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Résumé — Avec les techniques actuellement disponibles il n‘est pas possible d'envisager des ana-
lyses cytogénétiques et des analyses enzymatiques sur les 1 ou 2 cellules qu'il serait éventuelle-
ment possible de prélever sur un embryon humain avant sa réimplantation. Les techniques récentes
d'amplification de I'ADN pourraient permettre certaines analyses dans quelques indications (dia-
gnostic de sexe ou diagnostic de quelques maladies monogéniques), leur fiabilité demande a étre
contrblée et on ignore les conséquences d'une micromanipulation de I'embryon. Il reste & envisager
I'application médicale qui impose a un couple fécond la fécondation in vitro et son faible taux de suc-
cés, alors que pour ces maladies il existe des techniques de diagnostic prénatal précoce qui ont dé-
montré {eur fiahilité.

biopsie de I'embryon / diagnostic prénatal

Summary — Medical aspects of preimplantation diagnosis. With the currently available tech-
niques, it is not possible to perform cytogenetic and enzymatic analyses on 1 or 2 cells collected
from a human embryo prior to its reimplantation. The recent techniques of polymerase chain reac-
tion may allow DNA analyses in some cases: sexing or diagnosis of monogenic diseases. The relia-
bility of these techniques and the absence of adverse effects due to embryo micromanipulation have
to be demonstrated. The practical medical application of preimplantation diagnosis requires in vitro
fertilization in a fertile couple and its low rate of success has to be compared to the reliability of the
early prenatal diagnosis on chorionic villus samples.

embryo biopsy / prenatal diagnosis

INTRODUCTION ce qui est actuellement réalisé grace au
diagnostic prénatal par amniocentése ou
par prélévement de villosités choriales ?
Les diagnostics réalisables sur des cel-
lules du conceptus concernent trois do-

maines.

Devant les possibilités ouvertes par les
techniques de fécondation et de culture
des embryons in vitro avant la réimplanta-
tion d'une part et d'autre part par les tech-
niques d'analyse génétique réalisables sur
quelques cellules prélevées sur cet em-
bryon, voire une, le médecin doit se poser
quelques questions : 1) comment réaliser

L'analyse cytogénétique

en pratique ces diagnostics avant l'implan-
tation ? 2) quels seraient les éventuels ef-
fets pervers ? 3) quel serait I'intérét poten-
tiel de ces techniques en comparaison de

La technique classique d'établissement du
caryotype foetal & partir de l'analyse des
chromosomes en métaphase présente le
grand avantage de pouvoir déceler, avec
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une seule analyse, tous les différents
types d'anomalies chromosomiques; ano-
malies de nombre ou de la structure des
chromosomes.

La nécessité d'avoir des métaphases,
seuls moments ou les chromosomes sont
figurés, demande un systéme cellulaire en
prolifération active pour que statistique-
ment au moment de la fixation on dispose
d'une certain nombre de métaphases ana-
lysables (sur un cycle de division de la cel-
lule durant environ 17 h, la métaphase
analysable dure 30 min; des poisons mito-
tigues peuvent bloguer les cellules en mé-
taphase augmentant leur pourcentage).

Dans le cas de I'embryon in vitro, il fau-
drait donc avoir recours a des cultures in
vitro de la (ou des) cellules(s) prélevée(s).
Ces techniques n'existent pas encore et si
elles devenaient réalisables elles compor-
teraient un délai de cultures de 10 a 15
(lié au rythme biologique de la division cel-
lulaire).

En admettant ces conditions remplies,
on devra se demander si le caryotype mis
en évidence est bien représentatif du ca-
ryotype de l'embryon. L'expérience ac-
quise ces derniéres années avec les dia-
gnostics chromosomiques faits en direct
sur des prélévements de villosités cho-
riales souléve un probléme important. En
effet on observe dans environ 2% des cas
une discordance entre le caryotype mis en
évidence en direct dans les cellules de la
couche trophoblastique et le caryotype de
'embryon lui-méme; ceci conduisant a des
résultats faussement positifs (une anoma-
lie est présente dans le trophoblaste alors
que I'embryon a un caryotype normal) ou
faussement négatif ('embryon a une ano-
malie chromosomique alors que le tropho-
blaste a un caryotype normal).

L'étude des premiers stades du déve-
loppement de I'eeuf fécondé (Grane et
Cheun, 1988) montre que cytotrophoblaste
et embryon sont issus de 2 lignées cellu-
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laires qui se sont séparées trés précocé-
ment, dont I'une se divise trés activement :
le cytotrophoblaste (la figure 1 illustre cette
évolution).

On doit donc toujours se poser la ques-
tion : dans quelle mesure la cellule préle-
vée sur un zygote avant l'implantation est
représentative du futur embryon ?

Le diagnostic des maladies
monogéniques réalisé par I'analyse
du produit de I'expression du géne

Dans l'abord diagnostique par I'analyse de
I'expression du gene (soit déficit complet
de la synthése d'une protéine : facteur de
coagulation, d'une enzyme; maladies du
métabolisme, soit production d'une pro-
téine anormale; hémoglobinopathies), il
faut savoir si la protéine s'exprime dans le
tissu prélevé.

Les études sur les cellules amniotiques
et sur les villosités choriales ont permis de
bien sélectionner les anomalies qui sont
décelables sur ces tissus (Poenaru, 1989).

Malgré les progrés dans la miniaturisa-
tion des techniques, il est improbable
qu'elles soient applicables en direct sur
une ou quelques cellules de I'embryon; il
faudrait donc avoir recours a des cultures.
Il faudra alors se poser la question de I'ex-
pression de la protéine recherchée dans
ce systéme cellulaire.

Les possibilités de I'analyse au niveau
du géne par biologie moléculaire

Ce sont les méthodes d'amplification de
I'ADN (polymerase chain reaction, PCR)
qui rendent possible I'étude a partir de
'ADN d'une seule cellule. On doit se sou-
venir que F'amplification ne peut concerner
que des segments bien définis de I'ADN,
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elle est donc extrémement spécifique et
par la méme limitée (Li et al, 1988).

Quelles pourraient étre les applications
de la biologie moléculaire ? 1) le diagnos-
tic de sexe grace a des sondes molécu-
laires spécifiques du chromosome Y (Han-
dyside et al, 1989), qui est une technique
qualitative, le sexe étant déterminé par la
présence ou l'absence de 'ADN du chro-
mosome Y; 2) le diagnostic de maladies
monogéniques. L'exemple idéal est la dré-
panocytose puisque la méme mutation est
responsable de toutes les drépanocytoses,
on peut donc amplifier le segment d'ADN
ou se situe la mutation et ainsi faire le dia-
gnostic de l'atteinte ou de la normalité de
I'embryon.

Pour les autres maladies monogéniques
il faudra dans chaque cas faire une étude
familiale préalable pour : 1) soit définir la
(ou les) mutation(s) dans la famille a étu-
dier : par exemple dans la p-thalassémie,
on connait 60 mutations, et les 2 parents
peuvent avoir chacun une mutation diffé-
rente; 2) soit préciser les marqueurs infor-
matifs voisins du géne qui pourraient étre
utilisés et étudier la ségrégation des haplo-
types associés a la maladie dans cette fa-
mille.

La mucoviscidose représente un
exemple possible grace au déséquilibre de
liaison qui est observé dans nos popula-
tions avec une sonde moléculaire : KM-19
pour laquelle la technique PCR est appli-
cable et tout récemment grace a lidentifi-
cation du géne et a la mise en évidence
d'une mutation (4 F 508) présente dans
70% des chromosomes porteurs du gene
de la maladie (Kerem et al, 1989).

Le diagnostic d'anomalies chromosomi-
ques est-il possible par biologie molécu-
laire ? On dispose effectivement de
sondes moléculaires spécifiques d'un chro-
mosome et qui, bien localisées, permettent
d'identifier une région précise du chromo-
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some. On peut donc envisager d'amplifier
un fragment d'’ADN d'un chromosome, le
chromosome 21 par exemple.

Mais les techniques de biologie molécu-
laire sont surtout des techniques qualita-
tives (présence ou absence d'un géne),
donc d'un chromosome (c'est le cas du
chromosome Y pour le diagnostic de
sexe), mais elles se prétent mal & une
analyse quantitative fiable et rigoureuse.
Les diagnostics les plus fréquents en cyto-
génétique sont des diagnostics d'anoma-
lies de nombre. Il faudrait donc pouvoir
distinguer la présence de 3 copies d'un
ADN au lieu de 2 copies et ceci avec une
technique régulierement fiable, ce qui est
actuellement exclu.

Il a été proposé de faire une hybridation
moléculaire, in situ, sur des cellules en in-
terphase, le chromosome étant ainsi mar-
qué grace a une sonde moléculaire spéci-
fique (fluorescente par exemple). Une
analyse au microscope permettrait de pré-
ciser si le chromosome ainsi identifié
existe en 2 ou 3 exemplaires (Julien et al,
1986).

On se heurte en pratique aux pro-
blémes liés a la qualité de la technique et
a la qualité de la lecture. L'expérience du
marquage du chromosome Y avec des co-
lorants fluorescents a montré les difficultés
de ces techniques pour garantir une
grande fiabilité lors de leur application.

Quelles seraient les conditions
d'une application pratique ?

Sur le plan de la demande : I'expérience
des derniéres années a montré que le dé-
pistage des anomalies chromosomiques
est, de loin, la demande la plus importante
de diagnostics prénatals. Cette année, ce
sont environ 20 000 diagnostics cytogéné-
tiques qui seront pratiqués en France;
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viennent ensuite les diagnostics de mala-
dies monogéniques par analyse de l'ex-
pression du géne (quelques centaines) et
les diagnostics par biologie moléculaire
également quelques centaines en tout.

Sur le plan de la méthode de diagnostic
génétique : les impératifs d'une application
d'une technique de diagnostic ne sont pas
les mémes que ceux de la recherche. On
ne peut envisager que des techniques par-
taitement fiables.

Compte tenu des demandes poten-
tielles de diagnostics et des impératifs
techniques, on ne pourrait théoriquement
envisager que : 1) le diagnostic de sexe
dans quelques maladies lies au sexe
sans diagnostic prénatal; 2) le diagnostic
de quelques maladies monogéniques
celles en particulier ou il n'existe qu'une
seule mutation (la drépanocytose par
exemple) et ou les techniques d'amplifica-
tion de I'ADN sont possibles (mucovisci-
dose).

Sur le plan de l'acte médical : dans le
cas d'un diagnostic sur I'embryon in vitro, il
faudra une fécondation in vitro et une réim-
plantation des embryons reconnus nor-
maux, ce n'est que dans 15% des cas que
la grossesse ira & terme bien que I'ceuf im-
planté soit normal (ce sont les chiffres fa-
vorables de succés de la fivete) d'ou la ne-
cessité danalyser un grand nombre
d'embryons qui seront conservés congelés
en vue d'implantations ultérieures en cas
d'échec ou en cas de désir d'un second
enfant.

Avec le diagnostic prénatal in utero, tel
qu'il est réalisé actuellement, dans le cas,
de loin le plus fréquent, de maladies réces-
sives autosomiques ou liées au chromo-
some X, 75% des feetus sont normaux, les
grossesses vont & terme avec naissance
d'un enfant normal.

On remplace donc les traumatismes
physiques et psychologiques du diagnostic
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prénatal et de l'interruption de grossesse,
par les traumatismes physiques et psycho-
logiques de la fivete, ceci chez un couple
técond qui supportera mal des échecs ré-
pétés.

Enfin on ignore actuellement les effets
pervers que pourraient avoir le préléve-
ment de quelques cellules sur le dévelop-
pement de I'embryon.

Il n'est pas inutile de mentionner le co(t
d'un diagnostic sur I'embryon in vitro qui
cumulera le colt du diagnostic génétique
(parfois déja tres élevé), le coit de la ma-
nipulation et la conservation de I'embryon
et le colit médical de fivete, colGt qu'il faut
multiplier par le nombre des essais.

Enfin un dernier point ne doit pas étre
oublié. Dans les maladies monogéniques
ou les maladies liées a I'X les couples a
risque sont généralement des couples
jeunes et féconds. Aprés le succes de la
réimplantation qui ne sera pas toujours
dans le cycle ol les ovocytes ont été préle-
vés, on doit toujours se poser une ques-
tion : cet embryon est-il celui qui a été ré-
implanté aprés un diagnostic de normalité
ou est-il le fruit d'une conception naturelle
contemporaine ?

Il faudra donc s'assurer de la qualité du
foetus in utero par un diagnostic prénatal.
Ceci n'est pas une boutade, nous avons
déja rencontré ce probléme dans les cas
d'insémination artificielle avec donneur
chez des couples a risque de transmettre
une maladie autosomique récessive.

Dans ces conditions faut-il faire un dia-
gnostic avant l'implantation avec tous les
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effets pervers connus et inconnus de cette
méthode alors qu'on dispose de techni-
ques de diagnostic prénatal beaucoup plus
simples, beaucoup plus efficaces et
fiables ?

La pression vers un diagnostic avant
I'implantation est poussée par un désir de
prouesse technologique et peut trouver
comme justification la «<bonne conscience»
de dire qu'on évite une interruption de la
grossesse.
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