’échecs inférieurs à 5 %
[10].
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igure 4. Principe général de la technique de qfPCR.

a réaction en chaîne de polymérase
uantitative fluorescente

La PCR quantitative fluorescente (qfPCR) peut être uti-
isée pour la détection des aneuploïdies embryonnaires
t repose sur l’amplification simultanée par PCR (PCR
ultiplex) de plusieurs microsatellites et sur la quantifica-

ion des signaux ainsi obtenus (figure 4). Un microsatellite
st une séquence répétitive du génome, composée d’une
nité de base dont la taille varie de un à six nucléotides.
ajoritairement introniques, ces séquences sont présentes

ur tous les chromosomes, à des loci espèce-spécifiques et
vec un nombre de répétitions propre à chaque individu.
e plus, chaque individu peut hériter de formes alléliques
ifférentes de chacun de ses parents. Le caractère polymor-
hique des microsatellites est exploité depuis plusieurs
écennies par la médecine légale pour l’identification
es individus via la carte d’identité génétique formée
ar l’ensemble de leurs microsatellites. C’est ce même
olymorphisme qui va permettre l’utilisation des micro-
atellites comme marqueur génétique dans la recherche
es aneuploïdies d’un embryon.

La première étape technique est la sélection d’un
nsemble de microsatellites pour chacun des chromo-
omes d’intérêt. Lorsqu’un individu est porteur d’un
icrosatellite qui présente un nombre de répétitions dif-

érent sur les allèles paternels et maternels, il est alors
ossible de faire la discrimination entre ces deux allèles
t ce microsatellite est considéré comme informatif. À
’inverse, lorsque le nombre de répétitions d’un microsa-

ellite est identique dans les deux formes alléliques, ces
eux allèles ne peuvent être discriminés et le microsatellite
st considéré comme non informatif. Le risque de simila-
ité impose l’utilisation minimale de trois microsatellites
ar chromosome pour obtenir au moins deux microsatel-
ites informatifs. L’ensemble des nombres de répétitions

Médecine de la Reproduction, vol. 20, n◦ 4
Produits de PCR
fluorescents Analyse des profils Interprétation

des microsatellites sélectionnés forme un ensemble propre
à un organisme nommé haplotype.

La seconde étape consiste en la sélection des couples
d’amorces spécifiques des régions flanquantes des micro-
satellites d’intérêt pour permettre leur amplification par
PCR. Pour que ces amorces puissent s’apparier de façon
efficace, elles doivent être complémentaires à la séquence
de leur ADN cible simple brin, ne pas trop différer dans
leurs températures de fusion (respect de l’équilibre ther-
modynamique) et ne pas former de structures secondaires.
Ces amorces sont marquées par un fluorochrome permet-
tant ainsi de produire des amplifiats fluorescents et sont
ainsi être détectables et quantifiables en fin de technique.

L’amplification simultanée de toutes les régions cibles
par PCR multiplex permet ensuite d’obtenir, à partir du
peu d’ADN issu de la lyse du produit de biopsie (de une
à quelques cellules embryonnaires), un grand nombre de
copies fluorescentes des microsatellites en une seule réac-
tion chimique. Succinctement, la phase de dénaturation
initiale s’effectue à température élevée pour séparer les
deux brins de l’ADN matrice, la phase d’appariement per-
met aux amorces de s’hybrider à leurs températures de
fusion optimales, puis la phase d’élongation permet aux
polymérases et aux nucléotides présents dans le milieu de
synthétiser le brin complémentaire. On obtient donc ainsi
un ensemble de produits de PCR fluorescents de longueurs
égales aux nombres de répétitions du motif de chaque
microsatellite.

Les produits de PCR (ou amplifiats) fluorescents ainsi
obtenus seront enfin séparés en fonction de leur taille

par électrophorèse capillaire. Chaque amplifiat, mélangé
à un tampon conducteur contenant une quantité d’ions
mobiles, migre dans le sens du flux électro-osmotique
à l’intérieur d’un capillaire sous l’effet de l’application
d’un champ électrique. Les divers produit d’amplification
parcourent la longueur du capillaire en des temps

, octobre-novembre-décembre 2018



Journal Identification = MTE Article Identification = 0729 Date: February 15, 2019 Time: 5:27 pm

Non-disjonction
de méiose I

Non-disjonction
de méiose II

+ allèle du second parent

1:1:1 1:0 1:1 1:2

+ allèle du second parent

F d’an

d
l
v
d
fl
n
d
t
p
s
s
l
m
d
p
i

m
e
r
t
c
1
c
d
s
p
s
s
l
m
p

Trisomie Monosomie

igure 5. Illustration de différents résultats de qfPCR selon le type

ifférents, qui dépendent principalement de la taille de
’amplifiat (les amplifiats les plus petits migrant le plus
ite). Chaque amplifiat est ensuite détecté à la sortie
u capillaire par spectrométrie de fluorescence grâce au
uorochrome introduit dans l’amorce. La différence du
ombre de répétitions entre les deux formes alléliques
e chaque microsatellite rend possible leur discrimina-
ion grâce à la variation de taille des amplifiats. Chaque
roduit de PCR donne ainsi un pic de fluorescence
pécifique et l’ensemble des pics obtenus est présenté
ous la forme d’un électrophérogramme, représentatif de
’analyse des microsatellites pour l’ensemble des chro-
osomes. L’interprétation de la présence et de l’intensité
es pics de fluorescences permet le diagnostic des aneu-
loïdies éventuellement présentes sur les chromosomes
nvestigués.

La quantification finale de l’intensité des signaux d’un
icrosatellite pour un locus donné chez un individu

uploïde donnera donc deux pics distincts mais avec un
apport d’intensité de fluorescence similaire. La varia-
ion naturelle de ce rapport d’intensité est considérée
omme acceptable lorsqu’elle est comprise entre 0,8 et
,4. Dans le cadre d’un individu monosomique pour un
hromosome, les microsatellites associés à celui-ci ne pro-
uisent qu’un seul pic. Un individu trisomique produit un

ignal supplémentaire, soit sous la forme d’un troisième
ic de même intensité (trois formes alléliques distinctes),
oit sous la forme d’un second pic d’une intensité de
ignal comprise entre 1,8 et 2,4 (deux des formes allé-
iques sont identiques). Les anomalies de ségrégation en
éiose I produisent les formes trialléliques 1:1:1 par la
résence des deux chromosomes homologues différents

Médecine de la Reproduction, vol. 20, n◦ 4
TrisomieNormal

omalie méiotique.

d’un même parent et les anomalies de ségrégation en
méiose II produisent les formes 1:2 par la présence de deux
chromosomes identiques issus du même parent (figure 5).

Les puces ADN

L’hybridation génomique comparative sur puce à ADN
(CGH-array), ou analyse chromosomique sur puce à ADN
(ACPA), est une technique pangénomique qui permet de
mettre en évidence des variations du nombre de copies
de tout un chromosome (monosomie ou trisomie) ou
d’une partie d’un chromosome (délétion ou duplication)
[11, 12]. Les réarrangements chromosomiques équilibrés
(sans perte ou gain de matériel génétique) tels que les
translocations équilibrées ou les inversions ne peuvent pas
être identifiés par cette technique.

Les premières techniques d’hybridation génomique
comparative sur cellule unique (fibroblastes, lymphocytes,
cellules épithéliales, amniocytes et blastomères humains)
ont été réalisées sur des chromosomes en métaphase ou
sur des puces de type BAC peu résolutives [13, 14]. Les
puces à oligonucléotides plus résolutives et les puces
à SNP (single nucleotide polymorphism) ont été testées

quelques années plus tard [15, 16]. Les puces de type BAC
ou à oligonucléotides permettent la détection des anoma-
lies du nombre de copies dans une région, alors que les
puces à SNP sont en mesure de détecter ces mêmes ano-
malies mais également de réaliser un génotypage [17, 18].
Ceci permet, en étudiant des centaines de milliers, et
jusqu’à des millions de variations nucléotidiques (SNV)

, octobre-novembre-décembre 2018 277
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igure 6. Principe général de la technique de CGH-array.

u génome, de caractériser l’ensemble des variants SNP
omozygotes et hétérozygotes d’un individu [19].

Le principe des puces à oligonucléotides repose sur
a comparaison de la quantité d’ADN présente au niveau
’une région génomique, entre un ADN à tester et un
DN contrôle (témoin). L’ADN à tester et celui du témoin
ont fragmentés puis marqués par un fluorochrome de
ouleur différente (cyanine 5 et cyanine 3). Un mélange
’une même quantité des deux ADN marqués est ensuite
éposé sur une puce à ADN. Cette puce est une lame de
erre sur laquelle sont fixés des fragments d’ADN spéci-
ques des différentes régions du génome. Les deux ADN
arqués fluorescents vont se lier de façon compétitive
leurs séquences complémentaires. Après cette étape

’hybridation, un scanner mesure les intensités de fluores-
ence au niveau de chacune des régions puis ces ratios de
uorescence sont analysés par des logiciels spécifiques et
es résultats sont exprimés sous forme visuelle pour chacun
es chromosomes. Lorsque l’ADN à tester et le témoin ont
a même quantité d’ADN (deux copies chacun), la courbe
st sur le zéro (aucune déviation). Lorsqu’il existe une
élétion de l’ADN à tester (une seule copie de la région au
ieu de deux), la courbe est déviée sur -1, à gauche de la
igne de base. Lorsqu’il existe une duplication de l’ADN à
ester (trois copies de la région au lieu de deux), la courbe
st déviée sur + 0,58, à droite de la ligne de base (figure 6).

Actuellement, plusieurs nanogrammes d’ADN sont
écessaires pour réaliser ces techniques. Or une cellule
nique ne comporte qu’une très faible quantité d’ADN
7 pg). Une étape d’amplification de tout le génome

WGA, pour whole genome amplification) se révèle donc
ndispensable avant la réalisation d’une CGH-array sur
ellules uniques comme dans le cadre du DPI-A. Trois
éthodes sont couramment utilisées pour cette amplifica-

ion : l’amplification de type PCR, l’amplification de type
DA (pour multiple displacement amplification), qui per-
et de générer des fragments amplifiés de plus grande
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taille que la PCR, et avec une plus grande fiabilité, ou
encore une combinaison de MDA et de PCR (MDA-PCR).
Divers facteurs peuvent impacter la qualité et la fiabilité
de l’amplification, parmi lesquels [20] :

– la richesse en guanine (G) et en cytosine (C) de la
région du génome,

– le phénomène d’élimination d’allèle (ADO, pour
allele drop out), qui consiste en l’amplification d’un seul
allèle sur les deux,

– la fréquence des erreurs d’incorporation de nucléo-
tides au cours de l’amplification,

– la présence d’amplifications aberrantes peut pertur-
ber l’interprétation du test pour les variations du nombre
de copies.

Le phénomène d’élimination d’allèle et l’amplification
allélique préférentielle peuvent être source d’erreur dans
les études des SNV. En fonction du type d’analyse réali-
sée, une méthode d’amplification du génome peut être
préférée à une autre [6, 21-23]. Par exemple, pour l’étude
de nombre de copies, les techniques d’amplification
par PCR et MDA-PCR sont à privilégier, car le biais
d’amplification est moins fort sur des cycles supplé-
mentaires d’amplification [6, 21-23]. Ces limites, liées
à l’amplification, sont à prendre en compte car le défi
majeur dans l’analyse du génome d’une cellule unique
dans le cadre du diagnostic préimplantatoire est la discri-
mination entre les artefacts liés à l’amplification et les vrais
variants génétiques présents dans la cellule avant cette
amplification. Cela est d’autant plus à prendre en consi-
dération que cette technologie est rapidement devenue la

technique de référence dans une grande partie des labora-
toires de DPI, notamment pour la détection d’aneuploïdie
[24-26].

La résolution des techniques sur cellule unique varie
de 1 à 4 Mb, ce qui est moins résolutif que lorsque
l’ADN est obtenu à partir d’un grand nombre de cellules
mais permet néanmoins la détection des aneuploïdies
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igure 7. Principe général de la technique de séquençage haut dé

t d’un nombre important de remaniements chromoso-
iques déséquilibrés [20, 27].

Les analyses peuvent être réalisées sur deux types de
rélèvement : soit la biopsie d’un blastomère au troisième
our de développement embryonnaire, soit la biopsie de
rophectoderme (plusieurs cellules) au stade de blastocyste
28]. L’avantage du trophectoderme est la plus grande
uantité de cellules, qui facilite l’amplification et la réali-
ation de la technique.

équençage de nouvelle génération

La génétique, dans son ensemble, a été marquée
urant cette dernière décennie par l’émergence d’une
ouvelle technologie de séquençage pangénomique,
ommunément appelée séquençage de nouvelle géné-
ation (NGS, pour next-generation sequencing). Cette
pproche a repoussé les limites analytiques en permet-
ant d’obtenir en seulement quelques jours (moins de trois)
a séquence complète du génome humain pour un ou
lusieurs échantillons simultanément. Les performances
e cette approche et la diminution rapide des coûts ont
mposé le NGS comme référence dans de nombreuses
pplications en recherche et en routine clinique. Le DPI-A
’y a pas fait exception, et le NGS a rapidement supplanté
es technologies précédentes comme la FISH, la qfPCR et
’ACPA dans cette application.

L’objectif du DPI-A par NGS n’est pas d’analyser
a séquence nucléotidique complète du génome de

’embryon mais de rechercher une sur- ou une sous-
eprésentation statistiquement significative de fragments
’ADN d’un chromosome, par rapport à d’autres chro-
osomes. Cette approche nécessite donc de compter
n grand nombre de molécules d’ADN (counting) afin
e pouvoir discriminer significativement les embryons
uploïdes de ceux porteurs d’anomalies chromosomiques

Médecine de la Reproduction, vol. 20, n◦ 4
àAnalyse bio-informatique

NGS).

(aneuploïdes). Il existe différentes plateformes et technolo-
gies permettant de répondre à cet objectif. Dans cet article
seul sera abordé le principe général du NGS appliqué
au DPI-A, sans rentrer dans les spécificités et détails de
chaque plateforme et technologie de NGS.

Le processus analytique reste complexe et consiste
schématiquement en quatre étapes (figure 7) : la pré-
paration de l’échantillon avec extraction des acides
nucléiques, l’amplification clonale des molécules d’ADN,
le séquençage et enfin l’analyse bio-informatique des don-
nées grâce à des algorithmes qui varient selon les différents
tests et approches mais dont la finalité est d’évaluer une
quantité relative sur la base d’un test statistique.

Extraction des acides nucléiques et
pré-amplification
L’extraction de l’ADN peut se faire à partir d’un ou

deux blastomères obtenus sur des embryons à J3 ou à par-
tir de biopsies de trophectoderme sur des embryons à J5 (à
partir de 5-10 cellules). Aujourd’hui, cette dernière option
est privilégiée car elle permet de limiter l’effet délétère de
la biopsie sur l’embryon [29] et de diminuer le risque d’un
mosaïcisme cellulaire [30]. Cette stratégie d’extraction au
stade blastocyste impose cependant le plus souvent une
congélation de l’embryon et son transfert différé. Néan-
moins, les avancées dans la vitrification des embryons
garantissent une qualité et un potentiel d’implantation des
embryons vitrifiés semblables à ceux des embryons frais
transférés directement [31]. Il a par ailleurs été décrit qu’un
transfert des embryons décongelés dans un cycle dif-
féré diminue drastiquement les risques d’hyperstimulation

ovarienne. Qu’il soit extrait d’un ou de deux blasto-
mères ou d’une biopsie de trophectoderme, la quantité
d’ADN obtenue reste extrêmement faible et largement
insuffisante pour la réalisation des techniques de NGS
sur un prélèvement natif. Pour cette raison, l’ADN extrait
devra obligatoirement subir une étape de préamplification
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WGA) permettant d’obtenir plus de matériel génétique
vant de procéder au séquençage. Cette étape de pré-
mplification de l’ADN, bien que fiable, peut entraîner
es biais d’amplification (certaines régions étant plus
mplifiées que d’autres) et ainsi fausser artificiellement
’interprétation finale de l’analyse génétique [32, 33].

Constitution d’une librairie d’ADN et
amplification clonale des fragments d’ADN
L’étape qui suit l’extraction de l’ADN est la pro-

uction d’une librairie, c’est-à-dire une banque de
ragments d’ADN qui sont ensuite séquencés. L’ADN,
n fonction des protocoles, peut être fragmenté ou
on en petites séquences de quelques centaines de
aires de bases. Ces fragments peuvent aussi subir
ne étape d’enrichissement pour sélectionner unique-
ent des séquences d’intérêt. Dans le cadre du DPI-A,

’analyse est réalisée sur le génome complet, aucune
tape d’enrichissement n’étant ainsi nécessaire en amont.
es fragments d’ADN peuvent ensuite être modifiés, par
xemple avec l’ajout d’adaptateurs (petits oligonucléo-
ides de séquence connue), qui permettront notamment
eur amplification simultanée ultérieure. Avant de pou-
oir être séquencés, ces fragments d’ADN devront être
mplifiés de façon clonale afin d’augmenter le signal de
étection. Les méthodes d’amplification varient selon les
ypes de séquenceurs : PCR en émulsion, PCR en pont
bridge PCR), etc. Des index ou amorces d’indexation
euvent aussi être ajoutés pour attribuer un « code à
arres unique » à chaque échantillon d’ADN pour son

dentification spécifique et permettre ainsi de grouper et
’analyser plusieurs échantillons en une seule technique
e séquençage (multiplexage).

Le séquençage
Il existe différentes méthodes de séquençage. Les plus

épandues actuellement sont le pyroséquençage (chimi-
uminescence), la synthèse avec terminateurs réversibles
fluorochromes), la ligation et enfin le semi-conducteur
voir [34] pour revue). Dans l’ensemble, le principe
énéral reste le même. Après l’amplification clonale du
ragment d’ADN, le brin complémentaire de chaque
ragment cloné est néosynthétisé. À chaque incorpo-
ation d’un nouveau nucléotide, un signal (photon ou
roton en fonction des méthodes de séquençage) est
étecté, permettant de déterminer quel nucléotide vient

’être incorporé. À la fin des cycles de séquençage,

’ensemble des fragments aura été séquencé en paral-
èle (simultanément). L’ensemble de ces données brutes
e séquençage seront enregistrées dans un fichier appelé
ASTQ. Ces fichiers peuvent contenir des valeurs de qua-
ité du séquençage (score Phred ou Q-score) qui évalue le
egré de confiance du séquençage (FASTQc).

Médecine de la Reproduction, vol. 20, n◦ 4
L’analyse bio-informatique
La masse importante de données brutes fournies

par les séquenceurs est ensuite triée et analysée selon
différents critères à travers un pipeline informatique, c’est-
à-dire un assemblage de différents programmes (logiciels
et algorithmes mathématiques ou statistiques). L’analyse
bio-informatique permet dans un premier temps de
comparer les séquences obtenues (appelées reads) avec
des séquences génomiques de référence connues, afin de
les affecter à leur chromosome d’origine (= alignement
des séquences). L’ensemble de ces données alignées de
séquençage est enregistré dans un fichier appelé BAM. Le
nombre de reads à une position donnée du génome définit
la profondeur du séquençage. Dans le cadre du DPI-A, un
séquençage génomique complet à faible profondeur (0,5-
1 ×) est généralement suffisant [20, 35]. Cette stratégie
permet aussi d’envisager de séquencer plusieurs patients
en même temps, la capacité analytique des séquenceurs
dépendant, entre autres, de la profondeur de lecture.

Après la réattribution des séquences à chaque chro-
mosome, l’objectif final des algorithmes d’analyse est de
mettre en évidence une sur- ou une sous-représentation du
nombre de séquences d’ADN d’un chromosome ou d’une
région chromosomique en particulier. Il existe plusieurs
algorithmes et méthodes pour répondre à cet objectif. Le
plus souvent, ces algorithmes utilisent une approche de
comptage (counting) par segmentation. De façon très sim-
plifiée, le génome est tout d’abord segmenté en régions,
généralement ≥ 1 Mb, appelé bin. Le nombre de reads
est comptabilisé pour chaque bin. Ce nombre est ensuite
comparé à la médiane des reads de l’ensemble des bins
des autres chromosomes, servant ainsi de référence interne
au sein du même échantillon. Cette approche permet au
final de mettre en évidence un excès ou une diminution
statistiquement significative du nombre de reads comp-
tés sur un chromosome ou un intervalle (voir [36] pour
détails). C’est cet excès ou cette diminution de séquences
obtenues pour un chromosome donné qui constitue la
signature d’une anomalie de nombre des chromosomes
ou d’une région chromosomique. Les résultats peuvent se
visualiser à la manière des résultats de CGH-array, permet-
tant une interprétation plus aisée du statut de ploïdie sur
l’ensemble des chromosomes.

Perspectives : séquençage de troisième
génération
Une nouvelle génération de séquenceurs haut débit
(séquenceurs de troisième génération) est actuellement
en train de voir le jour et pourrait rapidement remplacer
l’ancienne génération dans de nombreuses applications,
y compris le DPI-A [37]. Ces séquenceurs permettent
de générer de plus longs fragments d’ADN sans avoir
besoin de cloner les fragments pour amplifier le signal.
Ces séquenceurs de troisième génération présentent ainsi
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Tableau 1. Comparaison des différentes technologies disponibles pour le DPI-A.

FISH qfPCR aCGH SNP array NGS

Méthode

Résolution (Mb) 0,1-0,5 20 6 6 3

Temps de rendu des résultats (heures) 24 24 72 72 72

Utilisable sur biopsie à J3 Oui Oui ± ± ±
Utilisable sur biopsie à J5 Oui Oui Oui Oui Oui

Utilisable sur ADN libre (liquide
blastocélique ou milieu de culture)

Non Non Oui Oui Oui

Congélation obligatoire Non Non Oui Oui Oui

Préamplification du génome obligatoire Non Non Oui Oui Oui

Anomalies détectées

Screening des aneuploïdies ±$ ±* Oui Oui Oui

Remaniements équilibrés Non Non Non Non Non

Remaniements déséquilibrés Oui ±* Oui Oui Oui

Microdélétions Oui % ±* Oui# Oui# Oui#

Microduplications Non ±* Oui# Oui# Oui#

P

D

D

$ ison

l
s
C
d
a

L

m
u
d
e
p
d
p
p
t
d
r
e
t

olyploïdie Oui Non

isomie uniparentale Non ±*

étection des mosaïques ±$ Non

Limité par le nombre de sondes utilisables. * Limité par la combina

’avantage de séquencer plus rapidement que ceux de
econde génération et à un coût relativement moins élevé.
ependant, ces technologies génèrent beaucoup plus
’erreurs de séquençage et doivent être encore évaluées
vant leur transfert en routine.

imites, puissances, perspectives

Limites/puissance
Les techniques du DPI-A sont aujourd’hui toutes large-

ent validées et offrent une robustesse compatible avec
ne utilisation en clinique [20]. Chacune présente cepen-
ant des avantages et des contraintes spécifiques (cf. supra
t tableau 1). Les techniques du DPI-A ne sont en outre
as égales quant au type d’anomalies chromosomiques
étectables (tableau 1). Le choix d’une technique par rap-

ort à une autre conditionnera ainsi le choix des tests qui
ourront être proposés aux couples. Enfin, le choix d’une
echnologie aura un impact au-delà des simples résultats
e génétique et notamment sur l’organisation des diffé-
entes étapes du DPI-A en amont (temps de culture des
mbryons, timing et type de biopsies) et en aval (congéla-
ion, timing du transfert) de l’analyse génétique.

Médecine de la Reproduction, vol. 20, n◦ 4
Non Oui Oui

Non Oui Non

Oui si > 20 % Oui si > 20 % Oui si > 20 %

d’amorces de PCR utilisables. # En fonction de la résolution

Perspectives : les diagnostics préimplantatoires
des aneuploïdies mini-invasif ou non invasif
La découverte de la présence d’ADN génomique dans

le liquide blastocélique ou dans le milieu de culture
embryonnaire a permis d’envisager d’autres possibiltés
que les biopsies de blastomères ou de trophectoderme
[38-42]. On parle ainsi de DPI-A mini-invasif quand celui-
ci est réalisé à partir une ponction de liquide blastocélique
(qui serait moins délétère qu’une biopsie de trophecto-
derme), et non invasif quand il est réalisé à partir de l’ADN
directement extrait milieu de culture de l’embryon.

L’extraction de l’ADN à partir du liquide blastocélique
impose de réaliser l’aspiration du liquide dans la cavité
blastocélique, une technique facile à mettre en œuvre et
qui peut s’intégrer dans le cadre de la vitrification mais qui
est semi-invasive [43, 44]. EN outre, et surtout, les volumes
de liquide obtenus sont réduits et les quantités d’ADN

extrêmement faibles, rendant l’analyse génétique très déli-
cate [33]. L’ADN libre circulant identifié dans le milieu de
culture provient quant à lui des cellules embryonnaires
en apoptose, expulsées dans le milieu extérieur. Cette
expulsion cellulaire serait un mécanisme préférentiel de
réparation des embryons avec des anomalies chromoso-
miques ; l’ADN présent dans le milieu de culture refléterait
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insi principalement le contenu des cellules aneuploïdes.
écemment, des chercheurs ont contredit cette hypothèse
n démontrant que ce phénomène était aussi fréquem-
ent observable pour les embryons euploïdes que pour

es embryons avec des cellules aneuploïdes [42]. Plusieurs
tudes ont montré la faisabilité des études génétique à
artir de cet ADN extrait des milieux de culture [33].
ependant, la quantité d’ADN extrait reste très faible et

es conditions à une extraction optimale de l’ADN circu-
ant dans le milieu de culture restent à discuter [33, 41].
urtout, le risque de contamination par des sources d’ADN
aternel ou exogène reste très important, et constitue une

imite majeure de cette approche non invasive [33, 45].
Des travaux comparatifs ont déjà été menés sur fluide

lastocélique seul via des techniques de qfPCR [46] et
GH-array [38, 39, 47, 48], avec des taux de concordance
btenus entre 62 et 97,1 %. Des recherches équivalentes
ur milieux de culture seuls ont été réalisées par qfPCR
41, 46], CGH array [45, 49] et NGS [42, 50, 51] avec des
aux de concordance compris entre 33 et 87,7 %. Le pour-
entage d’échantillons informatifs varie de 3,5 à 85,7 %.
nfin, des études menées à partir de prélèvement cumu-
ant fluides blastocéliques et milieux de culture ont obtenu
ar NGS des taux compris entre 45 et 100 % [52, 53].
’absence de robustesse des protocoles actuels n’est, à ce
our, pas compatible avec une utilisation en routine mais
e nombre croissant de publications sur le sujet démontre
n intérêt réel du monde scientifique à poursuivre dans
ette voie.

iens d’intérêt : Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérêt
n rapport avec cet article.
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