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Sur I’épidémiologie de la cryptosporidiose humaine
About the epidemiology of human cryptosporidiosis

Jacques EUZEBY *

RESUME

L’émergence de la cryptosporidiose dans I'océan de la pathologie a suscité nombre de
travaux. Nous proposons une synthese de ceux qui ont étudié I’épidémiologie de la mala-
die : caracteres des parasites, espéeces et génotypes isolés chez I’'Homme, modalités de la
dissémination des éléments infectants et de la contamination, réceptivité et sensibilité des
personnes exposées au risque. De cette étude, ressortent des mesures de prophylaxie.

MoOTS-CLES : ZOONOSES. CRYPTOSPORIDIOSE, épidémiologie. IMMUNODEPRESSION.

SUMMARY

Cryptosporidiosis, as an emerging disease, has generated a tremendous amount of research.
Our purpose is a survey of the epidemiology of this disease, emphasizing : the features of the
parasites and the species and genotypes that may infect Man, the most frequent of which is
Cryptosporidium parvum and its two genotypes « Cattle » and « Human » ; the means of
dissemination of the infective stage and of human contamination ; the factors that put Man
at risk of catching a severe infection ; the basis of a suitable control.

KEey-worDs (Index Medicus) : ZooNOSES. CRYPTOSPORIDIOSIS, epidemiology. IMMUNO-
SUPPRESSION.

Les cryptosporidioses sont des infections trés généralement entérotropes, dues au
parasitisme de coccidies du genre Cryptosporidium, dont certaines sont communes
aux animaux et a ’Homme et ont un caractére zoonosique.

Habituellement bénignes, voire asymptomatiques chez les individus normaux, elles
sont particulierement graves chez les sujets présentant un déficit immunitaire et sont
causes d’un défaut d’absorption intestinale, entrainant I’émission d’une diarrhée
massive.

* Membre de I’Académie nationale de médecine.
Ecole vétérinaire de Lyon, BP 83 - 69280 Marcy-I’Etoile.

Tirés-a-part : Professeur Jacques EuztBy, a I’adresse ci-dessus.
Article recu le 6 mars 2002, accepté le 29 avril 2002.
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La cryptosporidiose de 'Homme, pour la premiére fois décrite en 1976 [1, 2] a pris
une trés grande importance [3] du fait de sa particuliére gravité chez les sidéens, qui
peuvent étre atteints d’une forme fulminante, avec diarrhée cholériforme, mortelle
dans 70 % des cas. Cette importance a été magnifiée par la survenue de vastes et
sévéres anadémies, dont la plus spectaculaire et la plus grave a été celle de
Milwaukee (1993), rapportée en 1994 par Mac Kenzie et al [4] : plus de 400 000 cas,
dont plus de 100 mortels. Toutes les maladies émergentes font I’'objet de recherches
intensives ; la cryptosporidiose n’a pas échappé a cette régle et de trés nombreux
travaux lui ont été dévolus, qu’il importe de synthétiser et de commenter. Tel est
I'objet de la présente étude, que nous limiterons a I’épidémiologie de I'infection.
Toute enquéte épidémiologique sur une maladie infectieuse suppose la connaissance
du (ou des) agent(s) de I'infection, de la dissémination des éléments contaminateurs,
des modalités de la contamination et de la réceptivité et de la sensibilité des individus
exposés au risque. De cette enquéte, doivent découler des mesures de prophylaxie
rationnelle. Tel sera le plan de la présente étude.

LES CRYPTOSPORIDIES

Ce sont des sporozoaires du sous-ordre des Eimeriorina (coccidies stricto sensu),
famille des Cryptosporidiidae [5, 6], dont deux caractéres doivent étre retenus :

— développement en position marginale, sous la membrane des cellules-hotes,
mais toujours au sein d’une vacuole parasitophore ;

— sporulation endogéne, aboutissant a la formation d’ookystes mdrs a 4 sporozoi-
tes nus, non contenus dans un sporocyste.

On a cité dans le genre Cryptosporidium Tyzzer 1910, jusqu’a 23 espéces [7] *

1. Aujourd’hui, la biochimie, I'immunologie, la biologie moléculaire et les études génotypiques ont
apporté quelques précisions et permettent de ne retenir que 11 espéces, que nous citons, dans
I’ordre chronologique de leur identification : C. muris, Tyzzer 1907 ; C. parvum, Tyzzer 1912 ; C.
wrairi, Vetterling, Jervis, Merill 1971 ; C. felis, Iseki 1979 ; C. serpentis, Levine 1980 ; C. nasorum,
Hoover, Hoerr Carlton 1981 ; C. bayleyi, Current, Upton, Haynes 1986 ; C. meleagridis, Slavin
1995 ; C. saurophilum, Koudela et Modry 1998 ; C. andersoni, bindme créé par Lindsay [8] pour
désigner le « C. muris » de I"'abomasum des bovins ; C. canis, Fayer, Trout, Xiao, bindme formé
par Fayer et al. [9] pour désigner une espece jusqu’alors innominée, C. parvum « type chien »,
isolée chez cet animal par Morgan et al. [10]. Ces especes sont groupées sous sept génotypes : 2
génotypes pour C. parvum ; un génotype pour C. felis, non infectant pour la souris et le cobaye ;
un génotype pour C. wrairi, infectant pour le cobaye, la souris et le veau ; un génotype pour
Cryptosporidium sp. ; deux génotypes pour C. muris, mais le génotype A, parasite gastricole des
bovins et des camélidés a été élevé au rang d’espece par Lindsay [8] : il correspond a C. andersoni ;
le génotype B, parasite les muridés, le hamster et les damans de rochers (Procavia spp). D’autre
part, du point de vue de la localisation élective de ses espéces, on divise le genre Cryptosporidium
en deux groupes : parasites gastricoles : C. muris, C. andersoni et C. serpentis ; parasites
entérotropes : C. parvum, C. felis, C. wrairi, C. meleagridis, C. baileyi, C. saurophilum. C. bayley
peut aussi infecter la bourse de Fabricius des galliformes.
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De la morphologie des cryptosporidies, nous ne retiendrons que les caractéres des
formes de dissémination du parasite, qui sont aussi celles dont la découverte dans les
feces permet un diagnostic de laboratoire, les ookystes sporulés : éléments globuleux,
a paroi épaisse, de 3,5 a 7 um de diametre, contenant 8 sporozoites non enfermés
dans un sporocyste ; ces ookystes sont acido-résistants, ce qui permet leur mise en
évidence directe par la coloration de Ziehl-Neelsen.

Le cycle évolutif des Cryptosporidium est semblable a celui des Eimeriorina monoxe-
nes, avec cependant, deux particularités :

— sporulation endogéne des ookystes, de sorte que les féces des individus parasités
évacuent des formes parasitaires directement infectantes, donnée importante du
point de vue de I’épidémiologie de la cryptosporidiose ;

— existence de deux types d’ookystes : ookystes a paroi épaisse, qui seront évacués
et ookystes a paroi mince, qui évoluent dans I'intestin et s’ouvrent dans la
lumiére intestinale au niveau du duodénum.

Les sporozoites libérés sont a I'origine d’un nouveau cycle endogéne (auto-
infection), qui aggrave le processus pathologique (cf. I'auto-infection observée au
cours de la strongyloidose). Les schizozoites résultant de cette modalité évolutive
peuvent étre disséminés par les macrophages en des localisations exentérales, ce qui
rend compte de la possibilité d’une cryptosporidiose pulmonaire, qu’on a pu
confondre avec la pneumocystose. Les schizozoites sont les agents de dissémination
endogéne des parasites (contagion intercellulaire) et de la gravité de la cryptospori-
diose ; les ookystes a paroi épaisse sont responsables de la dissémination externe
(contagion interindividuelle).

La longévité des cryptosporidies chez leur hote se termine normalement avec la
formation des ookystes, environ le 6° jour ; mais la possibilité d’auto-infection peut
I’allonger considérablement, jusqu’a 120 jours.

La prolificité des parasites est trés grande [11] et elle se traduit par I’excrétion de
millions d’ookystes par gramme de féces chez les animaux parasités (cf. infra).

Les ookystes sporulés des cryptosporidies, évacués avec les feces, demeurent viables
pendant 4 a 12 mois sur les sols humides et dans I’eau, a des températures de 20° C
a4° Cetpendant une semaine a 35° C [12-14]. lls sont trés sensibles a la dessiccation
et sont détruits, en milieu sec, en 3 jours en été et en 1 jour en hiver. Dans I'eau, ils
perdent leur vitalité en 30 minutes a la température de 60° C et en moins de 5 minutes
a 65° C [15, 16]. Le froid exerce aussi un effet létal sur les ookystes, mais a des
températures relativement basses et maintenues : -10° C, pendant 7 jours ; mais a
-15° C, la survie ne dépasse pas 1 jour [17]. Cependant, 70 % des ookystes survivent
en milieu sec pendant 21 heures a la température de -22° C, lentement obtenue ; au
contraire, la congélation brutale les détruit. Le matériel fécal met les ookystes a
I’abri de la dessication et augmente I'imperméabilité de leur paroi aux molécules de
petite taille, ce qui les rend moins exposés aux facteurs létaux de I’environnement
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[18, 19]. Dans I’eau de mer, ou ils peuvent étre entrainés par les effluents, les ookystes
survivent pendant au moins 8 a 12 semaines aux températures de 10° C et 20° C,
méme en eaux tres froides (4° C) [18, 20]. Cette survie est a considérer quand on sait
gue les huitres et autres mollusques aquatiques euryhalins peuvent étre vecteurs de
I'infection.

Mais, comme ceux de toutes les coccidies, les ookystes de Cryptosporidium sont trés
peu sensibles a I’action des agents chimiques : seuls le formol & 10 %, I'ammoniaque
a10 %, I’eau de Javel a 70 % ou le glutaraldéhyde a 3 %, concentrations inutilisables
en pratique, peuvent altérer leur vitalité. Dans les milieux ou se dégage de I'ammo-
niac, la viabilité des ookystes est altérée, voire supprimée ; ainsi, les lisiers ne sont-ils
pas trés polluants [21, 22]. Lorsque I'eau est traitée par chloration (11-12 mg de
chlore résiduel par litre), et maintenue & 10° C, le pouvoir infectant des ookystes ne
persiste pas au-dela de 4 a 8 semaines. La chaux vive, le sulfate ferrique et le sulfate
d’aluminium altérent la vitalité des ookystes, si le pH du milieu n’est pas corrigé [18].

Plusieurs espéces de Cryptosporidium isolées chez les animaux peuvent évoluer chez
PHomme : C. meleagridis, C. felis ; C. canis (le type « chien » de C. parvum) ; C.
muris — et méme C. bayleyi. Ainsi, la cryptosporidiose de I’'Homme peut avoir une
origine zoonosique, signalée dés 1983 [23].

C’est essentiellement Cryptosporidium parvum qui est mis en évidence chez
I’Homme. Cette espéce affecte aussi de nombreuses espéces animales : bovins, petits
ruminants, porc, lapin, carnivores domestiques, mustélidés, marsupiaux ainsi que la
souris et le rat gris, Rattus norvegicus. C. parvum n’infecte pas les oiseaux, mais
conserve son pouvoir infectant pour les especes réceptives, aprés passage chez ces
animaux ; ainsi, des oiseaux agquatiques migrateurs peuvent-ils disperser le parasite
et polluer les eaux de surface [25]. C. meleagridis est trés proche des souches
zoonosiques de C. parvum ; ainsi, les dindons peuvent-ils disséminer le parasite.

Cependant, I'analyse des isoenzymes ; la sérologie (profils antigéniques), la biochi-
mie (protéines d’adhésion analogues de la thrombospondine : Thrombospondin
Related Adhesive Proteins : TRAP) et surtout la biologie moléculaire ont mis en
évidence I’hétérogénéité de C. parvum et sa dissociation en génotypes plus ou moins
adaptés a I’Homme et aux animaux. Ortega [26] puis Morgan et al [27, 27bis].
reconnaissent un génotype « veau », mis en évidence chez les bovins, les ovins, la
chévre, I'alpaga péruvien — et un génotype « Homme », qu’ils différencient par leur
phosphomutase et par leur glucose-phosphate isomérase 2. Widmer et al. [28]
isolent, au sein de C. parvum un génotype « C » (« Cattle »), commun a I'Homme et
aux animaux, notamment bovins et souris (= génotype Il) et un génotype « H »
(Human) ou génotype I, propre a I’Homme [29], mais avec quelques exceptions. Ces
deux génotypes sont caractérisés par deux doubles chaines d’ARN, qu’on ne trouve
que chez Cryptosporidium parvum et par I’étude du polymorphisme de la séquence
ADN. On connait aussi des souches adaptées au porc, au cobaye, a divers singes ;

2. Certains auteurs considerent C. meleagridis comme un génotype de C. parvum ; ce serait alors le
génotype T (turkey).
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certaines souches isolées chez ’Homme peuvent aussi infecter les porcelets. Hill et
al. [30] et Morgan et al. [31] ont identifié le génotype humain chez un mammifere
marin de I’ordre des Siréniens, le dugong (Dugong dugon). Il ne semble pas exister de
recombinaison génétique entre ces deux génotypes ; mais au sein de chacun d’eux,
existent des sous-génotypes, mis en évidence par un marqueur microsatellite : deux
sub-génotypes pour « H » et quatre sub-génotypes pour « C »[32]. Le sub-génotype
H1 est connu en Europe et en Amérique ; le sub-génotype H2, beaucoup plus rare,
a été isolé au Japon ; le sub-génotype C1 est en cause dans 61,5 % des cas de
cryptosporidiose humaine et on I’observe aux Etats-Unis et au Japon chez le veau,
I’agneau et le chevreau ; C3 et C4 ne sont connus, respectivement, qu’aux Pays-Bas
et en Italie du Sud, chez I’'Homme et les animaux. Le génotype « Beeuf » est le plus
souvent observé chez I’Homme et, réciproquement, on a mis en évidence la récep-
tivité du veau au génotype « Homme » [33]. Dans I’environnement, c’est surtout le
génotype 2 (= C) qui est représenté : 65 % des cas [34].

Ces diverses observations rendent compte du caractére zoonosique possible, et
fréquent, de la cryptosporidiose humaine. Les bovins en sont les sources principales.
Dans certaines régions des Etats-Unis, on a observé la présence de Cryptosporidium
parvum dans 90 % des fermes d’élevage bovin, avec 50 % des veaux infectés [35], chez
lesquels I'excrétion quotidienne d’ookystes peut atteindre dix millions [36]. L’excré-
tion commence, chez le veau, a I’age de 4 jours ; le pic se situe entre la 2° et la
3° semaine, avec des teneurs fécales de I’ordre de 7 000 000 et jusqu’a 25 000 000 par
gramme, ce qui équivaut & I’excrétion quotidienne de 2 a 24 milliards d’éléments
infectants ; le déclin commence environ la 3° semaine, mais certains animaux
continuent de rejeter des ookystes jusqu’au 4° mois de leur vie et en quantité encore
importante jusqu’a I’age de deux mois environ [37]. Les veaux peuvent évacuer
quotidiennement jusqu’a 10*° ookystes pendant 14 jours. Chez les chevreaux, on a
compté de 15 000 000 & 200 000 000 d’ookystes par gramme de feces. Chez la chévre
et chez la brebis, mais pas chez la vache, on observe une élévation de I’évacuation
ookystale aprés le part. Mais des isolats trés pathogénes pour I’'Homme le sont peu
pour le veau, tandis que des isolats peu pathogénes pour I’'Homme sont causes de
cryptosporidiose sévere chez le veau. Ces différences permettent de considérer que la
différenciation des souches animales et humaines de C. parvum est récente et que
leur adaptation a I’Homme ou aux animaux est encore imparfaite : ainsi, observe-
t-on que la période d’excrétion des ookystes est plus longue chez I’'Homme, lorsque
le parasitisme est le fait du génotype « H » que lorsque I'infection est I'ceuvre du
génotype « C » [38]. Il n’en demeure pas moins que des ookystes de C. parvum
évacués par des animaux, particulierement par les bovins mais aussi par les petits
ruminants et le chien et le chat, sont agents possibles d’infection cryptosporidienne
non seulement pour les animaux, mais aussi pour I’Homme. Ces sources de parasi-
tes sont d’autant plus dangereuses que les animaux parasités peuvent n’avoir qu’une
infection crypto-symptomatique [39]. La vaccination des veaux contre la cryptos-
poridiose, qui inhibe le développement du parasite, serait donc de nature & protéger
non seulement les animaux, mais aussi, indirectement, I’Homme ; un vaccin cons-
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titué d’'un nombre fixe d’ookystes (25 000 000), inactivés par lyophilisation, est
utilisé aux Etats-Unis [40].

Mais il existe aussi une origine humaine intrinséque de la cryptosporidiose, due au
génotype « Homme » et rendue possible par les ookystes directement infectants
évacués avec les féces : un sujet parasité peut évacuer jusqu’a 107 ookystes par jour.
Cette différence épidémiologique engage les taxinomistes a élever au rang d’espéces
les deux génotypes « Beeuf » et « Homme » [41]. Cependant, le génotype humain
intervient beaucoup moins souvent que le génotype zoonosique : 1 % des isolats
[34]. Lorsqu’il est a I'origine de I'infection, il s’agit de contaminations d’origine
fécale (cf. infra).

Du point de vue épidémiologique, et en vue de I'organisation d’une prophylaxie
rationnelle, il peut étre important de préciser I’origine des parasites contaminateurs
par I'identification des génotypes en cause. Cette identification repose sur des
investigations biochimiques (équipement iso-enzymatque) et antigéniques (sérolo-
gie) et surtout sur I'utilisation des méthodes de la biologie moléculaire.

La dissémination des ookystes infectants s’accomplit par les matiéres fécales des
animaux parasités, surtout celles des jeunes veaux. Ainsi, I’épandage de lisiers et de
fumiers non assainis peut-il entrainer la pollution des prairies. De méme, on trouve
des ookystes vivants dans les effluents non traités : jusqu’a 14 000 par litre et jusqu’a
150 000 par litre dans les effluents d’abattoirs [12, 42]. La submersion des terrains
agricoles peut entrainer la pollution des cultures maraicheres par des ookystes de
cryptosporidies [14, 22]. Cependant, la végétation exerce sur les oocystes un effet
protecteur, leur évitant I’action létale des variations de température et d’humidité.
De plus, les parasites peuvent étre revétus d’une couche de sol qui les protége,
jusqu’a ce qu’un processus d’érosion (pluies, piétinement) les découvre et que les
eaux de ruissellement les dispersent [43, 44]. Ainsi peuvent étre souillés les végétaux
cultivés sur des terrains fertilisés par des eaux résiduaires et des boues d’épandage.
Dans la nature, les eaux de ruissellement disséminent le contage et ces eaux sont
surtout dangereuses quand elles procédent de fortes précipitations, qui désagregent
les feces et en libérent les ookystes [45]. Les eaux de ruissellement sont surtout
contaminées par les génotypes humain et bovin de C. parvum ; elles peuvent polluer
les nappes superficielles, surtout si leur ruissellement est rapide — et les nappes
phréatiques voisines, surtout si la pente des terrains est faible et le ruissellement lent,
ce qui permet une meilleure imprégnation des sols. Dans les régions littorales, la
pollution peut atteindre la mer, qui sert parfois d’exutoire pour les stations d’épu-
ration cotiéres ; il en résulte la contamination des estuaires [15] et des parcs de
conchyliculture. C’est le génotype 2 (= C), le plus fréquent dans I’environnement,
qui est ainsi dispersé et on le trouve dans les hémocytes et les branchies de mollus-
ques dulgaquacoles : Corbicula fluminea et marins : huitres (Crassostrea virginica) et
moules (Mytilus galloprovincialis) [46], qui peuvent étre des sentinelles de la pollu-
tion du milieu et, consommeés crus, sont des vecteurs possibles de contamination
pour 'Homme.
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L’infection de I’'Homme par les cryptosporidies procéde de modalités différentes,
selon I’origine des parasites.

Dans le cas d’une ovigine zoonosique, ce sont essentiellement des cryptosporidies
d’origine bovine et ovine, qui sont & I’origine de la pollution : les souches zoonosi-
ques de C. parvum représentent plus de 65 % des parasites isolés chez I’'Homme [34].
La contamnation résulte : de phytophagie, de carpophagie, de malacophagie et
d’hydropinie. En matiere d’hydropinie, ce ne sont pas seulement les eaux sauvages de
surface qui peuvent étre vectrices d’ookystes, mais aussi les eaux finies, celles que
distribuent les réseaux d’adduction urbains ; tel était le cas lors de I'anadémie de
Milwaukee. En effet, les ookystes ne sont pas toujours arrétés par les systémes de
filtration utilisés dans les stations de traitement des eaux de consommation ni
détruits par les agents chimiques (Cl, O3) ou physiques (UV) mis en ceuvre pour
assurer I’assainissement. L’infection contractée par inhalation a été évoquée [48, 49].
Cette voie est tres improbable et son implication résulte peut-étre d’une confusion
entre la localisation métastatique de la cryptosporidiose et la pneumocystose.

Dans le cas de contagion interhumaine, les ookystes évacués étant immédiatement
infectants, I'infection peut se réaliser selon les modalités habituelles des infections
liées au péril fécal ou résulter de pratiques homosexuelles. L’ingestion accidentelle
d’eau des piscines publigues en est une autre modalité (« accidents fécaux ») ; cette
eau peut avoir un taux de pollution de 50 a 80 ookystes par litre [50]. Dans les
hépitaux, I'infection peut procéder de I'utilisation de matériels d’exploration et de
perfusion non stérilisés par la chaleur 3, ainsi que de toutes les manipulations
effectuées avec des mains souillées.

La réceptivité de ’'Homme a la cryptosporidiose dépend :

— de facteurs extrinséques :

« espéce du parasite a laquelle il est exposé : c’est Cryptosporidium parvum qui se
développe le plus souvent chez I’'Homme. D’autre part, les sujets immunocompé-
tents sont réceptifs aux génotypes « Homme » et « Beeuf » de C. parvum, tandis
que les individus immunodéprimés sont réceptifs et sensibles non seulement a C.
parvum, mais encore a C. felis, C. canis [51], C. meleagridis, C. muris, C. baylei et
peut-étre & C. wrairi et C. saurophilum ;

conditions de vie : cf. le cas des animaliers en contact avec les déjections des jeunes
veaux et chevreaux ; des personnes vivant ou voyageant en pays a hygiéne générale
déficiente ; des chercheurs et techniciens de laboratoire, appelés a travailler sur les
effluents, les boues résiduaires, les échantillons d’eau a analyser ; des homo-
sexuels ;

3. L’ouverture des ookystes infectants ne s’effectuant que dans le duodénum, seules les sondes
gastro-duodénales peuvent étre dangereuses, a I’exclusion du matériel utilisé pour les colonosco-
pies.
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« defacteursintrinséques, notamment de I’age : les jeunes enfants sont plus réceptifs
que les adultes. Mais le facteur &ge intervient moins chez I’'Homme que chez les
animaux ou la cryptosporidiose est surtout une maladie néonatale.

Mais, outre la réceptivité, I'infection cryptosporidienne ne devient une maladie que
si les individus réceptifs sont, aussi, sensibles au parasite.

La sensibilité

— est essentiellement fonction de I’état immunologique des individus contaminés.
Normalement, la cryptosporidiose est une infection dont la durée est spontané-
ment limitée (self limiting disease) : I’évolution des parasites se termine avec la
fécondation et la formation des ookytes, et les schizontes de deuxiéme généra-
tion sont immunigénes (processus d’hypersensibilité de type 1V, dépendant des
lymphocytes intra-épithéliaux CD4«p), de sorte que les schizozoites procédant
de réinfections exogénes ou résultant du processus d’auto-infection précédem-
ment signalé, sont rejetés par les individus immuns. Mais en cas d’immuno-
dépression, ces schizozoites persistent et sont multipliés par I'auto-infection,
d’ou résulte une cryptosporidiose trées sévere ;

— l’incidence de la dose infectante dépend de la compétence immunologique : en
cas d’immunodépression, un seul ookyste peut déterminer une infection clinique
chez la souris. Mais chez des sujets immunocompétents eux-mémes, I'infection
est possible, méme avec de trés faibles contaminations, de I’ordre de 30 ookystes ;
elle est le plus souvent cryptosymptomatique, mais peut étre cause d’un syn-
drome entéritique [52, 53].

Toutes les données ci-dessus évoquées nous conduisent a la formulation de quelques
données rationnelles de prophylaxie *.

— la prophylaxie offensive, comporte un contrdle tres strict des stations d’épura-
tion, des nappes phréatiques, des systemes de distribution des eaux de consom-
mation, des piscines publiques, etc. Plusieurs méthodes et techniques de recher-
che et numération des ookystes sont possibles, notamment en ce qui concerne les
réseaux de fourniture d’eau potable, la méthode de séparation immuno-
magnétique, qui permet la concentration simultanée des ookystes de Cryptospo-
ridium et de Giardia lamblia et, associée a I'immunofluorescence directe (anti-
corps monoclonaux), permet I'identification des parasites. L’AFNOR (2001) a
précisé les modalités d’exécution de ces manipulations. Cependant, I'inactiva-
tion des ookystes, n’est pas toujours fiable, car ces éléments sont trés résistants
aux agents de destruction, physiques et chimiques, utilisés pour I’assainissement
et, en raison de leur petite taille, ils ne sont pas toujours arrétés par les filtres des
stations de traitement.

4. Nous ne faisons qu’ébaucher les mesures de prophylaxie, qui ne sont qu’un appendice de la
présente revue ; ces mesures sont exposées en détail dans une autre publication [54].

844



Bull. Acad. Natle Méd., 2002, 186, n°® 5, 837-850, séance du 7 mai 2002

L’évitement de I'infection nosocomiale exige la désinfection par la chaleur ou
par les radicaux oxygénés libres ® des matériels exposés a la souillure ;

— mais c’est sur une prophylaxie défensive qu’il faut insister. Il importe que les
personnes sensibles ne s’exposent pas aux risques de contamination : éviter la
consommation de végétaux crus, de fruits poussant au ras du sol, d’eau de puits
ou d’eau sauvage non stérilisée par la chaleur et méme, parfois, en périodes
d’inondation, d’eau du robinet (qu’il faudra assainir par ébullition) ; éviter les
baignades dans les eaux de surface et méme dans les piscines collectives.
L’AFNOR (2001, in réf. 54) va jusqu’a recommander aux techniciens de labo-
ratoire de grandes précautions, lors de I’analyse des eaux, voire de s’abstenir de
procéder a ces analyses. Dans les hdpitaux, outre les précautions classiques pour
éviter les risques liés au péril fécal, il faut tenir compte des recommandations du
Conseil Supérieur d’Hygiéne Publique de France (Circulaires n°® 97/413 du 30
mai 1997 et n° 97/655, du 30 septembre 1997) et ne fournir aux malades
immunodéprimés que de I’eau convenablement filtrée ou des eaux minérales
provenant de sources agréées.
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DISCUSSION

M. Claude JAFFIOL

Pouvez-vous apporter des informations complémentaires sur I’épidémiologie, la répartition
géographique de la maladie et le rdle des eaux de boisson dans la transmission de I'infec-
tion ?

La cryptosporidiose est cosmopolite, mais particulierement fréquente dans les pays peu
policés, ou les régles élémentaires d’hygiéne sont négligées et ou on ne prend pas en
considération le péril fécal ; avec I'isosporose, la giardiose, les dysenteries amibienne et
bacillaires... elle est un des facteurs étiologiques du syndrome « Diarrhée des voya-
geurs ». Cependant, les pays développés n’en sont pas a I’abri, car '« eau finie » des
réseaux de distribution peut aussi étre polluée, comme I'a montré I'anadémie de
Milwaukee. Outre la contamination directe, a partir de ’'Homme lui-méme et des
animaux, possible puisque les ookystes sont immédiatement infectants, la cryptospori-
diose est surtout contractée par hydropinie. Les sujets a risque ne devraient boire que des
eaux minérales provenant de forages autorisés.

M. Henri LECLERC

Cryposporidium parvum est considéré comme un risque infectieux majeur lié aux eaux
d’alimentation. Compte tenu des doses infectieuses tres faibles de ce protozoaire, de sa
répartition hétérogene dans les eaux d’alimentation, de sa résistance élevée au chlore et des
difficultés de la détection & faible taux, ne pensez-vous pas qu’il existe assurément un risque
endémique important en relation avec la consommation des eaux de distribution ?

Ce risque est tres réel et la trés sévére anadémie survenue a Milwaukee aprés consomma-
tion d’une eau considérée comme potable, en a administré la preuve. Quant a la
détection, elle est possible avec une grande précision et ’AFNOR a recommandé, dans
une circulaire de 2001, I'analyse par ISM (ImmunoSéparationMagnétique) couplée a
I'immunofluorescence directe utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques. Cette
méthode permet I'identification, en une seule opération, de Cryptosporidium parvum et de
Giardia intestinalis (=Giardia lamblia) .

M. Pierre AMBROISE-THOMAS

La cryptosporidiose est une des parasitoses émergentes dont on ignore les conditions
d’apparition chez I'Homme. C’est une affection opportuniste dont la gravité dépend de la
résistance immunitaire du sujet infesté. Comme vous le soulignez, la cryptosporidiose peut
étre transmise par I’eau de boisson, ce qui entraine de trés difficiles problémes de dépistage
et de désinfection. La transmission par le matériel médico-chirurgical a été soupgonnée ;
elle est certainement trés rare et on peut souhaiter que, étant donné son caractére excep-
tionnel, voire illusoire, elle ne donnera pas lieu a des contraintes réglementaires démesurées
pour la stérilisation du matériel médicochirurgical, comme cela a été le cas pour le prion.

Il est certain que la contamination par hydropinie, méme par consommation d’ « eaux
finies » est la cause majeure de I'infection. Les eaux de consommation sont généralement
analysées et je viens d’évoquer I'activité de ’AFNOR. Quant a I’assainissement de I'eau,
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elle est trés aléatoire : les ookystes infectants peuvent traverser les filtres usuels (seule la
microfiltration sur filtres de 0,25 um est vraiment efficace) et ils ne sont pas toujours
détruits par la chloration, sauf a concentration élevée (qui peut engendrer la formation
de trihalométhanes et de halo-aécétonitriles, altérant les qualités organoleptiques de
I’eau et pouvant la rendre toxique). L’ozonation est plus efficace et I’association
ozone+chloramine exerce un effet synergique. En ce qui concerne le matériel médicochi-
rurgical, seul celui destiné a I'exploration du duodénum devrait présenter un risque,
puisque les ookystes ne peuvent s’ouvrir que dans le duodénum. La stérilisation chimi-
que, particulierement par le glutaraldéhyde, est inutilisable aux concentrations utilisa-
bles. La chaleur humide (30 minutes a 65° C) est efficace, comme les radicaux oxygénés
libres, formés, dans une chambre a plasma, par ionisation sous vide de I’eau oxygénée.

M. Jean-Claude PETITHORY

Y a-t-il une explication au fait que les cryptosporidies ont été découvertes en 1907 et que les
premiers cas de cryptosporidiose humaine n’ont été signalés qu’en 1976, soit soxante-six ans
plus tard ? Quelles sont les possibilités de traitement de la cryptosporidiose ?

Si la cryptosporidiose-maladie a été identifiée si tardivement, c’est que I'infection cryp-
tosporidienne était asymptomatique ou ne se manifestait que par un syndrome banal,
jusqu’a ce que les états d’immunodépression, d’origine pathologique ou thérapeutique,
enrévelent lagravité. J'ai le souvenir des récriminations des étudiants lorsque, aprés avoir
évoqueé les cryptosporidies, j’ajoutais qu’on doutait de leur pathogénicité. Les coccidio-
ses banales, dont la gravité repose sur la pathogénicité des schizontes de deuxieme
génération, ne sont pas justiciables d’un traitement spécifique, lorsque le diagnostic
coproscopique a été établi, puisqu’a ce stade, les éléments pathogénes ont disparu ; ces
coccidioses sont auto-stérilisantes et si leur symptomatologie se prolonge, c’est un
traitement symptomatique qui peut leur étre opposé. Dans la cryptosporidiose, la
possibilité d’une auto-infection endogéne, due a I’ouverture dans I'intestin des ookystes
a paroi mince et qui persiste aprés I’évacuation des ookystes a paroi épaisse, impose une
thérapeutique spécifique. Cette thérapeutique est celle des coccidioses : sulfamides a
électivité intestinale, antibiotiques (spiramycine, paromomycine), quinazolinones
(halofuginone), nitazoxanide, dérivés de I'acridine, 8-cyclodextrines. On a, plus récem-
ment, vanté I'efficacité de I'ivermectine. Mais ces médications sont d’effet incertain chez
les sujets immunodéprimés. On a proposé, pour diminuer la sévérité de I'inflammation,
un inhibiteur des sites d’action de la substance P, dipeptide histaminogene par dégranu-
lation des mastocytes et résultant d’interactions neuro-immunologiques : le composé
LY 303870, une neurokinine. Quant a la vaccination, elle est utilisée en médecine vétéri-
naire, chez les veaux, dans les deux jours suivant la naissance : (administration orale
d’ookystes lyophilisés). Expérimentalement, on a pu vacciner la souris avec un vaccin
ADN, administré par instillation nasale. Mais, a ma connaissance, I'immunisation n’a
pas fait I'objet d’études chez I’'Homme. En revanche, il faudrait penser a la détection des
porteurs cryptosymptomatiques de cryptosporidies : coproscopie (acido-résistance des
ookystes), et recherche des antigénes fécaux (chez les veaux, des IgA salivaires sont
décelables a J+36).

M™e Jeanne BRUGERE-PICOUX

Chez les jeunes bovins, ce n’est qu’a partir des années soixante-dix qu’on a démontré que la
cryptosporidiose pouvait étre fréquemment a I’origine d’une entérite. Ne peut-on pas penser
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qu’il en est de méme chez les jeunes enfants, ou la cause d’une diarrhée bénigne n’est pas
systématiquement recherchée. Seules I'épidémie du Wisconsin et les diarrhées séveres
observées chez les sujets immunodéprimés ont démontré I'importance de la cryptosporidiose
humaine.

Les enfants de moins de cing ans, dont le systéme immunitaire est encore immature, sont
particulierement exposés a la cryptosporidiose, assez sévere chez eux pour justifier la
recherche du parasite.
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Résultats francais de I’enzymothérapie substitutive
dans la maladie de Gaucher

Enzyme replacement therapy for Gaucher disease.
The French study

Gérard SCHAISON *, Isabelle CAUBEL, Nadia BELMATOUG,
Thierry BILLETTE de VILLEMEUR, Jean-Marie SAUDUBRAY

RESUME

La maladie de Gaucher est une affection génétique de transmission autosomique récessive
liée & un déficit partiel en p glucocérébrosidase lysosomale. Le déficit enzymatique entraine
I'accumulation de glucocérébrosides dans les macrophages du foie, de la rate et de la moelle
osseuse, avec apparition d’un hypersplénisme. Les patients atteints de maladie de Gaucher
ont été classés en 3 types. Le type | est le plus fréquent, les troubles neurologiques sont
I’'apanage des types Il et I11. L’enzymothérapie avec une glucocérébrosidase extraite du
placenta (cérédase) ou fabriquée par recombinaison génétique (cérézyme) est active dans
les types I et représente le traitement de référence administré a plusieurs milliers de malades
dans le monde. L’enzymothérapie permet d’éviter la transplantation médullaire et a
pratiquement éliminé la nécessité de la splénectomie. Nous rapportons ici les résultats de
I’étude francaise qui intéresse 108 patients de type I, adultes et enfants. La dose initiale est
de 30 a 60 U/kg administrée tous les 15 jours. La fatigue, les manifestations viscérales ou
hématologiques sont trés améliorées chez les patients atteints de forme grave. Les amélio-
rations osseuses sont beaucoup plus lentes a apparaitre. Chez I'enfant, les symptdmes sont
d’autant plus sévéres que la maladie se révele t6t, justifiant un traitement précoce avant
I’apparition de dommages irréversibles. L’enzymothérapie est inefficace dans le type II.
1l est possible que les dégats neurologiques dans le type 111 soient améliorés par le traite-
ment enzymatique. La maladie de Gaucher est aussi une excellente candidate pour la
génothérapie.

MOTS-CLES : LYSOSOME. MACROPHAGE. GAUCHER, MALADIE. GLUCOSYLCERAMIDASE,
usage thérapeutique.

* Service de Pédiatrie a Orientation hématologique — Hdpital Saint Louis — 1, avenue Claude
Vellefaux — 75475 Paris cedex 10.

Tirés-a-part : Professeur Gérard SCHAISON, a I’adresse ci-dessus.
Article recu le 20 mars 2002, accepté le 8 avril 2002.
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SUMMARY

Gaucher disease is an inborn recessive autosomal disease due to a partial deficiency of the
lysosomal enzyme p glucocerebrosidase. The deficient activity leads to accumulation of the
lipid glucocerebroside in the liver, the spleen and bone marrow with concomitant anemia and
thrombocytopenia. Patients with Gaucher disease have been classified in three types : type
I is the more common, neurological manifestations occur in types Il and I1l. Enzyme
replacement therapy (ERT) with modified placental human glucocerebrosidase (ceredase)
or recombinant glucocerebrosidase (cerezyme) is effective in most type | Gaucher disease
and has become the current standard care administered to thousand of patients worldwide.
ERT has obviated the need for bone marrow transplantation and virtually eliminated the
need for splenectomy. We report here the French study including adults and children. ERT of
30 to 60 U/K every two weeks as starting dose was administrated to 108 patients with severe
type | Gaucher disease. ERT fully reverse many of the manifestations of the disease. ERT
regimen alleviated fatigue, and hematological and visceral signs and symptoms in nearly all
severely-ill patients. Skeletal responses to treatment develop much more slowly than hema-
tological or visceral responses. Studies in pediatrics show that the disease is more severe in
children. These children should be treated early in the course of their disease to avoid
irreparable damage. Hematological manifestation in type 11 cannot be reversed with enzyme
replacement. In type I11 treatment can rarely reverse neurological deficit. Gaucher disease is
also an excellent candidate for gene therapy.

KEeY-worDs (Index Medicus) : LYSOSOMES. MACROPHAGES. GAUCHER'S DISEASE. GLUCO-
SYLCERAMIDASE, therapeutic use.

INTRODUCTION

En 1882, un étudiant en médecine, Philippe-Charles-Ernest Gaucher décrivit, dans
sa theése, I’observation d’une femme de 32 ans présentant une tres grosse rate, qu’il
pensait étre un épithélioma primitif de la rate.

En 1934, le chimiste frangais E. Aghion précise la composition du lipide accumulé :
le glucocérébroside (glucosyl céramide). Le glucocérébroside s’accumule dans de
nombreux organes, et la surcharge est responsable des manifestations qui prédomi-
nent au niveau du foie, de la rate, de la moelle osseuse et de I’os. Le glucosyl céramide
est un lipide complexe, constituant important de la membrane du globule rouge et
des leucocytes. Les nombreuses perturbations biologiques sont la conséquence de
Iinfiltration viscérale, de I'atteinte du macrophage, de I'atteinte lysosomale, de la
synthése et de la libération locorégionale ou générale de cytokines.

En 1965, R. Brady et coll. montrérent que la surcharge est liée a un défaut
catabolique, par déficit en g glucosidase acide intralysosomale. Cette glucocérébro-
sidase permet le catabolisme du glucosyl céramide en céramide et sucre. L’action
nécessite la présence d’une protéine activatrice, la saposine C. La maladie de
Gaucher est un modele d’affection liée & une anomalie d’un seul géne et représente
la plus fréquente des maladies de surcharge.

852



Bull. Acad. Natle Méd., 2002, 186, n°® 5, 851-863, séance du 7 mai 2002

Le géne de la glucocérébrosidase humaine a été localisé sur le chromosome 1
au locus g21 ; il a été cloné en 1985 [22]. 1l est constitué de 11 exons. Plus de
150 mutations distinctes du gene ont été identifiées, mais un petit nombre seulement
survient avec une fréquence notable [18]. Le type de la mutation permet, dans une
certaine mesure, de prévoir la gravité [26]. Le diagnostic repose sur le dosage de
I’activité de la glucocérébrosidase leucocytaire et renseigne dans 100 % des cas, sans
faux-négatif [8]. Le diagnostic anténatal de la maladie est possible dans les cellules
amniocytaires, mais la détection des hétérozygotes est impossible.

Un traitement de remplacement a été institué en 1991 avec une glucocérébrosidase,
d’abord extraite du placenta puis synthétisée par la technique de I'’ADN recombi-
nant. Ainsi, une centaine d’années aprés la description de la maladie, une fois connu
le déficit enzymatique et le clonage du géne, un traitement de remplacement a pu étre
proposé aux malades.

La maladie se rencontre dans toutes les populations, mais prédomine dans certaines
ethnies. La prévalence est estimée & 1/100 000 naissances par an et 1/850 dans la
population juive. Le nombre de patients, en France, est d’environ 400. La maladie a
été classifiée en 3 types en fonction de la présence et de la sévérité des signes
neurologiques [3] :

« Letype I, forme non neuropathique (dite forme adulte) est la présentation la plus
fréquente (99 % des cas), et son évolution est chronique. Les troubles apparaissent
dans I’enfance ou I’adolescence. L’association d’une hépatosplénomégalie, d’une
thrombopénie et de manifestations osseuses, fait évoquer le diagnostic. L’atteinte
osseuse est une complication majeure présente dans 75 % des cas. C’est la forme
qui prédomine chez les juifs ashkénazes. La mutation N 370 S correspond au type
I et cette mutation exclut les formes neurologiques. Les corrélations génotype/
phénotype sont imparfaites. L’expression phénotypique est variable allant de la
forme du nourrisson déja affecté a un adulte asymptomatique. La mutation N 370
S est retrouvée dans 72 % des cas survenant chez les juifs et dans 43 % des cas des
non juifs.

« Letype Il est la forme la plus sévere et la plus rare. Elle survient dans les premiers
mois de vie et évolue vers une régression psychomotrice sévere, aboutissant a un
état grabataire et décés avant I’age de 2 ans. La mutation L 444 P est retrouvée dans
50 % des cas.

« Le type Il débute comme une maladie viscérale et se complique de troubles
neurologiques secondaires, aboutissant au décés entre 20 et 40 ans. Cette forme se
rencontre, plus particuliérement, dans la population du nord de la Suéde ou
Norrbottnie, et correspond a la mutation homozygote L 444 P [3-16].

LE TRAITEMENT SYMPTOMATIQUE

Il comporte des transfusions en cas d’anémie profonde. La prise en charge de la
douleur, conséquence des Iésions osseuses, nécessite bien souvent une immobilisa-
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tion et le recours aux antalgiques de niveau | et 1, voire de niveau Ill en cas de
douleurs rebelles.

La splénectomie était, autrefois, effectuée en cas d’hypersplénisme important, de
syndrome hémorragique ou lorsque la rate, trés volumineuse, était a I’origine de
troubles de compression. La splénectomie était souvent suivie d’une majoration du
volume hépatique, ou d’une aggravation des Iésions osseuses. La splénectomie est
actuellement réservée aux échecs du traitement spécifigue ou aux situations
d’urgence [2].

LES TRAITEMENTS PAR MODULATION DU METABOLISME DU GLU-
COSYL CERAMIDE

1. L’enzymothérapie est la supplémentation des macrophages avec la glucocérébro-
sidase ; elle sera développée plus loin.

2. La greffe de moelle avec un donneur HLA identique a fourni des résultats
encourageants, mais est grevée d’une notable morbidité et mortalité liée a la
transplantation. Elle n’est plus réservée qu’a certaines formes neurologiques. La
greffe a un effet favorable chez les patients norrbottniens [15, 20].

3. L’inhibition de la synthese du glucosyl céramide est possible en diminuant
I'activité de la glucosyl céramide synthétase qui intervient dans la premiére étape
de la glycosylation du céramide sur la voie de la synthése des glycosphingolipides.
Elle pourrait permettre une diminution de la surcharge. L’étude préliminaire
avec OGT 918 (Miglustat-Vevesca) chez 28 patients ayant une maladie de
Gaucher de type I, amontré une réduction notable du volume du foie et de la rate,
mais de nombreux effets secondaires, dont une neuropathie périphérique et une
diarrhée sévere qui nécessitent I’arrét du traitement. Au total, I'utilisation de
OGT 918 apparait inacceptable, aussi bien en monothérapie qu’en association
ou en relais de I'enzymothérapie [12].

4. Lathérapie génique [3, 13] consiste & introduire le géne de la glucocérébrosidase
dans des cellules CD34. La transduction des cellules hématopoiétiques avec la
glucocérébrosidase cDNA a été effectuée chez un nombre restreint de patients.
Les cellules transduites sont retrouvées dans le sang plus de 3 mois aprés la
réinjection, mais la quantité de glucocérébrosidase est trop faible pour observer
un effet clinique. Les perspectives d’avenir de cette méthode semblent intéressan-
tes.

ENZYMOTHERAPIE [4, 5, 7, 19]

Elle a complétement modifié le traitement de la maladie de Gaucher. Les premiers
essais thérapeutiques avec une glucocérébrosidase placentaire extractive ont donné
des résultats inconstants, probablement en raison d’une captation importante de
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I’enzyme par les hépatocytes, alors que chez les patients I’enzyme ne s’accumule pas
dans ces cellules.

Il a été nécessaire d’orienter I’enzyme vers les macrophages ou le lipide s’accumule.
La modification de la partie glycosylée par un mélange de trois enzymes appelées
glycosidases, s’est montrée la technique la plus efficace. L’enzyme est modifiée pour
exposer des résidus mannose qui se lient au récepteur mannose présent a la surface
de la membrane des macrophages [4, 17].

La premiére préparation utilisable a été la cérédase (alglucérase), une glucocérébro-
sidase extraite du placenta et qui a recu son AMM aux Etats-Unis en 1991 et en
France en 1994. L’enzyme recombinante, la cérézyme (imiglucérase) a regu son
AMM, aux Etats-Unis, dans les maladies de Gaucher en 1994 et en France en 1997.
Cependant, l'utilisation de cultures cellulaires dont la croissance nécessite des
milieux d’origine biologique, tels le sérum de veau feetal, impose une surveillance
rigoureuse.

Cérédase et Cérézyme catalysent I’hydrolyse du glucocérébroside a I'intérieur des
lysosomes des macrophages. Cérézyme est biochimiquement équivalent a la céré-
dase, ne différant que par un seul aminoacide, une histidine, remplacée par une
arginine en position 495.

L’efficacité de I’enzyme recombinante apparait semblable a celle de I’enzyme extrac-
tive. L’origine synthétique de I’enzyme permet d’annuler le risque théorique (mais
non observé a ce jour) de transmission virale qui existe avec les produits d’origine
humaine. Les résultats rapportés ici sont ceux obtenus avec I’'une ou I'autre de ces
enzymes.

L’utilisation est encadrée par un comité national d’évaluation du traitement de la
maladie de Gaucher (CETG). Les indications sont limitées aux formes séveres de la
maladie de type I. Les types Il ne sont pas traités en raison de I'inefficacité de
I’enzymothérapie sur I'installation rapide de troubles neurologiques. Un protocole
international évalue I'efficacité du traitement dans les types 111 [24].

Le CETG créé, en ao(it 1992, est un comité uniquement consultatif qui a pour buts :

« de faciliter le dialogue entre médecins, patients, autorités de santé,
« de déceler d’éventuels effets secondaires,

« d’établir des régles de surveillance,

« de regrouper les dossiers des patients,

« de justifier les colts investis auprés des organismes de tutelle.

Le CETG doit valider la demande car, si pour certains patients I'indication est
claire, a I’'opposé, le traitement n’est pas immédiatement justifié lorsque la maladie
est peu évolutive ou non invalidante. Pour ces patients, la poursuite de la sur-
veillance s’impose et I'indication du traitement doit étre réévaluée si la maladie
s’aggrave.
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Le travail présenté ici est réalisé, essentiellement, a partir des dossiers du CETG ou
des dossiers des services. Le diagnostic de maladie de Gaucher doit étre certain et
affirmé sur le dosage de I'activité g glucosidase et/ou sur la détermination du
génotype.

MATERIELS ET METHODE [23]

Trois mille douze patients ont été traités dans le monde, dont 135 en France. Le
premier malade frangais a été inclus le 19 décembre 1991. Seuls les patients suivis,
depuis au moins 1 an, seront présentés, soit 108 dossiers dont la moitié ont un recul
supérieur a 4 ans. Les patients ont été traités par cérédase, puis cérézyme a partir de
1997. En France, le schéma thérapeutique est celui décrit par Brady en 1991, soit
60 U/Kkg tous les 15 jours, sous forme d’une perfusion lente de 2 & 3 heures [4, 5]. Le
produit se présente en ampoule de 200 et maintenant 400 unités. Environ un tiers des
patients francais sont traités a domicile.

La dose de 60 U/kg par quinzaine peut étre réduite au bout de six mois ou un an, en
cas de bonne réponse a 45 puis 30, voire 15 U/kg. Le traitement doit étre poursuivi
indéfiniment, I'objectif étant de maintenir le patient a la dose efficace la plus réduite,
permettant de contréler les symptdmes de la maladie [9]. Dans certaines formes sans
atteinte viscérale majeure, le traitement peut étre débuté a 30 U/kg.

A I'opposé, dans les formes trés sévéres ou dans les types 111, la posologie peut &tre
augmentée a 90 ou 120 U/kg, cependant il n’y a pas d’accord international sur la
posologie initiale souhaitable. On s’accorde pour traiter avec des doses plus élevées,
les enfants ou les malades avec atteinte osseuse sévére.

Les caracteres principaux des patients de type | sont les suivants :

« I’age moyen a la date des premiers signes cliniques est de 17 ans. L’age moyen au
diagnostic est de 20,8 ans, I’dge moyen au début du traitement est de 31 ans et la
durée moyenne du traitement au dépouillement est de 3 ans. Le génotype montre
lamutation N 370 S dans la majorité des cas. Dans 30 % des cas, il existe une autre
atteinte dans la fratrie. Un tiers des patients avaient été splénectomisés aupara-
vant, mais la notion de splénectomie ne semble pas intervenir sur le résultat, aussi
estil actuellement déraisonnable de splénectomiser avant de débuter I’enzymothé-
rapie. Les principaux signes cliniques et biologiques, au moment de I’évaluation,
figurent sur le Tableau I ;

« trois patients avec un type I11 ont été aussi traités.

Certains ont proposé un score de gravité [25]. Ce score tient compte des critéres
anamnestiques, des symptémes cliniques, biologiques et radiologiques. Son utilisa-
tion sert a comparer les populations a celles d’autres études. Mais ne tenant pas
compte de I'intensité des signes fonctionnels, ce score a peu d’intérét évolutif.
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TaBLEAU |. — Principaux signes cliniques et biologiques
chez 108 patients atteints de maladie de Gaucher
de type I, avant le début du traitement.

Splénomégalie 100 %
Hépatomégalie 63 %
Asthénie 69 %
Douleurs osseuses 62 %
Fracture 14 %
Ostéonécrose 23 %
Lésions osseuses radiologiques 54 %
Hémoglobine g/dl :

o Splénectomisés 12,4

o Non splénectomisés 11
Leucocytes/mm?® :

o Splénectomisés 13000

o Non splénectomisés 3800
Plaquettes/mm? :

o Splénectomisés 217 000

o Non splénectomisés 62 000
Anomalies du bilan hépatique 40 %
Phosphatases acides tartrates résistante > 3,3 N 90 %
Enzyme de conversion angiotensine > 3,8 N 90 %
Ferritine > 3,8 N 80 %
Chitotriosidase > 800 N 100 %

RESULTATS

L’asthénie diminue de moitié a 6 mois ; elle est notée absente chez 18 des 68 malades
qui présentaient une asthénie modérée ou sévére. A 12 mois, elle n’est plus signalée
que chez 20 % des patients, et notée trés diminuée pour la moitié d’entre eux. Trés
rapidement, ces patients indiquent une sensation de « mieux étre ». La rapide
disparition de I’asthénie est la premiére amélioration ressentie par les malades. Dans
I’ensemble, les patients ont repris une vie professionnelle quasi normale. Les dou-
leurs abdominales présentes chez 39 % des patients ont disparu, chez la moitié
d’entre eux, a 6 mois et a 12 mois, elles ne persistent que chez 24 % et de fagon trés
modérée. Les douleurs osseuses a 6 mois sont diminuées ou absentes chez la moitié
des patients qui en présentaient et s’atténuent encore a 12 mois. Le retentissement
fonctionnel s’améliore parallélement. La rate diminue de 44 % a 6 moisetde 51 % a
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12 mois. La fleche hépatique mesurée est réduite de 10 % a 6 mois, de 12 % a 1 an.
Ces données sont confirmées en échographie. Signalons le décés d’une patiente de 15
ans qui présentait au début une atteinte hépatique sévére, avec une évolution
cirrhogéne et une atteinte osseuse trés importante. Malgré I’'amélioration des dou-
leurs sous traitement, I’évolution cirrhogéne a entrainé, 4 ans apres le début, une
hypertension portale compliquée de saignements qui ont conduit a réaliser une
greffe hépatique [10].

Le taux d’hémoglobine augmente de 1 g a 6 mois, de 1,5 g a 12 mois, soit un gain de
24 % en moyenne par patient. Les leucocytes des patients non splénectomisés
augmentent de 23 % a 6 mois, de 30 % a 1 an. Les plaquettes s’élévent de 61 % a 6
mois, de 88 % a 12 mois. Seuls 8 patients non splénectomisés ont encore un taux
inférieur @ 50 000 a 12 mois. Les phosphatases alcalines tartrates résistantes, dont le
taux est a 3,3 fois la normale, diminuent nettement & 6 mois et restent stables ensuite.
Le bilan des fonctions hépatiques est normalisé chez tous les patients & 1 an. Le
mangue de renseignement chez un nombre suffisant de malades empéche de donner
des résultats statistiques valables pour le taux de chitotriosidase, d’enzyme de
conversion de I'angiotensine, des immunoglobulines, de la ferritine.

L’étude radiologique de I’atteinte osseuse est difficile [14]. Aucune aggravation n’est
signalée sous traitement. Pour certains malades, I’atteinte osseuse est accessible au
traitement avec reconstruction osseuse apres 3 ans de traitement. L’amélioration
nécessite un traitement prolongé sans diminution des doses [6]. Chez I'enfant, il y a
une réponse osseuse plus rapide et plus importante que chez I'adulte.

Tous ces résultats sont identiques a ceux rapportés de la littérature [1].

La maladie de Gaucher de I'enfant

Quarante-deux pour cent des patients ont moins de 15 ans au diagnostic. En fait,
seuls 17 ont été inclus dans la cohorte et 8 ont moins de 12 ans. 1l est clair qu’il existe
une corrélation entre I’age au diagnostic et la sévérité de la maladie. Les formes a
expression pédiatrique précoce correspondent aux formes les plus sévéres. Les
autres sont considérées comme moins ou peu seéveres, mais I’évolution naturelle des
cas non traités montre une aggravation certaine. Il apparait donc logique de débuter
rapidement le traitement lorsque le diagnostic est porté avant I’dge de 5 ans,
pour éviter la constitution de lésions irréversibles hépatiques ou osseuses [7]. Les
formes qui ont un génotype L 444 P/L 444 P sont plus enclines a développer des
troubles sévéres et ceci invite, encore plus chez elles, & débuter précocement le
traitement [7].

Dans I’ensemble, I’évolution sous traitement est la méme que chez I'adulte, mais
avec le probléme d’un retard staturo-pondéral fréquent, qui peut atteindre — 2 DS.
Dans la moitié des cas il y a, a 1 an, un gain statural qui va de 0,5a 1 DS.

Pour les formes neurologiques (type 111) un protocole européen en cours préconise
une posologie plus élevée, avec des améliorations possibles. Deux de nos enfants
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sont stables, le troisiéme avec anomalies neurologiques modérées, est actuellement
asymptomatique avec une scolarité normale.

Arréts thérapeutiques et effets secondaires

Dix patients ont interrompu le traitement pour des raisons variables (grossesse,
amélioration trés nette avec impression de guérison). Il est souvent repris ensuite. |1
est & noter que 3 patientes ont présenté une grossesse. La grossesse est actuellement
une contre-indication a la poursuite du traitement, I'innocuité a été observée dans
les deux cas ou la grossesse était initialement méconnue. Les enfants sont tous
normaux.

Les effets secondaires sont peu nombreux et sans conséquence (nausées, urticaire,
cedeme). Seuls 2 patients ont présenté une réaction anaphylactique sévére. 1l n’y a
pas de différence en terme de tolérance entre cérédase et cérézyme.

Dix a 15 % des patients développent des anticorps non neutralisants, de type Ig G,
contre I’enzyme dans les deux premiéres années de traitement [21]. La majorité
de ces anticorps disparait aprés plusieurs mois, alors que le traitement est pour-
suivi. L’apparition d’un anticorps n’entraine pas une baisse d’activité du traite-
ment.

Certaines lésions sont irréversibles malgré la poursuite du traitement, c’est le cas de
la fibrose hépatique, de la sclérose osseuse, d’oul I'intérét de leur traitement préventif.

La splénectomie n’a plus d’intérét, sauf en cas d’urgence thérapeutique liée a
I'intensité des manifestations hémorragiques, ou secondairement devant d’excep-
tionnels résultats insuffisants.

CONCLUSION

La maladie de Gaucher est une maladie rare qui appartient au groupe des maladies
orphelines. Le traitement substitutif par I’enzyme recombinante a transformé la vie
des patients, mais au prix d’un co(t annuel exorbitant (420 000 euros) pour un sujet
de 65 kg). Le codt annuel ultérieur est moins important si la posologie peut étre
réduite. 1l existe des patients dont la maladie est stable sans handicap et qui, de ce
fait, ne justifient pas un traitement contraignant. Une surveillance réguliére permet-
tra de mettre secondairement en route le traitement.

Pour tous les patients adultes, le CETG suggére de mettre en route le traitement chez
le sujet atteint de maladie de Gaucher, démontrée par une étude enzymatique et
présentant au moins une des manifestations cliniques invalidantes : accés de dou-
leurs osseuses ou abdominales, manifestations osseuses, grande fatigabilité, hépa-
tosplénomégalie majeure, retard de croissance, ecchymoses fréquentes et des pertur-
bations marquées a la formule sanguine (anémie inférieure a 8 g/dl et thrombopénie
inférieure & 50 000/mm?).
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Au début, le traitement en hépital de jour est nécessaire pour apprécier la tolérance,
permettre la surveillance rapprochée, mais un des buts est le traitement bimensuel a
domicile, justifié par le peu d’effets secondaires, la lourdeur de la prise en charge et
par la chronicité de la maladie [25].

La maladie de Gaucher est la premiére des maladies orphelines pour laquelle il
existe un traitement enzymatique substitutif. Son exemple permet d’envisager de
traiter d’autres maladies lysosomales, pour lesquelles des traitements semblables
sont en cours ou a I’étude. Cinquante-cing patients, atteints de maladie de Fabry,
sont traités depuis un an avec une galactosidase obtenue par génie génétique. Le
traitement de la maladie de Hurler doit débuter en 2003, celui de la maladie de
Pompe est envisagé dans des délais similaires.
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DISCUSSION

M. Roger NORDMANN

Pouvez-vous nous faire part des raisons pour lesquelles cette thérapie se révele inefficace
dans les types Il et 111. Les mécanismes en cause sont-ils différents de ceux impliqués dans
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le type | ? Cette question concerne en particulier le type I, qui apparait particulierement
sévere.

Le mécanisme des types Il et 111 n’est pas parfaitement compris bien que le déficit en
glucosyl cérébrosidase y soit certain. Dans le type Il, les Iésions neurologiques sont
particulierement précoces, apparaissant dans les premiers mois de la vie. Le cerveau du
nourrisson est particulierement fragile. On ne sait si la mise en route d’un traitement dés
la naissance (a condition que le diagnostic ait été porté in utero) permettrait d’éviter les
dégats neurologiques. Dans le type IlI, il semble que le début du traitement, des
I'apparition des signes neurologiques, puisse stopper I’aggravation. Un des trois patients
avec une atteinte neurologique minime a actuellement un développement psychomoteur
et une scolarité normaux. Un protocole international, auquel la France participe,
s’adresse aux maladies de Gaucher avec atteinte neurologique, sans préciser s’il s’agit
d’un type Il et Ill. La dose utilisée est plus importante : 120 U/kg toutes les deux
semaines.

M. Jacques-Louis BINET

Quel est le mode de transmission de la maladie de Gaucher ? Quel est I'avenir de la thérapie
génique, qui n’a pas encore donné des résultats spectaculaires mais qui, seule, permettrait
d’éviter les problémes financiers posés par le traitement enzymatique ?

La maladie de Gaucher se transmet sur le mode récessif autosomique. Les deux parents
sont hétérozygotes pour la tare. La thérapie génique n’a pas encore donné de résultat
satisfaisant car le taux d’enzyme est insuffisant. On sait que cette thérapeutique est
possible avec survie des cellules transduites. La maladie de Gaucher de type | est
sGrement un excellent modele pour ce type de thérapeutique et on peut fonder sur cette
méthode de Iégitimes espoirs pour remplacer le traitement enzymatique intraveineux.
Cela s’averera slirement réalisable avec de nouveaux vecteurs.

M. Denys PELLERIN

Je me réjouis du fait qu’il n'y a plus d’indication a la splénectomie dans la maladie de
Gaucher du jeune enfant. J'en ai gardé le souvenir de I’ablation de rates énormes, dont la
suppression ne suffisait pas & apporter la guérison de I’enfant et qui souvent aggravait méme
la situation apres une breve amélioration. Le financement du traitement, si onéreux,
bénéficie-t-il de la dotation spécifique aux maladies orphelines ? Compte tenu de la gravité
et du colt de cette maladie le plus souvent familiale, y aurait-il place pour un diagnostic
préimplantatoire ?

Vous avez parfaitement raison de souligner la gravité du geste chirurgical sur ces énormes
splénomégalies et I’aggravation des lésions hépatiques et osseuses aprés un court répit
apporté par la splénectomie. Il existe une dotation spécifique pour le financement du
traitement comme cela existe pour d’autres traitements particulierement onéreux et
comme cela existera probablement pour d’autres thérapeutiques enzymatiques en cours
de développement. Je ne crois pas qu’il y ait eu a ce jour un diagnostic préimplantatoire.
Le diagnostic anténatal biologique est aisément réalisable par mesure de I'activité g
glucosidase, acide des villosités choriales a 10-12 semaines d’aménorrhée ou des cellules
amniotiques en culture vers la 16°™® semaine. Le diagnostic anténatal ne permet pas de
dépister les hétérozygotes.
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M. Christian NEZELOF

Sait-on si cette substitution enzymatique est efficace sur les macrophages de maladie de
Gaucher « maintenus in vitro » ? Une bonne source de macrophages, révélateurs ou non
d’une maladie de surcharge, est représentée par le liquide de lavage alvéolaire.

Une étude préclinique a mis en évidence une capture spécifique a haute affinité de I'iode
125 imiglucérase par des macrophages humains en culture, mais pas des cellules endo-
théliales en culture.
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Le diagnostic génétique préimplantatoire :
premier bilan du groupe parisien

Preimplantation Genetic Diagnosis : update
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RESUME

Le travail rapporte I’expérience parisienne du diagnostic génétique préimplantatoire
(DPI). Cinquante-neuf couples ont été pris en charge de janvier 2000 a juillet 2001 au cours
de 71 cycles. Les ovocytes recueillis ont été inséminés par injection intracytoplasmique de
spermatozoide et les embryons biopsiés au troisiéme jour de leur développement. L analyse
génétique a été effectuée le jour de la biopsie et la majorité des transferts embryonnaires ont
eu lieu le quatrieme jour post fécondation. Au cours des 71 cycles, 872 ovocytes ont été
recueillis dont 731 étaient compatibles avec une injection intracytoplasmique de spermato-
zoide. Parmi les 505 embryons obtenus, 421 ont été biopsiés et un résultat génétique a été
obtenu pour 312 (74 %) d’entre eux. Cent vingt-sept embryons ont été transférés au cours
de 58 transferts. Dix-huit grossesses biologiques et 12 cliniques ont été obtenues (7 uniques,
4 gémellaires et une triple). Seize enfants sont nés. Le DPI prend désormais sa place parmi
les choix proposés aux couples a risque de transmission d’une maladie génétique de
particuliére gravité et incurable au moment du diagnostic.

MOTS-CLES : BIOPSIE. TRANSFERT EMBRYON. DIAGNOSTIC PREIMPLANTATOIRE. FRAGILITE
CHROMOSOMIQUE.
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SUMMARY

To report the birth of the first fourteen infants conceived after preimplantation genetic
diagnosis (PGD) in our unit. Fifty-nine couples were enrolled between January 2000 and
July 2001. They had a total of 71 oocyte pick-up cycles. The collected oocytes were
inseminated by intracytoplasmic sperm injection. The resulting embryos were biopsied on
the third day of development and the genetic analysis was performed on the same day. Most
of the embryo transfers were carried out on the fourth day. The 71 oocyte pick-up cycles
yielded 872 oocytes of which 731 were suitable for intacytoplasmic sperm injection. Among
the 505 embryos obtained, 421 embryos were biopsied and genetic diagnosis was performed
for 312 (74 %) of these. 127 embryos were transferred during the course of 58 transfer
procedures. There were 18 biochemical and 12 ongoing (7 singles, 4 twins and 1 triple)
pregnancies. Sixteen infants have been born and 2 are expected. PGD has gained a place
among the choices offered to couples at risk of transmission of a serious and incurable
genetic disease.

KEY-woRDSs (Index Medicus) : BIoPSY. EMBRYO TRANSFER. PREIMPLANTATION DIAGNOSIS.
CHROMOSOME FRAGILITY.

INTRODUCTION

Le diagnostic génétique préimplantatoire (DPI) est une alternative au diagnostic
prénatal. Il consiste a réaliser une analyse génétique sur des embryons humains
obtenus par fécondation in vitro et a ne procéder au transfert intra-utérin que des
embryons sains ou porteurs sains.

Le DPI a été possible grace au développement des techniques de biologie molécu-
laire permettant une analyse génétique sur cellule unique, principalement la réac-
tion en chaine de la polymérase (PCR) et I'hybridation in situ avec des sondes
fluorescentes (FISH).

Si I'annonce de la premiére grossesse obtenue aprés DPI fut relatée en 1990 en
Angleterre [1], en France ce n’est qu’en été 1999 que I’Assistance Publique —
Hépitaux de Paris (AP-HP) (Hbpital Necker et A. Béclére) et le Centre Hospitalo-
universitaire de Schiltigheim, bientdt rejoints par I’hdpital A. de Villeneuve de
Montpellier, ont été autorisés a pratiquer le DPI.

Le législateur a encadré la pratique du DPI. Cet examen s’adresse aux seuls couples
qui ont une forte probabilité de donner naissance & un enfant atteint d’une maladie
génétique d’une particuliere gravité reconnue comme incurable au moment du
diagnostic.

Nous rapportons ici I'expérience du groupe parisien constitué des services de
Gynécologie-Obstétrique, et de Biologie de la Reproduction (A. Béclére) et du
Département de Génétique (Necker) réunis au sein d’une Fédération de I’ Assistance
Publique — Hépitaux de Paris (AP-HP).
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PATIENTS ET METHODES

Recrutement des couples

De janvier 1999 a juillet 2001, nous avons recu en consultation 230 couples.

Parmi les 230 couples venus de toutes les régions de France, 136 demandes ont été
retenues apres accord de I'une des deux Commissions pluridisciplinaires du dia-
gnostic prénatal de la FAMA Necker-Béclere, dont I'avis est statutairement requis
selon la législation en vigueur.

Parmi les 94 couples récusés, 14 I’'ont été en raison de non éligibilité de I'indication
de DPI et 80 en raison de la non faisabilité du diagnostic sur cellule unique.

Au cours de cette consultation, les taux de succes, les aléas éventuels de la féconda-
tion invitro (FIV) ainsi que du DPI ont été abordés ainsi que I’éventualité du recours
au diagnostic anténatal en cas de grossesse.

En cas d’acceptation de I'indication, un bilan pré-fécondation in vitro (FIV) a été
prescrit.

Un entretien psychologique a été systématiquement évoqué au cours de la premiére
consultation, 86 couples y ont eu recours.

Au total, parmi les 136 couples qui ont été acceptés par I’équipe médicale, 59 ont
bénéficié de janvier 2000 a juillet 2001 de 97 cycles de FIV avec DPI (26 cycles ont été
annulés soit 26,8 % des cycles débutés). Soixante et onze tentatives avec ponctions
ovocytaires et biopsie embryonnaire ont été réalisées dans les services de Gynéco-
logie Obstétrique et de Biologie de la Reproduction de I’hdpital Antoine Béclére. A
ces 59 couples, il faut ajouter 3 couples ayant des embryons congelés provenant
d’autres centres de FIV, qui ont bénéficié a Antoine Béclére d’une biopsie embryon-
naire pour DPI sur les embryons congelés. L’analyse génétique du ou des blastomé-
res a été effectuée dans le département de génétique de I’hdpital Necker.

Caractéristiques des couples

Nous distinguerons les maladies chromosomiques et les maladies monogéniques car
les populations concernées et les techniques proposées ne sont pas identiques.

La répartition des affections pour lesquelles un DPI a été réalisé est indiquée dans
les tableaux 1 et 2. Vingt-cing couples (groupe 1) présentaient un risque de déséqui-
libre chromosomique (Tableau 1) et 34 couples (groupe 2) présentaient un risque de
transmission d’une maladie monogénique (Tableau 2). Concernant le groupe 1, les
porteurs de ces translocations sont répartis en 64 % d’hommes et 36 % de femmes.

Au sein du groupe 2, il existe une répartition équivalente des maladies géniques
autosomiques ou liées & I'X. Parmi les maladies autosomiques, on note la place
prépondérante de la mucoviscidose.
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TaBLEAU 1. — Désordres chromosomiques ayant fait I’objet d’une stimulation
et d’une ponction en vue d’un DPI (groupe 1)

Couples

Femmes Hommes Total
porteuses porteurs

« Anomalies de structure

Translocations Robertsoniennes

der (13 ; 14) (q10 ; q10) 4 ! 1
der (13 ; 22) (910 ; q10) 1 0 1
der (14 ; 21) (910 ; q10) 1 4 5
Translocations Réciproques
t(13 ; 14) (934 ; q13) 1 0 1
t(2;22) (924 ; q11) 0 1 1
t(8; 14) (922 ; g23) 0 1 1
t(11; 22) (925 ; q12) 1 0 1
t(14 ; 18) (g21; q12) 0 1 1
t(18 ; 21) (921 ; g22) 0 1 1
t(5;6) (936 ; q24) 1 0 1
« Anomalies de nombre
Trisomie 8 en mosaique (50 %) 0 1 1
9 16 25

Total

Les principaux antécédents obstétricaux sont caractérisés, pour le groupe 1, par la
présence d’une infertilité primaire ou secondaire associée et une fréquence élevée de
fausses couches spontanées (42 pour 25 couples vs 12 pour 34 couples dans le groupe
2). A l'inverse, le nombre d’interruptions médicales de grossesse (IMG) est beau-
coup plus élevé dans le groupe 2 (24 sur 27 IMG totalisées dans les deux groupes).

Diagnostic génétique préimplantatoire

Les ovocytes recueillis ont été inséminés par injection intra-cytoplasmique de
spermatozoide (ICSI). Au troisiéme jour de développement la biopsie embryonnaire
a été réalisée, sous microscope inversé équipé de micromanipulateurs. A ce stade les
embryons possédent entre 6 et 8 cellules. Un orifice a été pratiqué dans la zone
pellucide a I'aide d’un faisceau laser (Laser Fertilase, Société MTG, Altdorf,
Allemagne). Une ou deux cellules ont ensuite été prélevées par aspiration dans une
micropipette de 35 um de diamétre interne. L’embryon a été alors replacé dans un
milieu de culture jusqu’au moment du transfert [2].
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TABLEAU 2. — Affections géniques ayant fait I’objet d’une stimulation
et d’une ponction en vue d’un DPI (groupe 2)

Couples

« Autosomiques récessives

Amyotrophie spinale 5
Mucoviscidose 9*

« Autosomiques dominantes

Myopathie de Steinert 3
o Liesal'’x

Retard mental lié a I'X

Myopathie de Duchenne

Déficit en Ornithine Carbamyl Transferase

Dysplasie spondylo-épiphysaire tardive

Syndrome de Vactrel

Maladie de Pelizaeus Merzbacher

Myopathie de Becker

Maladie de Menkes

Hémophilie A

P PR R R R PR OW

« Pathologie mixte
Mucoviscidose et retard mental lié a I'X 1
Total 34

(*) 4 patients étaient porteurs d’une agénésie bilatérale des canaux déférents

Dans le cas ou le diagnostic utilisait I'amplification d’une séquence d’ADN par
réaction en chaine PCR (Polymerase Chain Reaction), la cellule a été placée dans un
tube contenant un tampon de lyse permettant d’extraire ’ADN du noyau sous
contrdle visuel sous loupe binoculaire. En revanche, lorsque le diagnostic utilisait
I’hybridation in situ avec sonde d’ADN fluorescente ou FISH, la cellule a été placée
sur une lame de verre contenant de I’acide chlorhydrique permettant de libérer le
noyau a analyser [3, 4] (groupe 1).

La technique de FISH est utilisée pour les indications chromosomiques. Les sondes
d’ADN utilisées sont spécifiques de la région du chromosome impliqué dans un
remaniement de structure [5, 6] ou spécifiques des chromosomes X et Y lorsqu’il
s’agit d’un diagnostic de sexe et dans certaines maladies liées a I’X.

Pour les autres affections géniques, la méthode utilisée est la PCR [7].
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Transfert embryonnaire

Le résultat de I'analyse génétique a été rendu le soir méme ou le lendemain de la
biopsie, les transferts embryonnaires ont eu lieu dans la majorité des cas le qua-
trieme jour de développement.

Les embryons sains ou porteurs sains surnumeéraires ont été laissés en culture
jusqu’au sixieme jour et congelés s’ils avaient atteint le stade de blastocyste. Pour
trois couples le DPI a été réalisé a partir d’embryons congelés obtenus dans d’autres
centres au cours de FIV précédentes lorsque le DPI n’était pas encore autorisé.

RESULTATS

Les patientes étaient agées de 32,7 ans en moyenne (24 a 40 ans).

De janvier 2000 a juillet 2001, 71 cycles ayant abouti & une ponction sont analysés.
Une moyenne de 12,3 ovocytes a été recueillie, dont 84 % ont pu étre inséminés.
Quatre cent vingt et un embryons ont pu étre biopsiés. Un résultat génétique a été
obtenu pour 312 d’entre eux (74 %). Parmi ceux-ci 127 ont été transférés au cours de
58 transferts (soit une moyenne de 2,2 embryons par transfert). Treize transferts
n’ont pas été réalisés car I’ensemble des embryons était atteint.

Le Tableau 3 indique le nombre de grossesses évolutives par ponction et par
transfert, ainsi que les naissances obtenues aprés DPI. Ces résultats incluent les
transferts d’embryons décongelés ayant bénéficié d’un DPI.

Au total, 61 transferts ont été effectués, 20 dosages positifs de I'hCG ont été notés
(33 %), parmi lesquels 7 sont restés biochimiques (>100 et <1000 Ul hCG), une
fausse couche est survenue a 10 semaines d’aménorrhée, 12 grossesses ont été
évolutives (19,7 %, avec 16 enfants attendus (26,2 %) dont 14 sont déja nés.

Parmi les 132 embryons frais et décongelés transférés, 19 activités cardiaques ont été
observées soit un taux d’implantation embryonnaire de 14,4 % et de 31,1 % par
transfert.

Concernant la fausse couche qui s’est produite a 10 semaines d’aménorrhée : il s’agit
d’un DPI pratiqué pour une translocation (13 ; 14) paternelle. Le produit de fausse
couche a pu étre récupéré, I’'analyse chromosomique faite dans de bonnes condi-
tions techniques n’a pas retrouvé d’aneuploidie.

Parmi les 12 grossesses évolutives ayant dépassé 12 semaines d’aménorrhée, 7
grossesses étaient simples, 4 grossesses étaient gémellaires mais une s’est réduite
spontanément en grossesse simple et une grossesse triple a été réduite médicalement
en grossesse gémellaire au terme de 11 semaines d’aménorrhée.

C’est ainsi que nous pouvons & ce jour rapporter les 16 premiéres naissances issues
de 4 grossesses gémellaires (dont la grossesse triple réduite) et de 8 grossesses
simples.

870



Bull. Acad. Natle Méd., 2002, 186, n° 5, 865-878, séance du 14 mai 2002

TABLEAU 3. — Grossesses évolutives et naissance apres DPI (janvier 2000 - juillet 2001)

Chromosomique  Génique Total DPI apres Total
Couples décongélation
(n=25) (n=34) (n=59) (n=3) (n=62)
Ponction (n) 30 41 71 - -
Cycle de transfert 22 36 58 3 61
hCG+ 5 13 18 2 20
Activité cardiaque+ 8* 10** 18 1 19
Grossesses évolutives
>12 SA 4 7 11 1 12
dont simple 2 5 7 1 8
dont gémellaire 2 2 4 4
Enfants nés 6 9 15 1 16

(*) Une fausse couche a 10 SA, une réduction médicale de triple a gémellaire
(**) Une réduction embryonnaire spontanée d’une grossesse gémellaire

Un prélévement de sang de cordon a été effectué systématiquement a la naissance
afin de confirmer le DPI. Aucune erreur de diagnostic n’a été notée. Tous les enfants
ont été examinés par un pédiatre a la naissance. Une étude de suivia 1 an et 3 ans est
actuellement en place.

DISCUSSION

La liste des maladies génétiques ayant pu bénéficier d’'un DPI a été récemment mise
a jour [8].

Compte tenu des moyens limités dont nous disposons, nous avons concentré nos
efforts de mise au point sur des mutations assez fréquentes, touchant un nombre
important de patients (mucoviscidose, amyotrophie spinale, maladie de Steinert).
Au sein du Groupe d’Etude et de Travail du DPI en France (GET-DPI) nous avons
proposé une organisation en fonction des spécificités de chaque centre avec en
particulier, pour le groupe parisien, la mise au point du diagnostic de la drépano-
cytose, du déficit en Ornithine Carbamyl Transférase (qui a abouti a la premiere
naissance d’un enfant né en France apres DPI [9]) et du syndrome de I'X fragile, le
groupe strasbourgeois développant également la prise en charge de I’X fragile, de la
maladie de Huntington et de I'achondroplasie. Le groupe parisien a par ailleurs
initié en France la prise en charge des risques chromosomiques (25 cas).

La population des couples porteurs d’anomalies chromosomiques se singularise par
I’'existence fréquente d’une infertilité qui peut étre notre biais de recrutement de
cette population.
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En effet au cours d’un bilan d’infertilité masculine relevant de Iinjection intra-
cytoplasmique (ICSI), le caryotype peut révéler une anomalie chromosomique. La
fréquence des remaniements chromosomiques étant de 2 a 6 % dans la population
infertile [10]. Cependant, comme I’ont montré certains auteurs [11, 12], dans un
pourcentage de cas a peu prés équivalent, la conjointe de I’'hnomme infertile peut
elle-méme étre porteuse d’un remaniement chromosomique. Ce qui rend absolu-
ment nécessaire la réalisation du caryotype du couple avant toute ICSI, afin de
pouvoir bénéficier d’un conseil génétique qui peut aboutir soit a une demande de
DPI soit & une prise en charge en diagnostic anténatal.

La population des couples porteurs d’un risque génique est dans notre expérience
trés différente. Ce ne sont pas des couples infertiles mais au contraire des couples
fertiles éprouvés par la maladie de leurs enfants (1 ou 2) a charge ou ayant subi
parfois plusieurs interruptions médicales de grossesse (IMG). S’il est vrai qu’une
IMG est toujours traumatisante, nous avons été frappés, et c’est sans doute le biais
du recrutement de la consultation de DPI, par le vécu difficile des couples qui se
tournent vers le DPI en raison d’une prise en charge jugée comme insuffisante du
diagnostic anténatal.

Parmi les 215 accouchements rapportés par le Consortium Européen du DPI, le
taux et le type de complications gravidiques relevés aprés I’analyse de blastomeres
[8, 13, 14] apparaissent pour I'instant comparables aux données habituelles de la
littérature, de méme que les naissances aprés analyse du 1°" globule polaire [15].

Ce premier bilan montre que la pratique du DPI s’est développée relativement
rapidement dans notre groupe et qu’apres 18 mois de fonctionnement, nous avons
pu, en bénéficiant de I’expérience des plus anciens, offrir des résultats comparables
aux données du Consortium Européen qui réunit 25 centres pour I’'année 2001.

Finalement, si le DPI a permis la naissance d’enfants indemnes de la maladie
recherchée, il a permis, en récusant le transfert dans 13 cas ou il n’y avait que des
embryons atteints disponibles, d’éviter la survenue d’enfants atteints de maladies
graves et incurables, ce qui est également I’objectif poursuivi. Dans I’analyse globale
du bilan du DPI, ce point (absence de transfert) mérite d’étre noté comme un
élément positif.

Cependant, ce bilan positif doit étre tempéré par le fait qu’un grand nombre de
maladies orphelines ne peuvent étre prises en charge rapidement du fait du manque
de moyens pour effectuer les mises au point diagnostiques préalables.

De nouvelles perspectives diagnostiques s’ouvrent, telles les maladies mitochon-
driales, mais il faut noter I'apparition de deux indications qui existent a I’échelle
européenne et ne sont pas autorisées en France : le DPI pour risque d’aneuploidie et
le DPI pour choix de sexe.

Pour le premier cas, il s’agit soit de patients en cours de FIV agés de plus de 38 ans
(n=101), soit de patients jeunes ayant eu déja 3 échecs de FIV (n=45) ou plusieurs
fausses couches (n=116) a qui I’on a proposé une FIV afin de diagnostiquer les
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embryons aneuploides. Au total pour 2001, 331 cycles ont été réalisés en Europe par
11 centres pour cette indication. Cette indication vise a diminuer le taux de fausses
couches spontanées [16].

Soixante-dix-huit couples ont été traités pour choix du sexe par 3 centres européens.
Cette indication a soulevé de la part de notre groupe une réprobation [17] considé-
rant que le DPI, comme le diagnostic anténatal (DAN), ne doivent pas étre effectués
a des fins de convenances hors de tout risque de pathologie médicale.

Ce dernier point pose de fagon cruciale la cohérence des politiques de santé a
I’échelle européenne.

Une troisiéme indication mérite réflexion c’est celle d’une demande de DPI pour
éviter une maladie génétique (maladie de Franconi) associée a une identification du
groupe HLA en vue de pouvoir greffer des cellules souches hématopoiétiques
compatibles a un ainé (sans donneur compatible).

Le Comité National d’Ethique a été saisi de ces demandes aujourd’hui récusées en
France et n’a pas encore donné de réponse.

Enfin, il ne faut pas perdre de vue la difficulté du diagnostic sur une cellule et le
Consortium Européen reléve 8 erreurs de diagnostic, dont 2 en postnatal. Afin de
diminuer le risque d’erreur, de nouvelles attitudes peuvent étre préconisées : biopsie
sur deux cellules prélevées plutdt qu’une, et surtout développement de nouvelles
techniques telles que la PCR multiplex, la PCR fluorescente [18], linkage analysis ou
encore le développement de I’hybridation génomique comparative (CGH) [19].

Le DPI prend place dans les possibilités offertes aux couples a risque de transmis-
sion d’une maladie génétique. La lourdeur de la procédure, les incertitudes du
résultat doivent toujours étre mises en balance avec les alternatives, en particulier un
diagnostic prénatal bien conduit.

Il n’en reste pas moins qu’une page est tournée, I’'embryon humain « malade »
d’invisible et d’intouchable qu’il était devient sujet d’étude et peut étre demain
deviendra un sujet qui bénéficiera d’un traitement.
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DISCUSSION

M. Denys PELLERIN

Vous avez bien souligné les exigences, le colit matériel et psychologique du DPI, ses résultats
limités, et bien indiqué que le DPI ne saurait se substituer au diagnostic prénatal. Cepen-
dant, je m’inquiéte du risque de « banalisation » que pronent certains groupes d’opinion,
sans doute mal informés, qui revendiquent I'utilisation du DPI bien au-dela de son cadre
limité, dans les conditions strictes de la loi de 1994 que vous avez rappelée. Les demandes
portent actuellement sur des indications bien particulieres du DPI : diagnostic prédictif de
la maladie de Huntington qui pose tout le probléme du refus d’une situation tardive révélée
20, 30 ou 40 ans avant qu’elle se manifeste. Ce qui peut étre admissible pour la maladie de
Huntington le serait-il dans tous les diagnostics prédictifs aux conséquences individuelles ou
sociales. J’évoque ici les 135 patients souffrant de la maladie de Gaucher, dont il nous a été
parlé récemment ici-méme, dont le pronostic est si sévére, mais aussi le colit du traitement si
élevé (425 000 euros par patient et par an) ; utilisation du DP1 pour permettre le choix —le
tri — d’un embryon HLA compatible pour servir au traitement immédiat — ou futur — d’'un
enfant déja né atteint de maladie de Fanconi. Cette utilisation du DPI pour obtenir un
« enfant remede », comporte le rejet des autres embryons sains au motif qu’ils ne pourraient
étre utilisés pour soigner I’enfant malade. J’aimerais que vous nous donniez votre avis sur ces
aspects et la dérive possible du DPI ?

Je ne pense pas que I’'on puisse parler de banalisation pour une méthode qui reste un
parcours difficile, et aléatoire quant a ses résultats. Par ailleurs, I’encadrement législatif
est une garantie supplémentaire de ces indications, mais il est vrai qu’il peut y avoir des
extensions de celle-ci. Mais ce n’est pas parce qu’il y a des extensions que celles-ci ne
peuvent pas étre encadrées. Vous évoquez le probleme de la maladie de Huntington qui se
révele 20, 30 ou 40 ans plus tard, on peut comprendre les jeunes femmes qui ont vu
mourir leur pére, leur oncle, et qui se savent porteuses du risque de cette transmission, et
qui ne veulent pas vivre avec cette épée de Damoclés pour leur enfant. La médecine est
souvent faite au cas par cas, et se doit d’apprécier dans la sérénité I'ampleur d’une telle
souffrance. En ce qui concerne le tri d’embryons HLA compatibles, je distinguerai le cas
ou il existe une maladie génétique transmissible de celle ou il n’en existe pas. Pour cette
derniere situation (enfant présentant une hémopathie non génétique et une volonté des
parents de garder des cellules souches au cas ou) je suis trés dubitatif sur la 1égitimité de
son indication. En revanche, lorsqu’il y a une maladie génétiqgue comme la maladie de
Fanconi, il est vrai que d’ajouter une recherche supplémentaire de compatibilité tissulaire
au DPI nécessaire pour éviter la maladie me parait plus compréhensible, car il faut la
encore entendre les femmes qui demandent comment accueilleront-elles un enfant issu
d’'un DPI né HLA non compatible, quel regard lui porteront-elles alors que le frére la
sceur s’éteindra faute de cellules compatibles. En fait, loin d’une banalisation, nous
serons amenés sans doute a répondre a des demandes extrémement précises qui concer-
nent des cas quantitativement faibles, mais dont la charge émotive et la douleur sont
intenses.
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M. Roger HENRION

Je suis moins pessimiste que le professeur Denys Pellerin. En effet, nous avons entendu a peu
prés les mémes discussions lorsque nous avons commencé a faire, il y a 30 ans, les premiéres
amniocenteses précoces et les premiers diagnostics prénataux. Or, sauf exception, si nous
avons observé en France une augmentation du nombre des amniocentéses, nous n’avons pas
déploré de dérives ni assisté & une inflation dans les indications.

Je pense qu'il y a malgré tout une augmentation du nombre d’amniocentése effectuée
mais que, dans le diagnostic génétique préimplantatoire, nous sommes dans un cadre
extrémement différent car cela s’adresse a des patients qui se savent porteurs du risque de
transmission d’une maladie et qui ont déja subi pour eux-mémes ou dans leur entourage
proche cette loi du destin. Cela ne concerne donc pas le tout-venant, mais uniquement
une population extrémement ciblée.

M. Claude SUREAU

Le risque de banalisation qui vient d’étre évoqué n’est pas trés convaincant pour la simple
raison que le DPI suppose une FIV dont le taux de succés ne dépasse guére 20 %. En ce qui
concerne le probléme éthique posé par le diagnostic de maladie de Huntington, avec son
délai d’apparition, il n’est pas spécifique du DPI. 1l est présent aussi dans le DPN et pour
nombre d’affections dont la révélation peut étre plus ou moins tardive, telle que I’épidermo-
lyse bulleuse, la mucoviscidose ou la myopathie. Il en va de méme du co(t de la prise en
charge de ces diverses affections, colt qui constitue un argument en faveur de I'interruption
de grossesse pour raisons médicales ; cet argument est valable, mais non spécifique du DPI ;
il vaut aussi pour le DPN ; en fait, il est inclus depuis longtemps dans des dispositions
législatives admises depuis les lois de 1975 et 1994. Enfin, cet exposé nous apporte un
élément de réponse a la question du moment ou le feetus devient un patient. Puisqu’il est
soumis a la biopsie que représente le DPI, c’est donc dés la fécondation qu’il est un patient,
ce qui est un concept médical et non juridique.

Je pense effectivement qu’il est important d’insister sur le concept médical de patient. Je
dirais volontiers que I’on peut considérer I'embryon comme un patient et insisterais sur le
mot « comme » pour ne pas faire de confusion avec la définition de personne.

M. Michel ARTHUIS

Concernant les 14 couples atteints d’amyotrophie spinale et de mucoviscidose, combien de
couples avec amyotrophie spinale ?

Six couples présentaient une amyotrophie spinale dans le groupe étudié.

M. Georges DAVID

A propos des translocations, observez-vous une diminution du nombre des embryons por-
teurs de la translocation par rapport a ce que I’on pourrait normalement attendre ? Lorsque
vous étes conduit a pratiquer un DPI pour une des indications que vous avez précisées, et que
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la femme a un age tel que le risque de Trisomie 21 est élevé, envisagez-vous un dépistage
supplémentaire par sonde dépistant la Trisomie 21 ?

Vous faites référence aux études qui évoquent la possibilité d’'une autorégulation des
embryons porteurs d’une translocation, mais maintenant nous savons qu’ils atteignent
également le stade de blastocyste dans 25 a 30 % des cas au lieu des 50 % habituels. Le
dépistage d’un risque de trisomie 21 chez une patiente devant bénéficier d’une féconda-
tion in vitro se pose effectivement puisque ce dépistage sera habituellement pratiqué en
cas de grossesse. Il serait plus logique de le faire avant plutdt qu’aprés afin d’éviter chez
ces femmes agées, donc a I’espoir de fertilité limité, une éventuelle interruption médicale
de grossesse. Cela devrait s’adresser aux patientes devant de toute fagon passer par la
fécondation in vitro et qui accepteraient, voire réclameraient, le principe d’un diagnostic
prénatal et préféreraient le diagnostic génétique préimplantatoire.

M. Jean-Baptiste PAOLAGGI

Comment sont prises, en pratique, les décisions « collégiales » que vous avez évoquées ?

La consultation en trindbme réunit un généticien, une psychiatre-psychanalyste et un
gynécologue-obstétricien. Une fois I'indication retenue celle-ci est soumise au centre
pluridisciplinaire de médecine anténatale, comme cela est prévu par laloi. Il y adonc une
réelle participation collective a la décision des indications du DPI.

M. Raymond BASTIN

Je souhaiterais revenir sur les réunions européennes auxquelles vous avez fait allusion. Y
avez-vous déja observé I’esquisse de dérives concernant les indications ?

Effectivement trois centres européens sur la cinquantaine qui fonctionnent ont donné des
résultats concernant le choix du sexe sans aucune pathologie sous-jacente, uniquement
pour « équilibre familial ». Les deux centres francais agrées pour le DPI ont fait un
éditorial qui a été publié au début de cette année dans la revue Européenne Human
Reproduction affirmant notre opposition a ces pratiques de convenance qui tournent le
dos a I'indication médicale du diagnostic génétique préimplantatoire, qui doit étre la
seule retenue.

M. Christian NEZELOF

Que sait-on des risques que fait courir la biopsie d’un ou deux blastomeres sur les autres
blastoméres ?

Cing cents enfants sont nés aprés DPI et leur poids de naissance, leur taille et le
développement des premieres années ne posent pas de probléme médical. On peut donc
penser que la biopsie d’un ou deux blastoméres ne porte pas a conséquence, ce qui rejoint
les situations que nous connaissons, par exemple aprés décongélation embryonnaire ou il
n’est pas rare que nous réimplantions des embryons qui ont perdu un ou deux de leurs
blastomeres et avec des résultats tout a fait satisfaisants.
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M. Jacques BATTIN

Dans I'expérience mondiale de DPI, y a t-il eu des diagnostics faussement négatifs ? En ce
qui concerne le screening des aneuploidies, la FISH ne pouvant accéder a toutes les paires
chromosomiques, comme avec le DPN, les publications sur la DPI signalent aussi I'allélic
drop out, & savoir le défaut d’amplification qui peut faire ignorer une mutation génique.
Est-ce que I’empreinte génomique qui intervient lors de la gamétogenése et de I’embryoge-
nése précoces peut perturber et augmenter le risque d’anomalies du développement par les
procédures utilisées ?

Certes, dans la mesure ou I'on va trouver ce que I’on cherche il est possible qu’indépen-
damment de telle ou telle translocation se développe une anomalie portée par un autre
chromosome. Dans ce sens le DPI n’est pas une garantie contre toute anomalie généti-
que. 1l existe des faux diagnostics. Trois ont été publiés au début de la pratique dans les
années 1990, les techniques semblent s’étre affinées, cependant, il est logique de proposer
aux patientes un controle prénatal en leur mentionnant que la fiabilité des techniques de
DPI ne peut étre retenue a 100 %. Aucun risque d’anomalie de développement lié a la
technique n’a été mis en évidence.
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Le traitement de I’azoospermie excrétoire.
La chirurgie face a la biologie

Excretory azoospermia.
Current appraisal of the treatment

Michel COGNAT *, Jean-Francois GUERIN **, Bertrand KEPPI*,
Sylvia PILIKIAN**

RESUME

L’azoospermie excrétoire reléve d’une stratégie thérapeutique qui est aujourd’hui tres
efficace, comportant deux modalités d’action complémentaires, trés différentes a la fois dans
leur conception et leur réalisation pratique. La chirurgie de reperméabilisation du tractus
séminal est la méthode ancienne, aux résultats bien connus, validés et reproductibles aux
conditions d’une technique opératoire sophistiquée impliquant la microchirurgie. L’intro-
duction récente de I'assistance biologique a la procréation, d’efficacité réguliérement
croissante, offre d’ores et déja des possibilités de traitement complémentaires, voire oppo-
sables a ceux de la chirurgie dans certaines situations, au-dela des seules contre-indications
opératoires. L’évolution de la stratégie thérapeutique est analysée selon les données de notre
expérience personnelle et de la littérature.

MOTS-CLES : FECONDATION IN VITRO. INJECTION. INTRACYTOPLASMIQUE SPERMATOZOIDE.
OLIGOSPERMIE, chirurgie. ANASTOMOSE CHIRURGICALE.

SUMMARY

The therapeutical strategy for excretory azoospermia is very efficient at the present time. It
is represented by two complementary methods very different both in their concept and their
practical aspects. The surgery for recanalisation of the seminal tract is the old method,
associated with reproducible and validated results providing a sophisticated operative
methodology which implies microsurgery. The recent introduction of the assisted reproduc-
tion technics with better or at least equal results than those of surgery and with a growing
therapeutical power already nowadays offers satisfying opportunities of treatment in some

* Centre Fertily, Clinique de Monplaisir, 10 avenue des Freres Lumiéere — 69008 Lyon.
** |_aboratoire de Biologie de la Reproduction, Hopital Edouard Herriot, place d’Arsonval — 69008
Lyon.

Tirés-a-part : Professeur Michel CoGNAT, a I'adresse ci-dessus.
Article recu le 29 janvier 2002, accepté le 11 mars 2002.
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selected indications. The evolution of the therapeutical strategy is analyzed through our
proper practice and the data of the literature.

KEeY-worDSs (Index Medicus) : FERTILIZATION IN VITRO. SPERM INJECTIONS, INTRACYTO-
PLASMIC. OLIGOSPERMIA, SUrgery. ANASTOMOSIS, surgical.

INTRODUCTION

Les possibilités thérapeutiques puissantes offertes aujourd’hui a I’azoospermie
excrétoire sont le résultat d’une évolution trées particuliére marquée par I'innovation
thérapeutique chirurgicale et biologique. Nous I’'envisagerons a travers notre expé-
rience personnelle et les données de la littérature.

Les bases conceptuelles du traitement découlent d’une situation anatomopatholo-
gique simple : le testicule est normal, fonctionnel et producteur de spermatozoides,
alors qu’a I'autre extrémité du tractus séminal le sperme qui s’écoule est vide de
spermatozoides et de leurs précurseurs. Ce constat suggére un obstacle intermé-
diaire placé sur le transit normal des spermatozoides. Dés lors deux idées thérapeu-
tiques sont possibles :

— supprimer chirurgicalement I'obstacle a été la premiére idée thérapeutique, en
rétablissant le flux séminal par un geste « curatif », pour permettre une grossesse
normale in vivo (ou plusieurs successives) ;

— ignorer cet obstacle et faire se réaliser biologiquement, « extra-corporé-
alement » et in vitro, la rencontre spermatozoides - ovocyte a été la deuxiéme
idée thérapeutique, réalisable depuis peu par I'assistance médicale a la procréa-
tion (PMA). C’est une approche qui n’est que palliative, car il faut répéter la
procedure si on envisage plusieurs tentatives de grossesse.

ETIOLOGIE DE L’AZOOSPERMIE EXCRETOIRE

Le choix de la méthode thérapeutique dépend beaucoup de I’étiologie qui se répartit
entre deux grands groupes.

L’azoospermie excrétoire acquise

— d’origine infectieuse par séquelles d’épididymite, devenue plus rare avec les trai-
tements corrects des infections aigués associant antibiotiques et corticoides : la
tuberculose est de plus en plus rare, le gonocoque et les germes banals sont
également moins fréquents, alors que le chlamydia est de plus en plus fréquent,
d’évolution souvent sournoise, laissant volontiers des séquelles plurifocales
résistantes a I'antibiothérapie. L’obstacle est intra-luminal, unique ou plurifo-
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cal, ponctuel ou étendu, accompagné de plus ou moins de sclérose ou d’inflam-
mation persistante ;

— d’origine iatrogéne avec oblitération simple ou perte de substance plus ou moins
étendue par cure de hernie inguinale bilatérale (surtout celle pratiquée chez le
trés jeune gargon) ou par vasectomie ;

— d’origine mécanique par obstacle du carrefour prostatique, s’agissant essentielle-
ment de troubles au niveau des canaux éjaculateurs avec obstruction par calcul
a extraire, oblitération post-inflammatoire ou séquellaire de manceuvre endos-
copique, compression profonde par un utricule prostatique sous tension (kyste
sous-urétral).

L’azoospermie excrétoire congénitale

Tous les types d’anomalies congénitales du tractus séminal sont susceptibles d’occa-
sionner une azoospermie excrétoire :

— simple dystrophie de I’épididyme favorisée par le diéthylstilboestrol administré a
la mére durant la grossesse ;

— défaut de jonction entre testicule et téte épididymaire (épididyme flottant) ou
entre les différentes portions constituantes de I’épididyme (téte, corps et queue),
consécutif a un trouble de I’organogenése

— aplasie plus ou moins étendue d’un segment du tractus épididymo-déférentiel et
surtout absence congénitale du déférent (ACD), qui a des caractéristiques trés
spécifiques a bien connaitre, moyennant quoi le diagnostic de cette affection,
souvent tardif, peut étre aisé et presque immédiat. Le banal examen clinique
suffit @ mettre en évidence cette possible disposition anatomique, en général
bilatérale. L’existence d’une hypovolémie spermatique est trés suggestive du
diagnostic mais le petit éjaculat n’est pas constant car I’agénésie des vésicules
séminales n’est pas toujours associée a celle des déférents. L’agénésie peut
paraitre partielle mais les malformations sont souvent étagées tout au long du
tractus déférento-prostatique. L’agénésie déférentielle s’inscrit dans le cadre
d’une anomalie du développement pendant la vie feetale, en général associée a la
mucoviscidose dont elle représente un morphotype maintenant bien connu, la
majorité des patients qui en sont atteints étant porteurs d’une ou plusieurs
mutations du géne CFTR, la plus fréquente d’entre elles étant la mutation delta
F 508 [1]. Un conseil génétique est dans cette situation obligatoire [2]

L’évolution des causes durant ces derniéres années fait maintenant apparaitre les
azoospermies congénitales (surtout I’ACD) plus fréguentes que les acquises, phé-
nomeéne lié a la diminution relative des obstructions infections (pour lesquelles le
chlamydia est aujourd’hui dominant).
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BILAN PRE-THERAPEUTIQUE

Il comporte deux étapes qui consistent d’une part a affirmer I’azoospermie, d’autre
part @ mettre en évidence son origine obstructive et le site de I’obstacle, lequel
conditionne I'approche thérapeutique, surtout si elle doit étre chirurgicale.

Les méthodes contemporaines d’investigation bénéficiant des progres, surtout au
niveau des techniques de laboratoire, offrent une appréciable précision diagnosti-
que :

« Spermogramme avec spermocytogramme, a faire pratiquer en laboratoire spé-
cialisé, a renouveler au moins une fois ;

« dosages des marqueurs séminaux : fructose pour les vésicules séminales, carni-
tine et alpha-glucosidase pour I'épididyme, phosphatases acides pour la pros-
tate, leucospermie pour I'infection de I'’ensemble du tractus séminal ;

. exploration échographique et radiologique, en particulier vésiculo-
déférentographie (dans certains cas).

Les autres investigations permettent d’affirmer que la spermatogenése est normale :
bilan endocrinien, bilan génétique, et si besoin biopsie testiculaire, de pratique non
systématique mais qui, si elle doit étre pratiquée, doit prévoir une congélation de
gameétes d’emblée en vue d’une option thérapeutique potentielle.

Le classique examen clinique garde toute sa valeur, permettant parfois a lui seul de
faire d’emblée un diagnostic définitif, comme ce peut étre le cas pour I'absence
congénitale du déférent.

METHODES THERAPEUTIQUES

La chirurgie

Le principe est un geste de reperméabilisation et c’est la réapparition postopératoire
de spermatozoides dans le liquide séminal qui signe le succés de I'intervention
curative, conduisant ainsi a une possible fécondation in vivo par conception natu-
relle [3].

L’essentiel de la chirurgie se concentre sur I’épididyme et le canal déférent et en
pratique la chirurgie se résume a deux interventions : I'anastomose épididymo-
déférentielle et I'anastomose déférento-déférentielle.

Cette chirurgie nécessite pour sa pratique une extréme minutie impliquant
aujourd’hui la vraie méthode « microchirurgicale » (Bayle en 1938 préconisait déja
I'utilisation de la loupe).
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Aspects techniques des anastomoses

— Anastomose épididymo-déférentielle ou vaso-épididymostomie [4, 5]

Il s’agit d’'un contournement de I’obstacle par une anastomose de type « by-
pass » entre épididyme et canal déférent que I’on peut confectionner selon trois
modalités :

« latéro-latérale, classique, décrite par Bayle en 1938 [6],
« termino-terminale, décrite par Silber en 1977 [7],

« latéro-terminale, décrite par Fodgestam en 1986 [8], qui est aujourd’hui le
mode opératoire le plus utilisé, a juste titre.

— Anastomose déférento-déférentielle ou vaso-vasostomie [4, 5]

Il s’agit d’une levée de I'obstacle séminal par résection suivie d’anastomose de
recanalisation que I’on confectionne selon le mode termino-terminal avec deux
variantes possibles en un seul plan ou en deux plans.

Résultats des anastomoses

Ils représentent les possibilités actuelles de la chirurgie, validées depuis la pratique
de la microchirurgie qui a apporté dans les années 1975-1980 une certaine évolution
positive, ayant amené les résultats & un niveau qu’il sera certainement impossible
d’améliorer.

lls s’expriment d’une part en terme de « perméabilité postopératoire rétablie » que
I’on juge sur les spermogrammes (mais perméabilité positive ne signifie pas ipso
facto grossesse et ne satisfait que le chirurgien) et, d’autre part, en terme de
« grossesse », la grossesse étant le seul vrai résultat positif qui satisfasse le couple.

— pour I’'anastomose épididymo-déférentielle

le taux moyen est supérieur a 25 % de grossesses postopératoires (seule la
premiére grossesse est prise en compte). Cette estimation est évaluée d’aprés :

« la pratique personnelle de I'un d’entre nous (M. Cognat), basée sur 203 cas
d’anastomoses épididymo-déférentielles avec des résultats différents selon les
périodes (loupe au tout début de ma pratique puis microscope depuis 1972) [9],

« I'analyse compilative de 21 grandes séries internationales parmi les plus four-
nies de la littérature, entre autres de Wangenknecht [10], Silber [11], Lee [12],
Schoysman [5], Matsuda [13], Fodgestam [8].

— pour I’'anastomose déférento-déférentielle

le taux moyen est supérieur a 65 % de grossesses postopératoires, estimation

faite d’apreés :
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. ma pratique personnelle, basée sur 42 cas d’anastomoses déférento-
déférentielles [4],

« I'analyse compilative de 7 statistiques internationales parmi les plus importan-
tes, dont certaines dépassent 150 cas et deux 300 cas (venant des pays ou la
vasectomie est beaucoup plus pratiquée qu’en France) selon Belker [14], Lee
[15], Owen [16], Schoysman [5], Wangenknecht [17], Sharlip [18], Thomas [19].

— I’analyse synthétique de ces données postopératoires permet d’affirmer

« que les résultats positifs de la chirurgie de recanalisation sont incontestable-
ment validés par des statistiques déja anciennes, et reproductibles sous condi-
tion d’une technologie adéquate ;

« que le facteur « opérateur-dépendance » est net dans ce type de chirurgie assez
spécifique, surtout marqué pour I’anastomose épididymo-déférentielle qui est
la plus difficile techniquement parlant ;

« que les résultats sont aussi sous dépendance multifactorielle : temps depuis
I'intervention, site d’implantation de I’'anastomose, autres critéres chirurgi-
caux... [5]

« que I'issue favorable que représente la grossesse attendue de cette chirurgie
faite sur ’homme est sous la dépendance non seulement de facteurs masculins,
mais aussi féminins, incluant en particulier I'indice de fertilité de la partenaire
gue I'on ignore souvent.

Une technique chirurgicale (ou plutdt chirurgico-médicale) mérite d’étre mention-
née, bien que n’étant plus d’actualité, ne serait-ce que parce qu’elle a préfiguré par sa
conception ce que I’on fait maintenant lors de la FIV-1SCI avec prélevement de sper-
matozoides. C’est le spermatocéle : concu sur une idée de Hanley (1955), puis
développé surtout par Schoysman (1968), Wangenknecht et Kélamy par la suite, ce
réceptacle artificiel (en membrane placentaire, ou en paroi veineuse, ou encore
alloplastique), connecté avec I’épididyme était supposé collecter des spermatozoides
a ponctionner pour des inséminations artificielles. Le succes, qui n’a pratiquement
jamais été au rendez-vous, aurait peut-&tre été meilleur si les techniques biologiques
actuelles de préparation et de vitalisation du sperme et I'l CSl avaient été disponibles
[20].

L’assistance médicale a la procréation

Le principe de la méthode

L’AMP, négligeant et laissant en place le barrage anatomique interposé sur le trajet
des gamétes, permet la réalisation de la rencontre des spermatozoides et de I’ovocyte
in vitro, aussi bien chez I’homme (et c’est le cas de figure dans I’'azoospermie), que
d’ailleurs chez la femme (c’est le cas de figure dans I’occlusion des trompes).
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La pratique de la méthode

— 1l a fallu attendre 1978 pour que ce concept de fécondation extracorporelle
appliqué a I’espéce humaine et plus précisément la premiére fois a une stérilité
féminine d’origine tubaire aboutisse & un premier succés avec grossesse a terme
(entre les mains de P. Steptoe et R. Edwards).

— S’agissant de I’homme, encore quelques années plus tard, en 1987, Temple-
Smith en Australie a publié la premiére grossesse par fécondation in vitro (FIV)
[21] obtenue avec des spermatozoides captifs directement prélevés sur I’épidi-
dyme dans un cas d’azoospermie obstructive. Tres peu d’équipes dans la période
1987-1989 ont connu la réussite avec le mode de FIV dit « classique », qui exige
une assez forte concentration de spermatozoides, difficile a obtenir dans la
disposition habituelle des rétentions de I’azoospermie canaliculaire et surtout
difficile a réitérer en cas de programme itératif sur I’épididyme, organe particu-
lierement fragile, en raison des séquelles anatomiques résultant du fait de
I'agressivité du prélevement chirurgical, fut-il microchirurgical. Le deuxiéme
succés mondial a été annoncé par Silber aux Etats-Unis en 1988 [22], suivi de
celui publié par le Centre de Lyon associant deux d’entre nous (M. Cognat et
J.F. Guérin) en 1989, qui a fait état de deux grossesses gémellaires avec enfants
normaux [23].

— Par la suite, le pronostic de la méthode de FIV appliquée & I’'azoospermie
excrétoire s’est trouvé fondamentalement transformé par I'application de la
technique de I'ICSI, introduite en 1990-1991 [24]. ICSI (abréviation de I’anglais
Intra Cytoplasmic Sperm Insemination) désigne une méthode de laboratoire
d’assistance « purement mécanique » apportée au spermatozoide pour sa péné-
tration a travers la membrane pellucide de I'ovocyte [25] par une manceuvre
microchirurgicale qui consiste a injecter en plein cceur du cytoplasme ovocytaire
un seul gameéte [26]. Cette technique nouvelle, exigeant tres peu de « matériel »,
a rendu les préléevements de spermatozoides initiaux ou itératifs faciles par la
simple ponction-aspiration a I'aiguille sur I’épididyme ou dans le testicule. La
mise au point concomitante de la congélation des spermatozoides prélevés a
amplifié le succés de la méthode.

Les résultats actuels de la fécondation in vitro-ICSI sont le témoin de I'efficacité de la
méthode. Le registre national FIVNAT [27], a la création duquel notre Centre a
participé et ensuite collaboré chaque année depuis sa création, collecte les résultats
des Centres francais. Notre pratique personnelle est analysée a travers cette étude
collaborative.

— Pour la période 1995-2000, I'analyse de 2 388 tentatives prises en compte, fait
état de 570 grossesses, soit un pourcentage de 24 % de grossesses par tentative, de
25 % par cycle de ponction et de 28 % par transfert (toutes catégories confon-
dues, c’est-a-dire avec sperme épididymaire ou testiculaire, avec sperme frais ou
congelé), s’agissant entre autres des contre-indications de la chirurgie.
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— Pour la seule année 2000, une analyse plus détaillée, faisant la discrimination au
niveau des résultats entre les différents types de sperme utilisés, est en cours dont
les premiers résultats, sur 1 038 cas, sont les suivants :

« Nombre de programmes avec sperme prélevé : 1 038 avec larépartition suivante

épididymlaire frais 189
testiculaire 350
épididymaire congelé et testiculaire congelé 489

« résultats en terme de grossesse selon I’origine du sperme

par cycle de ponction par transfert

avec sperme épididymaire frais (189 cas) 25,5 % 28,3 %
avec sperme testiculaire frais (350 cas) 21,1 % 25,9 %
avec sperme épididymaire congelé

et testiculaire congelé (489 cas) 25,9 % 28,5 %

Les résultats sont légerement supérieurs avec le sperme épididymaire qu’avec le
sperme testiculaire et identiques avec le sperme frais ou congelé.

Le taux cumulé des programmes apres quatre tentatives avoisine 60 % de succes
[27].

La congélation des spermatozoides, quand elle est possible lors d’une tentative,
augmente d’au moins 50 % I’espoir de succes en permettant plusieurs fertilisa-
tions sans nouveau prélevement [27].

Ainsi il apparait a I’évidence que les résultats de la FIV-ICSI, encore en phase de
croissance, sont d’ores et déja validés.

EVOLUTION DE LA STRATEGIE THERAPEUTIQUE

L’évolution des indications thérapeutiques a suivi celle des méthodes thérapeuti-
ques, a savoir la chirurgie et I’assistance médicale a la procréation, ce qui fait
distinguer deux grandes périodes.

— La premiére période, avant I’application de la fécondation in vitro, est celle de la
chirurgie.
Si les premiéres tentatives, d’ailleurs infructueuses, datent de 1890 (Humbert) et
si les premiers succés publiés en France par Bayle datent de 1938 [6], la chirurgie
andrologique appliquée a I’azoospermie excrétoire n’est en fait devenue efficace
gu’aux environs des années 1970-1975, avec I’apport de la méthode microchirur-
gicale.
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Durant toute cette période, la stratégie thérapeutique était bien entendu tres
simple : on ne pouvait qu’opérer, donc on opérait tout, y compris les mauvais
cas, sauf les contre-indications absolues.

— La deuxiéme période, depuis I’existence de la FIV, a commencé en 1985.

Le début a été marqué par la rareté des succés, tenant au fait de la technique qui
était celle de laméthode dite « classique ». Lasituation restait simple au plan des
indications thérapeutiques car I’AMP, accueillie comme la solution providen-
tielle des contre-indications opératoires formelles, se cantonnait dans ce
domaine.

Assez vite, en quelques années, I’assistance médicale a la procréation est devenue
beaucoup plus efficace grace a I’'adaptation a la FI1V de la technique ICSI et aussi
a I'adaptation de la congélation a cette forme particuliere de spermatozoides
gu’est le gamete prélevé sur micro-biopsie ou sur mini-goutte de fluide séminal.

Ainsi, depuis I'application de ces étonnantes possibilités offertes par les techni-
ques d’assistance médicale a la procréation, une nouvelle conception de I'appro-
che thérapeutique est née, avec de nouvelles indications au profit de la FIV, donc
aux dépends de la chirurgie. C’est la période actuelle [28].

Il est remarquable de noter que I’évolution de I’essentiel de ce panorama thérapeu-
tique s’est déroulée sur un espace de temps de moins de trente ans. Un espoir de
guérison voisin de 100 % est aujourd’hui proposable aux patients alors qu’il était
encore presque nul dans les années 1970.

INDICATIONS THERAPEUTIQUES ACTUELLES

Indications de la chirurgie

Il existe d’une part les indications idéales qui sont celles ou existe un obstacle défini,
limité et bien atteignable, en un mot les cas ou une chirurgie réglée peut étre
appliquée, a savoir :

— une anastomose épididymo-déférentielle dans les suites d’antécédents infectieux
d’épididymite, lorsque les Iésions post-inflammatoires sont concentrées sur la
jonction épididymo-déférentielle, comme le montre souvent I’expérience ;

— une anastomose déférento-déférentielle pour une occlusion du canal déférent,
essentiellement iatrogéne aprés cure de hernie inguinale ou vasectomie.

Ces indications idéales peuvent se transformer en indications « limites » selon

I’'extension de la Iésion occlusive.

Il existe d’autre part de véritables contre-indications opératoires absolues d’emblée,

que sont :
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— les anomalies congénitales de tous types du tractus séminal : simple dystrophie de
I’épididyme, défaut de soudure et/ou aplasie des différents segments de I'axe
testiculo-épididymo-déférentiel et surtout absence congénitale du déférent ;

— les obstructions acquises par lésions post-infectieuses quand elles sont plurifoca-
les ou trés fortement scléreuses ou encore accompagnées de destruction iatro-
géne étendue, comme on peut en rencontrer aprés herniorraphie inguinale
intempestive faite sur le tres jeune gargon.

Indications de I’assistance biologique a la procréation

Il existe les indications en quelque sorte absolues pour lesquelles la FIV est 'unique
solution comblant le vide thérapeutique laissé par la chirurgie, a savoir I’ensemble
des contre-indications opératoires, énumérées au paragraphe précédent.

Il existe aussi des situations pour lesquelles la FIV se présente comme une solution
alternative de la chirurgie. Puisque la FIV est techniquement adaptable a toutes les
formes étiologiques et anatomiques d’azoospermie excrétoire, comme indiqué pré-
cédemment, il est aujourd’hui logique et raisonnable d’élargir son application
au-dela des seules contre-indications opératoires, dés lors qu’elle extériorise des
résultats « opposables » & ceux de la chirurgie et qu’elle a parfois sur la chirurgie des
avantages qui deviennent des critéres de choix préférentiel.

Dans cette logique on considére que sont plutdt en faveur de la FIV :

— les échecs d’une premiére intervention de recanalisation auxquels on ne propose
plus la chirurgie itérative, sauf rares exceptions [29] : échecs complets avec
azoospermie persistante auxquels s’ajoutent les échecs partiels lorsque la reper-
meéabilisation pourtant rétablie n’est pas suivie de grossesse dans un délai de
deux ans : la FIV avec ou sans ICSI peut apporter la solution, qu’il s’agisse de
forte oligozoospermie sans ou plus souvent avec asthénozoospermie, ou encore
de normospermie souvent en relation avec un facteur immunologique par
anticorps anti-spermatozoides induit par I’'obstruction initiale qui peut persister
surtout si la recanalisation n’est pas totale ;

— les azoospermies avec obstacle du carrefour prostatique sont plutot confiées a la
FIV de premiére intention qu’aux endoscopistes méme chevronnés exposes aux
échecs et a la morbidité postopératoire

On reconnait aussi comme « éligibles » pour la FIV de premiére intention, certaines
situations a étudier et a accepter cas par cas, en fonction d’arguments objectifs
médicaux ou plus subjectifs dépendant du couple.

— ce peuvent étre des critéres objectifs médicaux : pour n’en prendre qu’un seul
exemple, on peut citer le paramétre « age du couple » et surtout « age de la
femme » qui peut se révéler fondamental. On peut étre amené a privilégier
I’AMP a partir de 36-38 ans, s’il faut « aller vite » pour cette question d’age,
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conscient que la grossesse est souvent plus longue a obtenir avec la chirurgie, et
que la fécondité de la femme diminue considérablement a I'approche de la
guarantaine, surtouten FIV ;

— ce peuvent étre des critéres plus subjectifs avancés par le couple qui a le désir
légitime de faire connaltre son opinion, y compris le souhait de plus en plus
fréquent d’éviter la chirurgie, critéres liés a ce que le couple considére comme des
avantages de la FIV, en particulier le mode moins invasif de la FIV et les
procédures « apparemment » plus simples de celle-ci ;

— le colloque singulier qui doit présider a I’élaboration de ce choix fait « pour le
couple et avec le couple » est I’'occasion pour le praticien de rappeler :

« que la FIV ne présente pas que des avantages mais parfois aussi des risques et
aléas avec sa probabilité de programmes a réitérer, son taux élevé de grossesses
multiples, I'incertitude quant aux malformations potentiellement un peu plus
fréquentes en FIV-ICSI avec le sperme ponctionné surtout testiculaire, etc
[30]. La FIV peut aussi parfois &tre en opposition avec I’éthique personnelle ou
religieuse du couple, ce qui est trés exceptionnel ;

« que la chirurgie ne présente pas que des inconvénients. Elle a, entres autres,
I’énorme supériorité sur la FIV de permettre plusieurs grossesses successives
sans assistance médicale renouvelée, tout en sachant aussi que cet avantage
devient un inconvénient pour le couple qui exprime le désir d’une seule
grossesse, que I’on percoit de plus en plus souvent, en particulier de la part des
couples reformés.

« quant a I'implication financiére, si elle est évoquée, il faut rappeler au couple
gue, grosso modo le codt de la FIV au-dela de deux programmes devient
supérieur a celui de la chirurgie.

C’est ainsi que peuvent se concevoir les « nouvelles indications » de I’AMP, dans un
contexte nouveau ou deux attitudes sont a éviter aujourd’hui, a savoir :

— ne pas continuer a opérer trop de patients,

— ne pas confier trop de couples, voire tous les couples a la FIV, selon une tendance
abusive parfois perceptible chez certains praticiens trop confiants en la méthode.

Pour I’heure, la chirurgie et ’AMP demeurent complémentaires. Le chirurgien s’est
acquis une place de collaboration dans la pratique de I'’AMP plus ou moins étendue,
selon sa compétence et sa formation (qui devrait étre celle d’une prise en charge
globale de I'unité que représente un couple), et de plus il conserve un rayon d’action
purement chirurgical en continuant a opérer les « bons cas » sélectionnés [31, 32].

CONCLUSION

Le choix de la thérapeutique de I'azoospermie excrétoire restera longtemps can-
tonné a une alternative, chirurgie et procréation assistée, car on n’entrevoit aucun
espoir de nouvelle approche thérapeutique.
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La gestion des indications thérapeutiques a beaucoup évolué et elle continuera a
évoluer dans le sens d’une plus large application de I'assistance biologique a la
procréation car la puissance thérapeutique de celle-ci va encore s’amplifier et ses
procedures se simplifier, alors que dans le méme temps la chirurgie ne fera aucun
progres.

L’azoospermie excrétoire, qui était synonyme de stérilité totale et d’infertilité
définitive jusqu’a la publication des premiers résultats positifs de la chirurgie, est un
théme médical d’actualité soutenu par I'innovation thérapeutique. Son approche
thérapeutique devenue chirurgico-biologique offre aujourd’hui & prés de 100 % des
patients azoospermiques un espoir de devenir féconds.
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DISCUSSION

M. Denys PELLERIN

Vous avez bien indiqué que les azoospermies congénitales ayant pour origine une aplasie du
déférent seraient le plus souvent en rapport avec une mucoviscidose. Compte tenu du recul
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encore limité de I'utilisation de I'ICSI dans ces indications, pouvez-vous déja nous assurer
que les garcons nés par cette méthode de FIV sont indemnes de toute mutation témoignant
d’une mucoviscidose ? Peut-on assurer que les hommes nés par cette méthode ne risquent pas
d’étre aussi stériles ?

Suite a la premiére publication princeps de Gossens en 1993, I’absence congénitale des
déférents (ACD) apparait effectivement aujourd’hui dans la majorité des cas voire la
totalité comme une forme atténuée de mucoviscidose, maladie autosomique récessive
identifiée par le gene CFTR (dont on connait plus de 1 000 mutations). L’étude de ’ADN
a la recherche des principales mutations chez le patient et sa conjointe permet de chiffrer
le risque potentiel de transmission : — si le propositus est double hétérozygote, ce risque
dépend du génotype de la conjointe. Lorsque celle-ci est hétérozygote d’une mutation
(4 %), ce risque est de 1 sur 2 (dont 1 sur 4 pour la forme sévére pulmonaire et de 1 sur 4
pour la forme atténuée génitale avec ACD) et lorsqu’aucune mutation n’est identifiée
chez la femme, le risque est extrémement faible mais non nul (possible mutation rare non
détectée) ; — si le propositus est simple hétérozygote et si d’autres arguments cliniques
existent (test a la sueur positif, sinusite chronique, ...), le diagnostic encore probable de
mucoviscidose s’accompagne d’un risque beaucoup plus faible (inférieur a 1/1200),
encore dépendant évidemment de la conjointe.

M. Roger HENRION

Avez-vous dans votre statistique des cas de patients qui, apres une vasectomie recommandée
comme méthode contraceptive il y a quelques années, ont sollicité une réparation des
déférents ou une procréation médicalement assistée ? Avez-vous constaté une augmentation
ou une diminution du nombre des vasectomies dans les derniéres années ?

Dans ma série d’anastomoses déférento-déférentielles, il y a une trentaine d’indications
pour réversibilité de vasectomies, toutes pratiquées pour motif de complaisance sauf un
cas pour risque maternel grave d’une nouvelle grossesse. La demande de « refertilisa-
tion » a émané d’hommes souhaitant d’autres enfants, essentiellement dans le cadre d’un
nouveau couple « reformé » et deux fois dans le cadre de couples unis, I’'un apres décés
tragique des deux enfants, I'autre aprés simple regret de cette mutilation. Enfin une
demande a été faite par un homme de 30 ans qui avait fait pratiquer une vasectomie de
« contraception » aux Etats-Unis & 20 ans, avant toute paternité. Je termine ma réponse
en précisant que la législation francaise, qui autorise maintenant la stérilisation déféren-
tielle (et tubaire) « pour raisons médicales », ne semble pas avoir entrainé une augmen-
tation de la pratique de la vasectomie.

M. René MORNEX

Quelle est la valeur fécondante des spermatozoides bloqués et stagnants dans I’épididyme
par rapport a celle des spermatozoides issus de sperme frais ? Quelle est la stratégie que I’'on
peut proposer lorsque les deux modes thérapeutiques sont applicables ety a t’il une séquence
d’association privilégiée ?

Le phénoméne de résorption de spermatozoides qui se met en place au voisinage de
I'obstacle sur la voie séminale ne suffit pas en général a entretenir un fluide séminal
physiologique apte a conserver la valeur fécondante des gameétes bloqués ; on peut
néanmoins obtenir suffisamment de matériel a inséminer en pratiquant des prélevements
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étagés et en soumettant les spermatozoides recueillis & des traitements biologiques de
vitalisation appropriés pendant quelques heures. Lorsque les deux modalités thérapeu-
tiques disponibles (chirurgie et FI1V) sont applicables, elles peuvent étre utilisées dans un
ordre quelconque, aucune ne coupant les ponts a I'autre : la confection premiere d’une
anastomose laisse toute possibilité de pratiquer ensuite des ponctions pour FIV — la
réalisation initiale de plusieurs programmes de FIV n’altere pas les sites opératoires pour
une éventuelle chirurgie de seconde intention — une association rapprochée des 2 métho-
des est également concevable pour potentialiser les chances de succes quand il faut « aller
vite », par exemple chez un couple dans lequel I’age de la femme dépasse 36-38 ans.

M. René KUSS

Etant donné la bénignité des anastomoses favorisées par la microchirurgie, ne croyez-vous
pas que, dans le cas d’une azoospermie purement excrétoire, cette chirurgie devrait étre
proposée en premier lieu, avant la fécondation in vitro ?

Je ne peux qu’étre complétement d’accord avec vous, d’abord parce que réellement dans
I’exemple que vous citez la chirurgie réunit un maximum d’avantages par rapport a la
FIV, ensuite parce que je suis avant tout chirurgien. Mais, si la proposition logique est la
chirurgie, le praticien ne peut rien imposer. Dans le contexte actuel de la prise de décision
médicale thérapeutique, le praticien se doit d’informer aussi complétement que possible
le couple des options disponibles ainsi que de leurs avantages et inconvénients respectifs
selon les connaissances actuelles, en I'occurrence dans le cas de la vasectomie, la chirurgie
et la FIV. Au-dela de la suggestion la plus « raisonnable » faite par le praticien, le choix
final appartient au couple.

M. Christian NEZELOF

J'ai ludans le Lancet que les enfants nés aprés fécondation in vitro ont un poids de naissance
inférieur & celui des nouveau-nés habituels. Quelle est votre expérience ?

Ce constat est bien connu et a été aussi mis en évidence en France par le Registre national
FIVNAT, qui collige chaque année depuis 1985 I'activité des Centres d’assistance
médicale a la procréation. Les néonatologistes considerent que ce déficit pondéral est vite
compensé apres la naissance et n’est suivi d’aucun déficit ou retard mental et intellectuel.

M. Georges DAVID

Dans votre réponse a M. Kiiss vous avez tres sagement discuté des intéréts respectifs, en cas
d’obstruction des voies excrétrices génitales, de la chirurgie et de la biologie intervention-
nelle. On doit aussi souligner que les deux possibilités ne sont pas exclusives I'une de I’autre
et peuvent se succéder, voire s’additionner dans le méme geste opératoire. En cas d’agénésie
bilatérale des déférents due a une mucoviscidose et si I'on détecte chez la femme une
mutation du géne CFTR, ne croyez-vous pas qu'’il y a indication d’un diagnostic génétique
préimplantatoire ?

Lorsque le risque de transmission d’une forme sévere de la mucoviscidose (pulmonaire
tout particulierement) est élevé et que le couple, dans I'état actuel des connaissances,
souhaite étre informé le plus complétement possible, votre proposition est raisonnable.
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De la génomique a la post-génomique :
un retour aux origines ?

From genomics to post-genomics : back to the origins ?

Philippe JEANTEUR *

RESUME

L’objectif de cette revue est de souligner la multiplicité et I'importance, physiologique et
pathologique, des niveaux de régulation de I’expression des genes qui interviennent posté-
rieurement a I’étape d’initiation de la transcription. Celle-ci n’est en effet que le premier pas,
certes décisif, d’une longue cascade d’événements de régulation qui vont aboutir a la
production sélective des messagers fonctionnels appropriés a la nature des cellules et a leurs
besoins instantanés. Au travers de ce long parcours, dont seules quelques étapes seront
étudiées ici, elle s’attachera a souligner le role central de I’ARN, non seulement comme
substrat mais comme acteur de sa propre régulation. L’accent sera mis sur les liens trés
nombreux existant avec la pathologie et jusqu’aux développements thérapeutiques dont
I’ARN pourrait étre la cible privilégiée. Enfin, elle aura cherché a montrer la pérennité des
questions fondamentales posées depuis presque un demi-siécle et pour lesquelles la génomi-
que aura fourni, a défaut de concepts nouveaux, la base de données et les outils indispensa-
bles pour entrer dans I'immense champ de la génomique fonctionnelle, seule capable
d’apporter des réponses exploitables en thérapeutique.

MoOTS-CLES : GENE REGULATEUR. ARN ANTISENS. ARN CATALYTIQUE.
SUMMARY

The purpose of this review is to emphasize the multiplicity and importance, physiological
and pathological, of gene regulation levels which operate after the intiation step of trans-
cription. Albeit crucial, this step is only the first one of a long cascade of events which
eventually end up in the selection of functional messengers appropriate to the nature of the
cells and to their immediate needs. Throughout this long pathway, of which only a few steps
will be mentionned here, this review will attempt to address the central role played by RNA,
not only as a substrate but as an actor of its own regulation. Emphasis will be put on the
numerous connections with pathology up to the development of new therapeutics specifically

* Lauréat de I’Académie nationale de médecine (Prix Gallet-Breton 1987).
Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier, CNRS, 1919 route de Mende —
34293 Montpellier cedex 5.
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Article regu le 7 février 2002, accepté le 4 mars 2002.
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targeting RNA. It highlights the perennity of basic questions, nearly half a century old, for
which genomics, short of new concepts, will provide the databases and tools required to
access to the immense field of functional genomics, the only one likely to bring relevant
answers for therapeutics.

KEY-woRDSs (Index Medicus) : GENES, REGULATOR. RNA, ANTISENSE. RNA, CATALYTIC.

INTRODUCTION

La nature ne connait que deux structures chimiques capables de porter ou de
transporter une information génétique. Le statut de I’ADN est a cet égard définiti-
vement établi depuis plus d’un demi-siécle sans avoir connu la moindre remise en
question. Celui de ’ARN a au contraire connu une évolution considérable dont le
propos de cet article est de retracer les grandes étapes jalonnées par plusieurs prix
Nobel et, beaucoup plus modestement, par quelques contributions de mon labora-
toire. J'insisterai particulierement sur le role de ’ARN a différents niveaux de la
régulation de I’'expression des genes dans la mesure ou ils désignent autant de cibles
potentielles pour une intervention thérapeutique.

ET I’ARN FUT...

Ce qu’on appelait dans les années 60 le dogme central de la biologie moléculaire
tenait que le flux de I'information génétique ne pouvait aller que de ’ADN vers
I’ARN et ensuite aux protéines. Le premier ébranlement de ce dogme fut la décou-
verte de la transcriptase reverse associée aux virus oncogenes & ARN que I'on
appelle depuis rétrovirus. H. Temin, qui en fut I'incontestable découvreur, eut bien
du mal a la faire accepter avant d’étre finalement reconnu par le prix Nobel de
Physiologie et Médecine avec D. Baltimore en 1975. Encore n’était-ce qu’une
contestation bien modeste du dogme, puisqu’elle ne faisait qu’admettre la possibi-
lité d’une remontée de I'information de I’ARN vers ’ADN, sans pour autant
remettre en cause la suprématie du second sur le premier. Par sa rigueur et son
immuabilité, cette hiérarchie n’était pas sans évoquer celle de la classification des
sciences par A. Comte, dont nous avons encore bien du mal a nous affranchir.

Jusque dans les années 80, on ne reconnaissait a I’ARN que des roles essentiels mais
de second plan : un réle structural de I’ARN ribosomal au sein du ribosome, un réle
d’adaptateur de I’ARN de transfert permettant la traduction du code nucléique en
code protéique. Quant au statut certes plus noble de molécule informationnelle de
I’ARN messager, il n’était que par délégation au titre d’une copie transitoire que I'on
jette apres usage.

La véritable révolution fut la découverte par Th. Cech et S. Altman des propriétés
catalytiques de I’ARN qui fut couronnée par le prix Nobel de Chimie en 89. De
substrat, I’ARN devenait enzyme (ribozyme), la molécule passive devenait acteur de
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son propre métabolisme. Les spécialistes de I’origine de la vie virent immédiatement
dans cette ambivalence les attributs attendus de la molécule vitale originelle puisque
I’ARN combinait la double capacité a étre I'information génétique elle-méme et a
constituer la matiere premiére des outils primitifs nécessaires a son expression et a sa
réplication. D’ou le concept maintenant largement accepté d’'un monde ARN a
I’origine de toute forme de vie [1].

L’ARN DANS TOUS SES ETATS

Le statut de matériel génétique n’est pas I’'apanage de I’ADN. Le monde des virus a
ARN est d’une extraordinaire diversité anatomique et responsable de maladies
particulierement dévastatrices : SIDA, diarrhées infantiles, etc.

La structure en double hélice de I’ADN, continue sur toute la longueur d’un
chromosome, telle que I’ont décrite Watson et Crick en 1953 [2] est une contrainte
qui ne lui permet pratiquement aucune fantaisie. Par sa nature en simple chaine qui
libére toute sa créativité structurale, par sa taille éminemment variable, ’ARN recéle
une diversité morphologique potentielle qui I’'apparente beaucoup plus aux protéi-
nes. Ses fonctions excedent tres largement le réle informationnel des ARNSs cellu-
laires de type messager.

Alors que I’ADN est exclusivement localisé dans le noyau, les mitochondries et
éventuellement quelques autres petits organites, ou il ne semble d’ailleurs jouer
aucun réle direct, ’ARN cellulaire est présent et actif dans tous les compartiments
ou il se passe quelque chose en rapport avec I’expression des génes. Déja au moment
de la réplication des télomeéres, la télomérase, dont ’ARN est un constituant
essentiel, veille a compenser le raccourcissement que chaque cycle de réplication leur
impose. A I’autre bout de la chaine, ’ARN de la SRP (Signal Recognition Particle)
participe a I’excrétion des protéines extracellulaires.

Mais c’est entre ces deux extrémités de la cascade de régulation génique que I’ARN
déploie toute I’étendue de ses capacités, dont seule une petite partie nous est connue.

L’ARN AU CEUR DE LA (DYS) REGULATION DE L’EXPRESSION DES
GENES

C’est dans ce domaine que se sont situés depuis 35 ans mes travaux personnels
d’abord, ceux de mon laboratoire ensuite.

Mes premiers travaux sur la biosynthese de I’ARN ribosomal [3] m’ont permis
d’établir la structure de son précurseur et de décrire le premier exemple de matura-
tion non conservative, c’est-a-dire impliquant une importante perte (gaspillage ?) de
matériel. Seule en effet la moitié environ de la séquence du précurseur se retrouve
dans les ARNSs ribosomaux matures.
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De trés nombreux cas de maturation post-transcriptionnelle des ARNSs cellulaires
ont été décrits depuis. En fait, le phénomeéne est tellement général qu’il n’existe
gu’une seule exception a cette régle, tous regnes confondus. Seul en effet de toutes les
catégories d’ARNSs cellulaires existant dans la nature, I’ARN messager bactérien est
utilisé exactement dans I’état oui il a été synthétisé sans aucune modification, fat-elle
mineure. Cette situation de simplicité maximum s’accommode au mieux du
contexte des bactéries dont elle tire la meilleure efficacité mais elle les prive d’un
immense éventail de niveaux de régulation génique.

Toute différente est la situation des ARNSs messagers chez les eucaryotes supérieurs.
La transcription des genes codant pour des protéines produit une population trés
hétérogéne d’ARN nucléaire (hnnRNA pour heterogenous nuclear RNA), dont seuls
moins de 10 % se retrouvent dans le messager actif dans la synthése des protéines [4].
Dans ce contexte, un travail tout a fait intéressant du groupe d’A. Kahn en 1989 [5]
amontré que tous les génes sont transcrits dans tous les tissus, a des taux trés faibles
mais cependant détectables par PCR. Ce phénomeéne de « transcription illégitime »
est ce qui permet de faire des analyses de mutations dans les transcrits ARN a partir
des tissus les plus accessibles (comme les lymphocytes) et méme s’ils n’ont eux-
mémes aucun phénotype pathologique (par exemple dans la myopathie).

Entre la décision d’initier la transcription d’un géne et la production d’une protéine
fonctionnelle, les étapes sont trés nombreuses et fournissent autant de niveaux sur
lesquels peut s’exercer une régulation. Je vais essayer de les recenser en citant chaque
fois que cela est possible des exemples ou une régulation et une incidence patholo-
gique ont pu étre démontrées.

L’élongation, sa régulation et ses dysfonctionnements

Longtemps considérée comme une étape sans événement particulier, I’élongation de
la transcription s’avére maintenant requérir de nombreux facteurs pour aboutir a
des vitesses de transcription compatibles avec la taille parfois gigantesque de cer-
tains génes. Un exemple extréme est celui du gene de la dystrophine dont la trans-
cription des plus de 2 millions de paires de bases prend environ 15 a 20 heures a la
vitesse maximum observée in vivo. Or la RNA-polymérase Il purifiée avec tous ses
facteurs d’initiation ne transcrit in vitro qu’a une vitesse dix fois plus faible. C’est
donc aux facteurs d’élongation qu’il revient de faire franchir a la machinerie
transcriptionnelle cet indispensable ordre de grandeur.

Sit6t I’événement primaire d’initiation réalisé et avant méme que la polymérase ne
prenne véritablement son essor pour une transcription au long cours, celle-ci peut se
raviser et marquer une pause avant de prendre ses distances avec le promoteur. Une
telle situation, initialement décrite notamment par notre laboratoire dans le cas des
deux proto-oncogénes cellulaires c-myc et c-fos [6, 7] auxquels nous nous intéres-
sons depuis une quinzaine d’années, semble bien maintenant étre le cas général
plutdt que I'exception [8].
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Une fois la RNA-polymérase clairement engagée dans la synthése du pré-messager,
I’élongation de la transcription déroule son ruban d’ARN comme un long fleuve,
certes, mais certainement pas tranquille. 1l s’agit plutét d’une succession de pauses,
voire d’arréts et méme de reculs qui contribuent largement & la longueur du
processus. C’est en supprimant les pauses, donc en accroissant la processivité,
gu’agissent les facteurs qui augmentent la vitesse d’élongation.

Ces facteurs sont de plus en plus nombreux et le dysfonctionnement de la plupart
d’entre eux est associé a des affections cancéreuses [9].

L’un de ces facteurs a été identifié a I’occasion d’une translocation chromosomique
11-19 dans certaines formes rares de leucémies myéloides aigués (Mixed Lineage
Leukemia, MLL)[10]. Le locus en question appelé ELL (Eleven-nineteen Lysin-rich
Leukemia) ou encore MEN code pour une protéine qui supprime les pauses et
stimule donc la vitesse d’élongation. Suite a la translocation, le géne ELL se trouve
fusionné au géne MLL et la protéine de fusion MLL-ELL connait alors une
expression anarchique non régulée, qui explique son réle oncogéne.

Une situation opposée, mais qui aboutit finalement aux mémes conséquences, est
celle du produit du géne de lamaladie de Von Hippel Lindau caractérisée par une preé-
disposition familiale & une variété de cancers comme le cancer du rein a cellules clai-
res, les hémangioblastomes ou les phéochromocytomes. Ce géne a donc les attributs
d’un géne suppresseur de tumeur dont le premier alléle est déja absent dans la lignée
germinale et le second est perdu ou muté au niveau somatique. A I'état normal, la pro-
téine VHL [11] est un régulateur négatif du facteur d’élongation SllI (élongine). En
son absence, il y a perte de la régulation normale au niveau de I’élongation, d’ou pos-
sibilité d’une expression anarchique de certains génes. Bien que ce ne soit pas établi, il
est intéressant de spéculer sur la possibilité que les oncogenes cellulaires c-myc et
c-fos, dont nous avons vu qu’une régulation importante intervenait aussitot aprés
I’initiation [12], soient des cibles décisives de ce processus.

C’est a cette étape de la transition de I'initiation a I’élongation qu’un autre facteur
pTEFb (positive Transcription Elongation Factor) joue un réle décisif en phospho-
rylant une sous-unité de la RNA-polymérase. Cet événement libére la RNA-
polymérase des multiples interactions qui lui ont permis de reconnaitre le promo-
teur. Ayant ainsi largué ses amarres, elle peut alors s’engager dans I’élongation. Il est
intéressant de noter que I'activité kinase de pTEFb est modulée par un ARN
cellulaire, le 7S K, dont on ignorait jusqu’alors complétement la fonction [13, 14].
Au-dela de ce réle physiologique indispensable, pTEFb est impliqué dans une étape
essentielle de la production de ’ARN de HIV. Le HIV recrute a son profit cette
protéine cellulaire essentielle pour la forcer a produire préférentiellement I’ARN
viral [9]. On trouve |a un nouvel exemple de subversion de la machinerie cellulaire au
profit d’un virus.
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L’épissage

Un autre dogme fondamental de la biologie moléculaire, un géne-une protéine, a été
définitivement détruit par la notion de génes morcelés en exons/introns ; 1977 est la
date de cette immense révolution qui valut a Sharp et Roberts le prix Nobel de
Physiologie et Médecine en 1993.

L’épissage est ce processus qui permet d’exciser les séquences indésirables du
pré-messager pour élaborer un messager fonctionnel. Mais cette réaction n’est pas
univoque. On sait depuis longtemps qu’il peut exister plusieurs options permettant
de produire plusieurs messagers, donc plusieurs protéines a partir d’'un méme
pré-messager, donc d’une méme séquence d’ADN : c’est I'épissage alternatif. Un des
premiers exemples décrits est celui du géne de la calcitonine qui produit effective-
ment cette hormone dans la thyroide mais aussi la CGR (Calcitonin Gene Related
Peptide) dans le cerveau [15] (Figure 1). Les exemples d’épissage alternatif couvrent
pratiqguement tout le champ de la physiologie, de I'endocrinologie a la neurologie en
passant bien sr par I'immunologie ou ce phénomeéne touche pratiqguement tous les
membres de la superfamille des immunoglobulines.

Au-dela de ces exemples nhombreux, mais qui pouvaient néanmoins apparaitre
ponctuels, ce qu’on ne soupgonnait pas d’emblée, c’est I'ampleur quantitative du
phénomeéne et ce fut une surprise, voire une déception, d’apprendre d’une premiere
lecture superficielle du génome humain que le nombre de nos génes, précédemment
estimé au moins a 150 000, devait étre revu a la baisse aux environs de 32 000 [16, 17].
Une exploitation plus générale de I’épissage alternatif permettrait de combler tres
facilement cette discordance.

Les tentatives d’évaluation globale du phénoméne d’épissage alternatif sont trés
récentes et résultent essentiellement de la comparaison informatique des séquences
exprimées a partir d’un méme géne et en rapport avec la séquence du génome. Les
estimations les plus récentes indiquent que 40 & 60 % des genes humains sont I’objet
d’épissage alternatif [18] suggérant que ce mécanisme est bien un élément essentiel
de la diversité fonctionnelle du génome humain, d’autant que la plus grande partie
(70 a 88 %) de ces variants d’épissage affecte la protéine elle-méme [19]. Un exemple
extréme est celui du gene DSCAM (Down Syndrome Cell Adhesion Molecule), une
molécule d’adhérence cellulaire de la superfamille des immunoglobulines impliquée
dans le guidage axonal, qui peut générer potentiellement pres de 40 000 isoformes
[20].

Reste cependant a dresser un répertoire exhaustif des isoformes d’épissage alterna-
tif réellement exprimées. C’est ce qu’a entrepris de réaliser le groupe de J. Tazi a
I’Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier, en collaboration avec ExonHit.
Ces résultats, non encore publiés, reposent sur une stratégie entiérement originale de
criblage différentiel permettant de repérer, sur I’ensemble du génome et sur des
critéres biochimiques, les messagers issus de Iépissage alternatif.
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Fig. 1. — L’'épissage alternatif du gene calcitonine/CGRP. Le choix du site de coupure/

polyadénylation (pA) oriente I’épissage vers I'inclusion de I’exon 4 (qui ménera a la calcitonine)
ou des exons 5 et 6 qui ménera au CGRP (Calcitonine Gene Related Peptide).

Les cas ou des dysfonctionnements de la machinerie d’épissage sont a I’origine de
maladies humaines sont déja trés nombreux et dépassent largement les possibilités
de recensement d’une revue comme celle-ci. On évalue a environ 15 % la proportion
des maladies génétiques qui résultent d’anomalies de I’épissage [21]. Pour s’en tenir
au cadre du cancer, nombreux sont les exemples d’inactivation de génes suppres-
seurs par modulation de I’épissage alternatif. On peut citer les quelques génes
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suivants : p16'™ <4~ [22], p130 (de la famille du géne du rétinoblastome Rb) [23], WT
(tumeur de Wilms) dont la proportion des isoformes varie dans les cancers du sein
par rapport au tissu normal [24], p53 dont la protéine est inactivée par mutation
d’un site d’épissage dans certains cancers des VADS [25], I'exon 18 de BRCA 1 dont
le mauvais épissage est causé par le polymorphisme d’un enhancer exonique [26] ou
encore HDM2 dont 5 variants d’épissage sont détectés dans les carcinomes ovariens
et pancréatiques et dont les expressions évoluent avec la progression tumorale [27]
d’adaptabilité et d’évolution. On sait maintenant qu’il en est aussi I’artisan grace
aux snARNSs qui sont les agents catalytiques de I'épissage [28].

La stabilité du messager

La plupart des messagers eucaryotes sont tres stables. Mais qu’en est-il de ceux qui
interviennent & un titre quelconque dans le cycle cellulaire et qui ne doivent étre
exprimés que dans une tres étroite fenétre de temps ? Non seulement la décision de
les fabriquer doit suivre une chronologie extrémement précise mais encore faut-il
pouvoir les éliminer sitét qu’ils sont devenus indésirables.

Ces considérations nous raménent a un travail fondateur de mon laboratoire dans le
milieu des années 80, qui a établi I'importance du contréle de la stabilité des
messagers de certains oncogenes comme c-myc et c-fos dans la cancérogenese
[29-31]. Nous avons en effet montré pour la premiere fois que le messager c-myc était
extrémement instable (10-15 minutes comparées aux quelques dizaines d’heures
d’un messager cellulaire de stabilité normale) dans des cellules normales [29] mais
qu’il était stabilisé dans des cellules transformées [30-31]. Ces travaux établissaient
gu’un événement purement post-transcriptionnel, & savoir la production inoppor-
tune d’'un messager (et d’'une protéine) normale, pouvait constituer une étape
décisive de la cancérogenese.

L’ARN, CIBLE OU ACTEUR DE NOUVELLES STRATEGIES THERAPEU-
TIQUES

L’idée de bloquer sélectivement la traduction d’un messager et donc la production
d’une protéine donnée date d’une vingtaine d’années. Méme si les succés thérapeu-
tiques sont a ce jour trés limités, ce concept a été tres fécond car il a ouvert de
nombreuses pistes, de facon parfois complétement inattendue, et qui paraissent
néanmoins extrémement prometteuses & moyen terme.

Oligonucléotides antisens et RNAI

Tout a commencé avec la fabrication d’oligonucléotides ADN complémentaires des
messagers dans I'idée de bloquer leur traduction, un mécanisme qui n’a d’ailleurs
jamais pu étre prouvé. Une quinzaine d’essais cliniques de phases | ou Il sont
actuellement en cours dans des cancers ou des maladies virales. Une seule appli-
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cation est a ce jour approuvée pour le traitement de la rétinite a cytomégalovirus
[32].

Mais c’est a I’occasion de recherches sur les mécanismes d’action d’ARN anti-sens
chez les plantes que s’est développée une autre voie entierement nouvelle fondée sur
I'utilisation de courtes séquences d’ARN en double brin (RNAIi pour RNA inter-
férence), dont le mécanisme d’action vient d’étre élucidé récemment. Le RNA en
double chaine est I’objet d’'un phénoméne d’amplification enzymatique a I'intérieur
de la cellule, un peu & la maniére d’une PCR, qui inonde la cellule par une grande
quantité de RNA antisens avec comme conséquence la dégradation du messager par
une RNAse de type I11. L’effet du RNAI est donc finalement un effet antisens dont
I’efficacité résulte de la quantité et de la permanence de la production de RNA
antisens dans la cellule [33].

Ce phénoméne, utilisé d’abord avec un succes retentissant chez les plantes, le
nématode et la drosophile, vient d’étre appliqué a des cellules de mammiféres en
culture [34, 35]. On est cependant encore loin d’une application in vivo a I’homme
mais I'originalité de cette approche et surtout sa généralité, justifient I’énorme
intérét qu’elle a suscité au cours de ces derniers mois.

Ribozymes

La premiere activité catalytique découverte pour I’ARN fut une nucléase (voir plus
haut) d’ou I’espoir immédiat de pouvoir créer des molécules d’ARN artificielles
capables de détruire sélectivement un messager donné. Plusieurs essais cliniques
(phases I, 11 ou préclinique) sont en cours, principalement dans certains cancers ou
infections virales comme HIV [36]. Ces ribozymes ne sont pas délivrés tels quels, ce
qui poserait d’énormes problémes pratiques, mais par des vecteurs libérant le
ribozyme dans les cellules infectées. 1l s’agit donc au sens strict d’une approche
classique de thérapie génique avec son cortege habituel de difficultés techniques et de
problémes pour la plupart non encore résolus.
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DISCUSSION

M. Raymond ARDAILLOU

Y a-t-il une régulation physiologique de I'activité ou de I’expression de la SR protéine
kinase ?

La question est effectivement importante. Les cellules en culture peuvent pousser sans
SR-PK mais pas les embryons déficients en Topoisomérase I. Ceci indique que la Topo
I/SR-PK est indispensable au développement mais pas a la prolifération. A I'inverse, la
surexpression forcée de la Topo | obtenue par transfection est létale, ce qui semble
indiquer que I’activité de cette enzyme doive étre maintenue dans une fourchette étroite.
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M. Claude DREUX

Vous avez dit que 10-15 % des maladies génétiques résultent d’un épissage alternatif.
Pouvez-vous me donner quelques exemples de maladies de ce type ?

Ce sont en général des maladies tres rares. On peut citer des maladies comme les
amyotrophies spinales (SMA pour Spinal Muscular Atrophy), le syndrome d’Ehlers-
Danlos, ou certains cas de mucoviscidose. On peut en trouver des listes plus exhaustives
dans des revues récentes (Trends in Genetics, 2002, 18, 123 et 186).

M. Francois-Bernard MICHEL

L’intitulé de la communication (« retour aux origines ») pouvait laisser entendre que la
génomique aurait été inddment considérée aux dépens de la post-génomique. Celle-ci ne
procede-t-elle pas de la premiere ?

C’est exact. Cette formulation était celle du titre de lacommunication écrite dont I’exposé
oral ne reprend qu’une petite partie. C’était une allusion a I’évolution actuelle de I'intérét
scientifique qui se déplace de la génomique vers la post-génomique avec la conséquence
que c’est I’ARN qui prend le devant de la scene aux dépens de I’ADN. C’était également
un clin d’eeil au fait que I’ARN est maintenant considérée comme la molécule primor-
diale de I’évolution car elle seule est potentiellement capable a la fois de contenir de
I'information génétique et de la répliquer.

M. Henri ROCHEFORT

Est-ce que la proportion de 40-60 % de génes qui font I’objet d’un épissage alternatif chez
I’hnomme représente le sommet de I’évolution ou bien cette proportion est-elle moindre chez
d’autres vertébrés ?

Bien que seule la séquence complete du génome humain soit connue, tout semble
indiquer que la situation soit la méme pour tous les mammiféeres. La proportion est
cependant moindre si I’on descend plus bas dans I’échelle évolutive, comme par exemple
chez la drosophile ou le nématode.
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INFORMATION

au nom de la Commission XVI (Relations internationales)

Fédération des Académies de Médecine
et des Institutions Similaires de I'Union Européenne

Louis AUQUIER

Les relations internationales de I’Académie nationale de médecine ont porté sur
les points suivants au cours de I'année écoulée et de 'année en cours.

Fédération des Académies de Médecine et des Institutions Similaires de
I'Union Européenne

L'usage s’est établi que la Fédération se réunisse deux fois par an. Les
réunions se tiennent a Bruxelles au sieége de la Fédération et dans un des pays
membres, actuellement au nombre de dix. Divers sujets sont abordés, des
recommandations sont adressées, lorsque cela semble opportun, aux mem-
bres de la Commission Européenne.

En mai 2001, le sujet traité était la sécurité alimentaire. Il a donné lieu a des
rapports de F. Montrasio (ltalie), Pennington (Royaume Uni), Rey Calero
(Espagne) et M. Tubiana, ce dernier insistant sur la nécessité d’'un étiquetage
des produits alimentaires, en particulier pour les plats préparés.

En décembre 2001 a Lisbonne, sous la présidence de Ribeiro da Silva
(Portugal) qui a succédé a M. Duran Sacristan (Espagne), deux thémes ont été
abordés : la situation actuelle de la formation médicale continue en Europe et
les probléemes posés par la télémédecine et ce qu'on entend sous ce terme.
Une étude critique en a été présentée par J. Civatte et A. Pompidou. La
discussion qui a suivi a montré qu’il n’était pas urgent d’intervenir sur ce sujet
auprés des autorités européennes. A 'opposé, il convient de rappeler que la
réunion de mai 2000 a Bruxelles sur la tuberculose résistante aux antibiotiques,
apres les rapports de Fr. Portaels, de C. Voisin et de Rey Calero, et la réunion
de Madrid en décembre 2000 sur les accidents de la phytothérapie paralléle,
ont donné lieu chacune a des recommandations auprés de la Commission
Européenne.
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Pour 'année en cours, la premiere réunion s’est tenue a Bruxelles le 4 mai ; elle
a été consacrée aux vaccinations : leur calendrier et leur sécurité. Les
rapporteurs en étaient P. Lachmann (Royaume Uni), Rey Calero (Espagne) et
deux rapporteurs belges (Vandamme, d’Anvers, et Levy, de Bruxelles) qui ont
fait une analyse pertinente de la situation créée par la décision frangaise
supprimant a titre provisoire la vaccination contre I’hépatite B en 1998. Il a été
évoqué la création d’une vaccinovigilance au niveau européen.

La prochaine réunion de la Fédération se tiendra & Paris, samedi 16 novembre
2002.

Réseau inter-Académique Médical (Inter Academy Medical panel .A.M.p.)

Créé en 2001 a Tokyo par I'l|AP (Inter Academy Panel), le réseau IAMP réunit
37 Académies de Médecine et Sections médicales d’Académies des Sciences.

La 1° réunion de ce réseau mondial a eu lieu a Paris les 20-21-22 mars 2002
avec comme théme «le défi des maladies infectieuses : résistance aux
antibiotiques et bioterrorisme ». Les textes remis sont en cours de publication.

Objectif de 'AMP :

— étre un interlocuteur privilégié auprées des organismes nationaux et inter-
nationaux sur les problemes de santé, en particulier dans les pays en
développement (P.E.D.)

— Collaborer avec les P.E.D. pour le recueil des données, la promotion des
programmes de santé, et celle des projets de recherche médicale.

Le Comité de pilotage comprend des représentants des Académies de Méde-
cine d’Afrique du Sud, du Brésil, de Chine, des Etats-Unis, de France, du
Japon, des Philippines, du Royaume Uni et de la Turquie.

Coprésidence : Institut de Médecine de ’Académie des Sciences des Etats-
Unis (Pr David Challoner) et Académie nationale de Médecine de France (Pr
Guy de Thé).

La participation de la Fédération des Académies nationales de Médecine et des
Institutions similaires de I'Union Européenne a l'activité de I'lLAM.P. est a
envisager.

Autres projets de rencontre

Aprés la visite, le 19 mars 2002, du Président et du Vice-président de
'Académie nationale de médecine du Brésil, la tenue a Paris d’une réunion
commune franco-brésilienne sur un sujet chirurgical, en principe fin mars 2003,
a été décidée.
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Il existe une Fédération des Académies brésiliennes de médecine. Le prési-
dent de '’Académie de I'Etat de Sergipe souhaite une coopération avec la
France.

Des projets de coopération, avec des rencontres communes, sont envisagées
avec le Québec, la Chine continentale et des pays de I'Est européen, sous
réserve de recevoir les aides financiéres indispensables.

L’Union médicale balkanique invite chaque année un représentant de I'Acadé-
mie : la réunion aura lieu en juin 2002 a Kishinev (République Moldave), sur le
théme : les urgences médicochirurgicales.

MoTs-CLES : ACADEMIE et INSTITUT. COMMUNAUTE ECONOMIQUE EUROPEENNE.
KEY-woRDS (Index Medicus) : ACADEMIES AND INSTITUTES. EUROPEAN UNION.

909






Bull. Acad. Natle Méd., 2002, 186, n°® 5, 911-912, séance du 14 mai 2002

INFORMATION

L’évolution de I'imagerie médicale en 2001

Jean-Daniel PICARD *

A partir des enseignements du dernier congrés de la SFR ' et du RSNA 2, il
nous est apparu intéressant de vous proposer un survol des nouveautés et de
'évolution de 'imagerie alors que les années précédentes, nous avions tenté
de vous faire bénéficier de nouvelles techniques, ARM, PET, endoscopie
virtuelle, PACS et de leur évolution pratique en milieu hospitalier.

En 2001, il n'y a pas de nouvelles techniques. Nous n’assistons qu’a un
perfectionnement permanent des résultats et une accélération du travail de
tous ces équipements informatisés.

Quant aux bénéfices cliniques, ils sont prodigieux. Dans toutes les spécialités
médicales, les résultats, grice aux progres, aboutissent a ce que nous
considérons étre la perfection, véritable prouesse de la technologie.

Un survol de l'imagerie et des techniques :

— en premier lieu, une image quasi parfaite de 'anatomie ou dans tous les
territoires de véritables atlas sont réalisés gréace a une imagerie (certes
virtuelle), mais identique a celle des plus belles photographies réalisées in
vivo et plus attractives que celles réalisées en « amphithéatre » ;

— en deuxiéme lieu, nous assistons a une compétition permanente des
scanners actuels avec I'IBM. Grace a des temps de pose tres courts, I'abord
des structures mobiles autorise une imagerie cardio-vasculaire, digestive,
ostéo-articulaire, etc, rapide, de définition morphologique parfaite, associée
a une étude fonctionnelle ;

— bien entendu, I'étude tridimensionnelle est devenue un élément essentiel.

Son obtention quasi immédiate autorise la confrontation permanente de
limage dans tous les plans de I'espace ;

— l'essor de l'endoscopie dite virtuelle, dans toutes les spécialités, est
prodigieux. Chaque organe est explorable, en profondeur, s’il existe des

* Membre de I’Académie nationale de médecine.
1 Société Frangaise de Radiologie (Paris, octobre 2001).
2 Chicago, novembre 2001.
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cavités et en périphérie, ce que nous avons appelé la « périscopie ».
L’endoscopie virtuelle n’est pas un examen supplémentaire, c’est le com-
plément obtenu simultanément lors de toute exploration d’'organe, grace a
un logiciel informatique adapté a I'lRM ou au scanner ;

— dans le domaine cardio-vasculaire qui nous préoccupe prioritairement, nous
ne savons plus qui I'emporte de 'ARM ou des scanners rapides. Certes
'absence d’irradiation et de produit de contraste iodé contribue a privilégier
la résonance magnétique. Néanmoins, la diffusion des scanners et la mise
en évidence des calcifications justifient cette technique en premiére inten-
tion dans certaines indications ;

— le PACS devient progressivement un équipement irremplagable pour la
diffusion des informations. Grace a toutes ces performances, I'imagerie
moderne constitue une source essentielle d’'informations pour I'enseigne-
ment médical ;

— la recherche d’une lecture automatique des images pathologiques est
devenue indispensable, étant donné le grand nombre d’images réalisées
pour chaque organe. Cette recherche a débuté par la lecture des mammo-
graphies. Elle s’intensifie en pathologie pulmonaire, colique, etc. Elle n’est
certes pas spécifique, mais oriente la lecture, constitue un « débrouillage »,
un moyen de contrble et d’apprentissage efficace pour la formation des
spécialistes ;

— quelques images exceptionnelles, en dehors de cette synthése, méritent
d’étre rapportées dans certaines spécialités :

. la surveillance de greffes pancréatico-rénales en IRM avec mise en
évidence des parenchymes, des vaisseaux et des éventuelles complica-
tions,

« I'évolution des cancers du col utérin sous simple chimiothérapie : régres-
sion totale sous IRM contr6lée histologiquement,

« la découverte de ganglions lymphatiques intra-articulaires dans le genou,
responsables de symptomatologie douloureuse,

. la présence de 3 voire 4 chenaux dans des dissections aortiques.
Ce survol est trop rapide et nous sommes persuadé que bien des spécialistes

parmi nous auraient découvert des informations plus importantes que nous
n’avons pas eu I'opportunité de saisir ou qui nous ont échappé.
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COMMUNIQUE

Sur les cellules souches embryonnaires humaines
en médecine « régénératrice »

On the use of human embryonic stem cells in regenerative
medical activity

Denys PELLERIN

Sous I'égide de ’Académie des sciences, de ’Académie nationale de médecine
et de la Royal Academy of medical sciences du Royaume-Uni s’est tenu a
I'Institut de France, du 25 au 27 mars 2002, un trés intéressant colloque sur Les
cellules souches embryonnaires et la thérapie cellulaire.

La derniere séance, qui se tenait, le 27 mars a I'’Académie nationale de
médecine sous la présidence du Pr Maurice Tubiana, se proposait, a la lumiere
de I'état d’avancement des recherches, de faire le point sur 'aspect médical
actuel, dans notre pays, des applications déja possibles ou escomptées des
travaux expérimentaux, de confirmer ce qui est déja une réalité de la médecine
régénératrice, de relativiser ce qui n’est encore qu’un espoir et exigera encore
une longue phase expérimentale avant toute application réellement médicale,
c’est-a-dire thérapeutique.

Au terme de ce colloque, 'Académie nationale de médecine

— rappelle qu’elle a déja défini, en 1996, 1998 et 2001, sa position sur la
médecine de I'embryon et a souligné la nécessité de développer les
recherches dans ce domaine pour élucider les échecs de la procréation
naturelle et améliorer les résultats de I'assistance médicale a la procréa-
tion ;

— renouvelle 'expression de son opposition au clonage a visée de procréa-
tion;

— définit aujourd’hui les quatre principes qui devraient conduire a une nouvelle
médecine régénératrice a partir des cellules souches embryonnaires
humaines :

« ’Académie a toujours encouragé l'utilisation thérapeutique des cellules
souches extraites d’organismes adultes et feetaux ;
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. avant tout essai thérapeutique, des études expérimentales sur des
modeéles animaux sont nécessaires pour connaitre les capacités de
prolifération, de différenciation, d’éventuelles instabilités génétiques et
transformations malignes des cellules souches embryonnaires ;

. au-dela de ces premiers travaux, les mémes études pourraient étre
reprises sur les lignées cellulaires obtenues a partir de blastocystes
humains, qui ne font plus I'objet de projet parental, sous réserve de
'accord des progéniteurs et de l'autorisation de l'autorité habilitée a les
contrdler, ces blastocystes étant destinés, dans les conditions Iégislatives
actuelles, a la destruction ;

« pour les recherches utilisant les cellules souches obtenues par transfert
intra-ovocytaire d’un noyau somatique, 'Académie n’exprime pas
d’opposition de principe, a condition que les régles de surveillance soient
les mémes que pour les lignées cellulaires dérivées des blastocystes
humains. Cette méthode parait capable d’obtenir des cellules douées
d’'un grand potentiel de prolifération et de différenciation, cellules qui
semblent, a ce jour, les seules a étre génétiquement et immunologique-
ment identiques a celles de I'organisme receveur. Cependant, il s’agit la
de données théoriques dont la réalité n’a pas encore été démontrée
expérimentalement. Il est important de développer les recherches dans ce
domaine. Il est également indispensable d’étudier les moyens d’éviter que
ces techniques ne puissent étre utilisées en vue d’un clonage a visée
procréatrice. |l faudrait aussi prendre des dispositions pour éviter toute
dérive liée au recueil d’'ovocytes nécessaires a une telle recherche.

L’ensemble de ces problemes continue a poser de difficiles interrogations

éthiques a I'égard desquelles I'Académie nationale de médecine restera
attentive.

I en sera de méme pour les aspects réglementaires qui peuvent étre
sensiblement différents au sein méme des Etats membres de I'Union euro-
péenne.

L’Académie, saisie dans sa séance du mardi 7 mai 2002, a adopté le texte de
ce communiqué (6 abstentions).

MOTS-CLES : CELLULE SOUCHE. STRUCTURES EMBRYONNAIRES. IVIEDECINE REPRODUCTION.
Kev-worps (Index Medicus) : Stem ceLLs. Emeryonic sTrRucTures. REePRoDUCTIVE MEDICINE.
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ACTES
DE L’ACADEMIE NATIONALE DE MEDECINE

Séance du 7 mai 2002

Présidence de M. Maurice TUBIANA, président

ORDRE du JOUR
Communications

Jacques EuzEBy (Académie nationale de médecine)
Sur I’épidémiologie de la cryptosporidiose humaine.

Gérard ScHaAIsoN, Isabelle CAUBEL, Nadia BELMATOUG, Thierry BILLETTE de
VILLEMEUR, Jean-Marie SAUDUBRAY (HOpital Saint-Louis — Paris)

Résultats francais de I’enzymothérapie substitutive dans la maladie de
Gaucher.

Communiqué
Denys PELLERIN
Sur les cellules souches embryonnaires humaines en médecine « régénératrice »
Vote
Jacques-Louis BINET et Georges DAVID
Approbation des nouvelles procédures d’élection.
Information
Louis AUQUIER
Fédération des Académies de médecine et des Institutions similaires de I’'Union
européenne.

915



Bull. Acad. Natle Méd., 2002, 186, n° 5, 915-924, séance du 7 mai 2002

Comité secret

Bernard Launois
Rapport sur les candidatures a une place de membre titulaire dans la 8°™ section,
en remplacement de M. Pierre Macnin, décédé.

Jean-Noél FIESSINGER

Rapport sur les candidatures & deux places de correspondant national dans la 16
division, en remplacement de MM. Jean SuTTer et Jacques BoUDOURESQUES,
nommés honoraires.

ACTES

CORRESPONDANCE OFFICIELLE

La ministre de I'Emploi et de la Solidarité, direction générale de la santé, sollicite,
par lettre du 25 avril 2002, un avis sur le projet de décret fixant les conditions
d’exercice de la biovigilance.

Commission | (Biologie — Immunologie — Génétique)

CORRESPONDANCE NON OFFICIELLE

Le professeur Vasile CANDEA, Secrétaire général de I’'Union Médicale Balkani-
que, informe, par lettre du 20 avril 2002, de la tenue a Kishinev (République de
Moldavie) les 19, 20 et 21 juin 2002, de la XXV11*™ Semaine Médicale Balkanique
sur le theme Les urgences médicochirurgicales. L’Académie est invitée a se faire
représenter.
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Séance du 14 mai 2002

Présidence de M. Maurice TUBIANA, président

ORDRE du JOUR

Communication

René FrRypDMAN (Hbpital Antoine Béclere — Clamart), Gérard TACHDJIAN,
Nelly AcHOUR-FRYDMAN, Pierre RAy, Serge RomaNa, Samir HAMANAH,
Sabine MARCADET-FREDET, Violaine KERBRAT, Renato FANCHIN, Jacques
KapocH, Tania ATTIE, M. LELORCH, Michel VEKEMANS, Arnold MuNNICH

Le diagnostic génétique préimplantatoire : premier bilan du groupe parisien.

Elections
— d’un membre titulaire, dans la 8™ section, en remplacement de M. Pierre
MAGNIN, décédé ;

— de deux correspondants nationaux, dans la 1°"® division, en remplacement de
MM. Jean SUTTER et Jacques BOUDOURESQUES, nommeés honoraires.

Information

Jean-Daniel PicARD
L’évolution de I'imagerie médicale en 2001.

Comité secret
Jean CIVATTE
Rapport financier 2001.

Jacques FROTTIER
Rapport sur les candidatures

— a une place de membre titulaire dans la 3° section, en remplacement de
M. Jacques CHRETIEN, nommé membre émeérite ;

917



Bull.

Le

Acad. Natle Méd., 2002, 186, n° 5, 915-924, séance du 14 mai 2002

— adeux places de correspondant national dans la 3° division, en remplace-
ment de MM. Charles MERIEUX et Robert BONNIOT de RUISSELET, NOmmés
correspondants honoraires ;

— a une place de correspondant de I’'lle-de-France dans la 3° division, en
remplacement de M™® Monique ASTIER-DuMAS, nommée honoraire.

Etienne-Emile BAULIEU

Rapport sur les candidatures

— a une place de membre titulaire dans la 4° section, en remplacement de
M. Jean DAUSSET, hommeé émérite.

Christian CABROL

Rapport sur les candidatures

— a une place de membre titulaire dans la 7° section, en remplacement de
M. Jean-Charles SOurNIa, décédeé ;

— aune place de correspondant national dans la 7° division, en remplacement
de M. Albert RayNaUD, nommé honoraire.

ACTES

DECLARATION DE VACANCE

président déclare vacante une place de membre titulaire dans la 2° section

(Chirurgie et Spécialités chirurgicales) & la suite du décés du professeur Maurice
MERCADIER.

Lo
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ELECTIONS

rdre du jour appelle I'élection :

d’un membre titulaire dans la 8°™ section (Membres non résidants, option Chi-
rurgie et Spécialités chirurgicales) en remplacement de M. Pierre MAGNIN,
décédé.
La section présente aux suffrages de I’Académie les candidats dans I’ordre
suivant :

— en premiére ligne : M. Michel CogNAT (Lyon),

— en deuxieme ligne et par ordre alphabétique : MM. Bernard BLaNc (Mar-
seille), Maurice-Antoine BRUHAT (Clermont-Ferrand), Philippe VICHARD
(Besancon).
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1l est procédé a un tour de scrutin qui donne les résultats suivants :

nombre de votants : 103
suffrages exprimés : 103
majorité : 52
ont obtenu : MM. COGNAT 40
BLaNc 4
BRUHAT 4
VICHARD 54
Bulletin blanc
marqué d’une croix 1
103

M. Philippe VICHARD, ayant obtenu la majorité absolue des suffrages exprimés,
est proclamé élu membre titulaire dans la 8° section (membres non résidants,
option Chirurgie et Spécialités chirurgicales).

Son élection sera soumise a I'approbation de Monsieur le Président de la
République.

de deux correspondants nationaux dans la 1% division (Médecine et spécialités
médicales) en remplacement de M. Jean SUTTER et Jacques BOUDOURESQUES,
nommeés honoraires.

MM. Bernard SALLE (Lyon) et Jean-Marie WARTER (Strasbourg) sont élus.
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Séance du 28 mai 2002

Présidence de M. Maurice TUBIANA, président

ORDRE du JOUR

Communications

Michel CogNAT (Centre Fertily, Clinique de Monplaisir — Lyon), Jean-
Francois GuErIN, Bertrand Keppi, Sylvia PILIKIAN

Le traitement de I’azoospermie excrétoire. La chirurgie face a la biologie.

Phlippe JEANTEUR (Lauréat de I’Académie nationale de médecine — CNRS,
Institut de Génétique Moléculaire de Montpellier).

De la génomique a la post-génomique : un retour aux origines ?

Elections

— d’un membre titulaire, dans la 3°™ section, en remplacement de M. Jacques
CHRETIEN, nommé émérite.

— de deux correspondants nationaux, dans la 3™ division, en remplacement de
MM. Charles MERIEUX et Robert BONNIOT DE RUISSELET, hommés hono-
raires.

— d’un correspondant de I'lle-de-France, dans la 3*™ division, en remplacement
de M™ Monique ASTIER-DumAs, nommée honoraire.

— d’un membre titulaire, dans la 4°™ section, en remplacement de M. Jean
DAUSSET, nommé émérite.

— d’un membre titulaire, dans la 7°™ section, en remplacement de M. Jean-
Charles SOURNIA, décédé.

— d’un correspondant national, dans la 7° division, en remplacement de M.
Albert RAYNAUD, nommeé honoraire.
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ACTES

CORRESPONDANCE NON OFFICIELLE

M. Philippe VicHARD remercie pour son élection & une place de membre titulaire
dans la 8°™ section (Membres non résidants, option Chirurgie et Spécialités chirur-
gicales).

M. Jean-Marie WARTER remercie pour son élection & une place de correspondant
national dans la 1" division (Médecine et spécialités médicales).

Le Général DeBarNOT, commandant la brigade de sapeurs-pompiers de Paris,
invite, par lettre du 17 mai 2002, dix a douze membres de I’Académie a visiter son
Etat-major, place Jules-Renard a Paris. Cette visite, prévue le mardi 2 juillet & partir
de 9 H 30, comportera une présentation en salle, une visite du centre 18, la
présentation de matériels opérationnels. Elle sera suivie d’un déjeuner.

ELECTIONS

L’ordre du jour appelle I'élection :

— d’un membre titulaire dans la 3°™ section (Hygiéne et épidémiologie), en rempla-
cement de M. Jacques CHRETIEN, nommeé émeérite.
La section présente aux suffrages de I’Académie les candidats dans I'ordre

suivant :

— en premiere ligne : M. Pierre BEGUE,

— en deuxiéme ligne et par ordre alphabétique : MM. Claude-Pierre
GIUDICELLI et Francois GREMY.

Il est procédé & un Premier tour de scrutin qui donne les résultats suivants :

nombre de votants : 109

suffrages exprimés : 108

majorité : 55

ont obtenu : MM. BEGUE 42
GIUDICELLI 43

GREMY 23

Bulletin nul 1

109
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