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GLOSSAIRE

AD : Anomalie du Développement

DI : Déficience Intellectuelle

DNS : Données Non Sollicitées

CNV : Copy Number Variation ou variation du nombre de copie

SNV : Single Nucleotide Variation ou variant nucléotidique

SHD : Séquencage a Haut Débit

NGS: New Generation Sequencing

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

QI : Quotient Intellectuel

TSA : Trouble du Spectre Autistique

FISH : Fluorescent In Situ Hybridation ou Hybridation fluorescente in situ
DS : Données secondaires

SV : Strucutral Variation ou variant de structure

ACMG: American College of Medical Genetics

XHMM : eXome Hidden Markov Model

ACP : Analyse en Composantes Principales

HGMD : Human Gene Medical Database

VOUS : Variant of unknown significance ou variant de signification indéterminé
PIEV : Facteur de susceptibilité

DP : Diagnostic Primaire
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1 RESUME

Les anomalies du développement et la déficience intellectuelle (AD/DI) concernent
environ 3 % de la population. L’arrivée du séquengage de I’exome a permis d’augmenter le
taux diagnostic et de mettre en évidence de nouveau geénes impliqués dans ces pathologies.
L’exome permet de faire le diagnostic primaire mais détecte également des données dites
«non sollicités » (DNS) donnant lieu a des actions préventives et/ou curatives. De plus,
I’analyse de variation du nombre de copie (CNV), actuellement étudié¢ grace a 1’Analyse
Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA), est également possible via les données de
séquencage de I’exome. C’est afin d’évaluer les besoins des patients et les modalités
organisationnelles de 1’analyse des données non sollicitées détectées par I’exome que le projet

FIND regroupant 3 CHU dont les Hospices Civils de Lyon, a vu le jour.

L’objectif de cette theése est d’analyser les résultats du séquencage de I’exome en trio
chez 110 patients porteurs d’AD/DI des Hospices Civils de Lyon inclut dans le projet FIND.
Les patients ont au préalable bénéfici¢ d’une ACPA, examen de premiére intention dans

I’exploration d’une AD/DI.

Concernant I’analyse des données primaires, 39 variants pathogeénes ont ét¢ détectés
chez 38 patients dans les geénes suivant: CDKI13, BCLI11A4, CYFIP2, GRIN2B, CAMK2A,
GNBS5, PORCN, NCKAPI1, HEXA, KANSL1, KMT2B, KCNQS5, EFTUDZ2, PACS1, PPP2R5D,
DYRKIA, MEDI3L, ARIDIB, WDR45%*2, RACI, GRMI1, TCF4, CDKI13, MTOI, MORC?2,
PCGF2, DDX3X, STAGI, SLTRK6, TRRAP, ZMYNDI1, PIGC, GNBI, RAPSN, PC, DSP,
HUWEI et LRIG2. Le taux diagnostique est de 34.5%. Concernant les données non
sollicitées, 15 variants pathogénes chez 14 patients ont ét¢ mis en évidence (12.7% des
patients). Ces variants concernaient les génes actionnables TNNI3, LDLR, FBNI, PROC et
SERPINCI, les génes de HFE et CFTR ainsi que dans les genes de pharmacogénétique
CYP2C9 et CYP2C19. Concernant I’analyse des CNV, 6 CNV ont été retenus (analyse sur 84
patients ; résultats provisoires). Tous les CNV ont été détectés par I’ACPA préalablement. 3
CNV premierement classés comme variant de signification indéterminée ont été reclassés en

CNYV pathologiques a la suite de la nouvelle analyse de la bibliographie récente.

Le taux diagnostique de I’exome retrouvé dans notre cohorte correspond au taux décrit
dans une récente méta-analyse de la littérature (36%). L’exploration des DNS permet
d’adapter la prise en charge des patients via un conseil génétique approprié et une surveillance
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spécifique. L’analyse des CNV est efficace sur les données de 1’exome et a permis de
retrouver tous les CNV des patients déja connus. La nouvelle analyse des données de I’ACPA
est nécessaire avant de poursuivre les explorations génétiques au vu de 1’évolution rapide des
connaissances dans le domaine de la génétique. Ceci sera également le cas concernant les
données de I’exome. Il trés probable qu’a I’avenir le séquencage de 1’exome soit I’examen de
premiere intention pour I’exploration des AD/DI puisqu’il présente un taux diagnostic
supérieur a celui de ’ACPA (36% contre 12 a 15%) et qu’il permettra a la fois d’analyser les

variants monogéniques et les CNV d’un patient.

Mots clés : Déficience intellectuelle, anomalie du développement, séquengage de I’exome,

diagnostique primaire, données non sollicitées, CNV
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2 INTRODUCTION

2.1 Les anomalies du développement : un enjeu diagnostique

2.1.1 Généralités

Une maladie rare est définie en Europe par une prévalence inférieure a 5 personnes
touchées sur 10 000 (orphanet, Reglement (CE) No 141/2000 du Parlement européen et du
Conseil du 16 décembre 1999 concernant les médicaments  orphelins,

http://ec.europa.eu/health/files/eudralex/vol-1/reg_2000 141/reg 2000 141 fr.pdf) ce qui

correspond en France a moins de 30 000 personnes. L’ensemble de ces maladies rares
concerne 3 millions de personnes en France. Deux tiers de ces maladies sont graves et
invalidants et une personne concernée sur 2 est un enfant. Ces maladies seraient responsables
chez eux de 30% de la mortalité¢ infantile et dans 80% des cas, la cause est génétique

(https://fondation-maladiesrares.org/les-maladies-rares/les-maladies-rares-bis/la-definition-

des-maladies-rares/).

Les anomalies du développement (AD) concernent 3% de la population soit environ
1.8 millions de personnes en France. On compte 40 000 nouveaux cas en France par an, toutes

¢étiologies confondues (http://anddi-rares.org); ce cadre nosologique constitue donc un enjeu

de santé public. Il regroupe les syndromes polymalformatifs et dysmorphiques avec ou sans
retard du développement intellectuel secondaire a des anomalies chromosomiques ou
géniques. Il existe une hétérogénéité génétique majeure expliquant ces pathologies
puisqu’environ 7 000 maladies monogéniques rares distinctes sont répertoriées ainsi qu’un
tres grand nombre d’anomalies chromosomiques. Les cahiers d’orphanet publient 2 fois par

an une liste mise a jour de ces pathologies rares génétiques (https:// www.orpha.net).

2.1.2 La médecine génomique : un enjeu de santé publique majeur

Ces pathologies rares sont aujourd’hui reconnues par les institutions politiques
européennes et nationales avec notamment la mise en place des différents Plan Nationaux
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Maladies Rares 1, 2 et 3, le développement de laboratoires de recherche translationnelle en
génétique et la constitution de nombreuses filicres de soins et de réseaux, dont la filiére
anDDI-Rares, ayant pour objectif d’améliorer 1’accés au diagnostic génétique ainsi que la
prise en charge globale de ces pathologies. Plus récemment, le Plan France Médecine
Génomique 2025, lancé en 2016 a la demande du premier ministre Manuel Valls définit
plusieurs objectifs a atteindre concernant la médecine génomique : placer la France dans le
peloton de téte des pays engagés dans la médecine personnalisée de précision, préparer
I’intégration de la médecine génomique dans le parcours de soin et mettre en place une filiere
nationale de médecine génomique capable d’innovation scientifique et technologique. Dans ce
plan, le déploiement de 12 plateformes de séquengage a trés haut débit couvrant I’ensemble
du territoire frangais €tait prévu a I’horizon de 2020 ainsi que la mise en place d’un Collecteur
analyseur de données (CAD), capable d’exploiter le volume considérable de données
générées. En 2017, 2 projets de plateformes pilotes ont été sélectionnées parmi les 10 qui
impliquaient I’ensemble des CHU francais. Il s’agit de la plateforme de Séquencage Haut-
Débit SeQOIA en Ile-de-France regroupant 1’ Assistance Publique-Hopitaux de Paris, 1’Institut
Gustave Roussy et I’institut Curie et la plateforme AURAGEN en région Auvergne et Rhone-
Alpes comprenant les 4 CHU de la région, les 2 centres de lutte contre le cancer régionaux et
I’institut de cancérologie de la Loire ainsi que 1’école des mines de Saint Etienne. Ce projet se
concrétise avec le séquencage des premiers génomes de patients dans le domaine de la
cancérologie en mai 2019 sur la plateforme AURAGEN. Ces projets montrent une volonté de
poser les bases de la médecine génomique et personnalisée de demain comprenant une prise
en charge clinique trés spécialisée, I’acces a des technologies de séquencage innovantes pour
le diagnostic des maladies rares génétiques ainsi que le développement de la recherche afin de
mieux comprendre la physiopathologie des anomalies génétiques et d’aboutir a terme a des

approches thérapeutiques spécifiques.

2.1.3 Intérét du diagnostic génétique

Les AD sont difficiles a diagnostiquer devant leur trés grand nombre et leur
hétérogénéité clinique et génétique. Le diagnostic de certitude arrive souvent des années apres
les premiers signes cliniques et les patients ont souvent amenés a consulter différents

spécialistes. Cette errance diagnostique, également décrite dans certains articles comme une
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« odyssée », est difficile a vivre pour le patient sur le plan psychologique et sa prise en charge

médicale mais aussi socio-économique s’en retrouve impactée.

Pourtant, poser un diagnostic de certitude est indispensable et permet plusieurs

choses :

- Améliorer la prise en charge
o Médicale avec la mise en place d’une surveillance adaptée et le dépistage
des complications associées
o Socio-éducative avec la mise en place d’aides et d’interventions précoces
adaptées
- Préciser le pronostic, notamment neurodéveloppemental
- Donner un conseil génétique approprié¢ au patient et a sa famille
- Eviter de nouveaux examens inutiles et potentiellement invasifs
- Nommer la pathologie et ainsi souvent déculpabiliser les familles et le patient
- Soutenir les familles avec le rdle prépondérant des associations de patients qui font
le lien entre les familles d’enfant atteint d’une méme pathologie
- Proposer aux patients de participer a d’éventuels essais thérapeutiques selon la
pathologie
- Améliorer les connaissances sur les causes des anomalies de développement en
mettant en évidence de nouveaux geénes et de nouvelles voies de signalisation qui

pourraient potentiellement étre la cible de nouvelles thérapeutiques

2.1.4 L’arrivée du séquengage haut-débit dans la pratique clinique

Les premicres déterminations de séquence d’ADN datent des années 1970 depuis le
développement par Frederick Sanger au Royaume Uni de la méthode de séquencage dite
« SANGER ». Cette technologie a ensuite été automatisée dans les années 1990 et a permis
grace au « Human Genome Project » de séquencer le génome humain. Ce projet a cependant
nécessité une collaboration internationale, 10 ans de travail et un investissement d’environ 3
milliards de dollars. Depuis les années 2005, de nouvelles technologies de séquengage dites
« haut-débit » (SHD) ou séquencage de nouvelle génération (NGS) ou séquengage massif en
parall¢le, ont permis d’aboutir @ un changement considérable quant a la quantité¢ de données

de séquences générées. Ceci a permis d’accéder au séquencage du génome humain entier dans
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le cadre de la recherche puis dans le cadre médical avec des durées et des cotits de séquengage
en diminution. Aujourd’hui, le séquencage du génome d’un individu prend quelques jours et
coute quelques milliers de dollars. La figure 1 illustre 1’historique du séquencage du génome

humain.

Génome Génome
Individuel Individuel
15 jours 3 jours 1h
3000-5000 $ 1000 $ 100 $

' j B / ‘ /

| ‘ ’ / ‘/"‘

| | | |/

| l/ / /v’/

‘. / /

B

2003 2007 2013 2015 2025
JB Riviére, CHU de Dijon

Figure 1 : Evolution du séquencage du génome humain

Concernant les AD, I’hétérogénéité génétique est extréme, tous les génes n’étant pas
encore connus. Les techniques de diagnostic moléculaire des AD ont suivi 1’évolution du
séquengage de I’ADN. Pour les pathologies monogéniques, jusqu’a il y a quelques années, un
séquencage ciblé d’un ou plusieurs geénes pouvait étre réalis¢ devant une orientation
diagnostique mais cette approche était trés chronophage et le rendement diagnostique
dépendait grandement du gene et du phénotype présenté par le patient. L’émergence du
séquengage a haut débit a drastiquement modifi¢ le processus diagnostic génétique chez ces
patients avec I’acces au séquencage d’un treés grand nombre de geénes, a un moindre cott et la
possibilité de séquencer plusieurs patients en méme temps grace au multiplexage. Ainsi le
séquencage SANGER ciblé¢ d’un ou plusieurs génes a été remplacé par le séquencage de
« panels de génes » impliqués dans certains types de pathologies comme par exemple le panel

DI44 comportant les 44 génes les plus fréquemment associés a la déficience intellectuelle ou
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encore par le séquencgage a haut-débit de I’exome c’est a dire le séquencage de I’ensemble des

exons (partie codante de I’ADN) du génome.

Depuis I’émergence des nouvelles technologies de séquencage a haut débit datant
d’une dizaine d’année, le nombre de génes découverts associés a une pathologie humaine a
augmenté de fagon exponentielle. La figure 2 montre cette augmentation. Les génes sont issus
de la base de données OMIM (Only Mendelian Inheritance in Man) qui répertorie les génes

impliqués en pathologie humaine et associés a un phénotype.

W total MW Autosomique Liéal'x Liéal'y m Mithochondrial
6000
5559
5187
4979
5000 4620
4171
3843
4000 3852
3525
3000
2048
2000 1851
1000
169 277 287 319 334
2 26 4 28 4 28 4 31 5 33
0 — — — — —
2007 2013 2014 2017 2019

Liste des genes assoicés a un phénotype sur OMIM

Figure 2 : Augmentation du nombre de genes associés a un phénotype au cours des années
sur la base de données OMIM

Découvrir de nouveaux genes impliqués en pathologie humaine est nécessaire afin
d’avoir une meilleure connaissance des processus biologiques responsables des pathologies,
de proposer des axes de recherches pertinents et ainsi a terme de pouvoir proposer aux
patients une prise en charge approprié¢e mais également dans certains cas une thérapeutique
adaptée. La découverte de nouveaux geénes reposait principalement sur des études de liaison

dans des familles consanguines ou concernant des pathologies liées au chromosome X mais
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¢galement grace a des familles porteuses de pathologie dans des geénes de transmission
autosomique dominante (Maladie de Huntington avec le géne H7T ou les prédispositions au
cancer du sein et de ’ovaire avec les génes BRCAI et BRCA?2). Cela mettait en évidence des
pathologies récessives autosomique ou liées a 1I’X. Ensuite, I’arrivée de 1’Analyse
Chromosomique sur Puce 8 ADN (ACPA) qui permettait une analyse pangénomique a permis
de découvrir de nouveaux genes en mettant en évidence des délétions ou des duplications de
ces genes. Des puces a ADN enrichies sur le chromosome X ont également permis d’associer
de nouveaux genes a la Déficience Intellectuelle (DI) chez le garcon. Aujourd’hui, le
séquencage de I’exome ou du génome permet deux principales approches. La premicre
consiste a séquencer I’ADN de patients présentant un phénotype similaire et a filtrer les
variants afin de faire émerger un geéne ou une voie de signalisation commune. La deuxiéme
repose sur le séquencage de ’ADN d’un patient et de ses parents (séquencage dit en trio)
et/ou de la fratrie et de filtrer les variants en fonction des différents modes d’hérédité (de
novo, autosomique dominant, récessif, li¢ a I’X, hétérozygote composite) afin de limiter les

genes candidats. Cette derniére approche a augmenté drastiquement la découverte de geénes

liés a la DI ces derniéres années (Figure 3).

7004
— Autosomal dominant genes
= Autosomal recessive genes
—— X-linked genes

6007 | == Total genes

500+

400

300+

200+

Number of novel ID genes identified over time

100+

04

T T T T 1
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Year

Figure 3 : Nombre de genes liés a la DI isolée ou syndromique en fonction des années et du
mode de transmission (1)
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L’acces a I’exome a permis également 1’émergence du processus de « reverse
phenotyping ». En effet, I’identification d’un variant pathologique dans un géne responsable
d’une pathologie permet a posteriori de retrouver certains symptomes présentés par le patient
et ainsi de conforter le diagnostic moléculaire. De plus, certains variants pathologiques dans
des geénes connus pour une pathologie donnée chez un patient présentant un phénotype

atypique a permis d’élargir la liste des symptomes décrits dans la pathologie.

2.1.5 Le cas particulier de la Déficience Intellectuelle

2.1.5.1 Définition de la Déficience intellectuelle

Au sein des AD, la Déficience Intellectuelle (DI) tient une part importante puisqu’elle
touche 1.5 a 2 % de la population. La DI est définie comme un déficit des compétences
intellectuelles avec un quotient intellectuel (QI) <70. Les difficultés de raisonnement logique
et d’abstraction retentissent fortement sur les apprentissages scolaires et ensuite sur les
capacités d’adaptation dans la vie quotidienne a I’age adulte. La DI est classée selon la
Classification internationale des Maladies — 9 (CIM-9) en fonction de son degré de sévérité
déterminé par le QI:

- Retard mental léger : QI 50/55 - 70

- Retard mental moyen : QI 35/40 — 50/55

- Retard mental grave : QI 20/25 —35/40

- Retard mental profond : QI <20/25

Les classifications DSM-V et de [’American Association on Intellectual and
developmental Disabilities (AAIDD) complete cette définition par une description
typologique de la déficience ainsi que I’intensité des besoins de soutien pour mesurer le degré

de DI (Figure 4).

29

FAOUCHER
(CC BY-NC-ND 2.0)



Gravité

Domaine conceptuel

Domaine social

Domaine pratique

Léger

Maodéré

Grave

Profond

La personne a une maniére
plus pragmatique de résoudre
des problémes et de trouver
des solufions que ses pairs du
méme age...

D'ordinaire, la personne a des
compétences académigues de
niveau primaire et une
intervention est requise pour
toute utilisation de ces
compétences dans la vie
professionnelle et
personnelle...

La personne a généralement
une compréhension limitée du
langage écrit ou de concepts
faisant appel aux nombres,
quantités, au temps et &
rargent...

La personne peut ufiliser
quelques objets dans un but
précis (prendre soin de soi, se
divertir)... Des problémes de
contrdle de la motricite
empéchent souvent un usage
fonctionnel...

La personne a une
compréhension limitée du
risque dans les situations
sociales ; a un jugement social
immature pour son Age...

Les amitiés avec les pairs
tout-venant soufirent souvent
des limitations vécues par la
personne au chapitre des
communications ef des
habiletés sociales...

Le langage parlé est
relativement limité surle plan
du vocabulaire et de la
grammaire...

La personne peut comprendre
des instructions et des gestes
simples...

La personne occupe souvent
un emploi exigeant moins
d'habiletés conceptuelles...

Présence, chez une minarité
importanie, de comportements
mesadaptés a lorigine de
problémes de fonctionnement
social...

La personne a besoin d'aide
pour toutes les activités de la
vie quotidienne, y compris pour
prendre ses repas, shabiller,
se laver et utiliser les toilettes...

La personne dépend des
autres pour tous les aspecis de
Se5 50ins physiques
quotidiens, pour sa santé et
pour 5a sécurité, quoigu'elie
puisse participer  certainas de
ces activités...

Figure 4 : Criteres de gravité de la DI selon le DSM-V

En France, 10 a 20 personnes sur 1000 sont atteintes de DI légere et 3 a 4 sur 1000 de

DI sévere. Il existe un sexe ratio de 1.2 a 1.9 avec une prévalence plus €levée chez les garcons

2).

La DI peut étre associée a de nombreux autres troubles neurodéveloppementaux

comme des Troubles du Spectre Autistique (TSA), un Trouble du Déficit de I’ Attention et

Hyperactivit¢ ou des troubles du comportement. Les TSA sont un trouble du
neurodéveloppement caractérisés par des difficultés a percevoir les émotions et les intentions
d’autrui, a communiquer, a comprendre les codes sociaux et a s’ajuster sur le plan relationnel.
Dans environ 2 tiers des cas, les capacités intellectuelles des personnes autistes sont
préservées et dans 1 tiers des cas, une DI est associée. En effet, les anomalies congénitales
sont 10 fois plus fréquentes chez les patients atteints de DI en lien ou non avec 1’étiologie de

la DI ; on parle alors de DI syndromique (2).
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Des outils psychométriques récents et validés permettent de confirmer le diagnostic de
DI. Les capacités de raisonnement sont évaluées a 1’aide de plusieurs échelles de Wechsler
comme la WPPSI-IV (Wechsler Prescholl and Primary Scale of Intelligence- IV) et la WISC-
IV (Wechsler Intelligence Scale for Children-IV) pour les enfants ou la WAIS-IV (Wechsler
Adult Intelligence Scale-1V) pour les adultes. Des épreuves non verbales, adaptées pour
certains patients présentant une DI ou un TSA, offrent une alternative comme les Matrices
Progressives de Raven. Les difficultés adaptatives peuvent étre mesurées grace a 1’échelle

VINELAND-II et compléte 1’évaluation du QI (2).

2.1.5.2 Etiologie de la déficience intellectuelle

Concernant la DI syndromique ou non syndromique, il est considéré que la moiti¢ des
DI seraient d’origine génétique (2). Les autres causes de DI sont énumérées dans le tableau 1
et comprennent notamment les complications de la prématurité, les causes environnementales
(dont la premiére connue est I’alcoolisation feetale) et 35 a 40% restent inexpliquées. Les
causes génétiques considérées séparément sont expliquées par une multitude de causes qui,
prises séparément, concernent moins de 1% des cas. Deux pathologies font exception : la
trisomie 21 et le syndrome de I’X-fragile qui sont respectivement les causes chromosomiques
et monogéniques les plus fréquentes dans la DI. Les causes génétiques de DI syndromique ou
non sont les anomalies chromosomiques détectées par caryotype standard, les variations du
nombre de copies (CNV = Copy Number Variation) qui correspondent a des pertes ou des
gains > a 1kb détectées par Analyse Chromosomique sur Puce a ADN (ACPA) dont le seuil
de résolution est d’environ 40 kb, les variants monogéniques et les anomalies génétiques non
mendéliennes (maladie liée a I’empreinte parental, maladies mitochondriales). Les modes de
transmission de ces pathologies sont variables : de novo, autosomique dominant, autosomique

récessif, récessif lié¢ a I’X, dominant 1ié a I’X, mitochondriaux et li¢ a ’empreinte parentale.

Plusieurs facteurs peuvent influencer le degré de DI comme le contexte socio-
¢conomique puisque concernant la DI 1égere, la prévalence est plus faible dans la catégorie
socio-¢économique ¢élevée. Ce n’est plus le cas lorsque 1’on consideére la DI sévere ou le

contexte socio-économique n’influe pas la prévalence (2).
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Etiologies des déficiences intellectuelles

Complications de la prématurité 5%
Causes environnementales 13%
Anomalies chromosomiques 15%
Maladies métaboliques 8%
Syndromes reconnaissables 2%

Di liés au chromosome X 10%
Autres maladies monogéniques connues 10%

Di idiopathiques 35-40%

Tableau 1 : Etiologie des DI (2)

2.1.5.3 Stratégies d’exploration étiologique d’une DI

Le diagnostic d’'une DI syndromique ou non repose en premiere intention sur une
exploration compléte clinique avec la recherche des antécédents familiaux, 1’histoire de la
maladie, ’examen clinique morphologique et neurologique du patient associé des examens
d’imagerie médicale, ainsi que des analyses biologiques afin d’orienter le diagnostic. Une
IRM cérébrale est demandée devant un retard moteur important, des signes neurologiques,
une épilepsie ou une anomalie du périmeétre cranien. Dans 30% des cas, I’'IRM retrouve une
anomalie cérébrale qui apporte une orientation diagnostic dans 0.2 a 3.9%. Concernant le
bilan métabolique sans signe d’appel évocateur, les recommandations ne sont pas clairement
tranchées devant la rentabilité faible (1%) et le cout ¢élevé de ces examens. Cependant, le
caractere potentiellement traitable, le conseil génétique ainsi que le dépistage précoce de ces

pathologies sont des arguments en faveur de la réalisation d’un bilan métabolique (2).

En cas d’orientation diagnostique vers un syndrome connu ou un cadre syndromique,
une analyse SANGER si le geéne est connu ou un « petit » panel de genes si I’hétérogénéité
génétique est limitée (comme par exemple le syndrome de Cornelia de Lange) peuvent étre

réalisés.

En I’absence d’orientation, une ACPA peut mettre en évidence des remaniements

déséquilibrés ou CNV qui permet dans environ 15 a 20 % des cas de déficiences

32

FAOUCHER
(CC BY-NC-ND 2.0)



intellectuelles syndromiques ou non de poser un diagnostic (3). En effet, depuis une dizaine
d’année, I’ACPA a remplacé le caryotype standard et/ou I’hybridation en fluorescence in situ
(FISH) pour la détection des remaniements déséquilibrés. Cependant, I’ACPA ne permet pas
de mettre en évidence des remaniements équilibrés et seul le caryotype standard et/ou la FISH
permettent d’identifier ce type de remaniement ou de localiser la position d’une région
dupliquée ou insérée. L’ACPA est également limité en termes de résolution puisqu’elle ne
peut mettre en évidence que des CNV supérieur a environ 40 kb. Il est donc difficile avec
cette méthode de détecter des CNV concernant un ou plusieurs exons. De plus, une analyse
d’expansion de triplet du gene FRAXA responsable du syndrome de I’X fragile est
systématiquement réalisée, quel que soit le sexe, devant la fréquence de cette pathologie au
sein des DI et a cause de son hétérogénéité clinique rendant parfois le syndrome difficilement
reconnaissable (non réalisé en cas de syndrome polymalformatif). En cas de négativité de ces
examens, le séquengage haut-débit offre actuellement 2 alternatives :
- La réalisation d’un panel de geénes impliqués dans la DI comme le panel DI44 ou
des panels plus exhaustifs de plus de 500 genes de DI.
- Le séquengage de I’exome clinique (séquencage des génes OMIM uniquement) ou
I’exome complet avec un rendement diagnostique estimé a 36% selon la méta-

analyse la plus récente (4).

L’algorithme du choix des différentes analyses génétique possible devant une AD avec

DI est représentée dans la figure 5 (2).

La mise en place des panels DI est une solution transitoire en attendant 1’arrivée du
séquencgage de 1’exome pour le diagnostic clinique pour certains laboratoires. Si ces analyses
sont négatives, alors le séquengage du génome entier peut étre envisagé. Devant les AD sans
DI et sans orientation diagnostique, un exome d’emblée est recommandé. En ’absence de
diagnostic, une réévaluation diagnostique a intervalle régulier est recommandée avec une

consultation en génétique clinique et une relecture des données de séquencage.
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Déficiences intellectuelles avec ou
sans malformations (antécédants fami-
liaux, histoire de la maladie, examens
cliniques et complémentaires)

orientation diagnostique

labsence d’orientation diagnostique

Analyse ciblée
pour séquencage
SANGER

ACPA /X - FRA

ou
Petit panel de Panel DI (D144, ixznm;%l:/;?“:?
genes DI450, etc.) g

Exome

Génome

Figure 5 : Arbre décisionnel pour la prescription d’analyse génétique devant une DI
syndromique ou non

2.1.5.4 Taux diagnostique du séquencage de I’exome dans les AD avec DI

Plusieurs dizaines de séries d’exomes appliqués au diagnostic concernant des patients
présentant des troubles du neurodéveloppement ont été rapportées dans la littérature. Une des
premiceres grandes séries d’exomes cliniques rapportée par Yang et al, en 2014 (5) chez 2000
patients présentant principalement un trouble du neurodéveloppement présentait un taux
diagnostique de 25%. Dans cette cohorte, 51% des variants pathogénes étaient de novo et
4.6% des patients présentaient une DNS. Une autre grande série d’exome clinique chez 3040
patients rapportée par Retterer et son équipe en 2016 (6) retrouve un taux diagnostique de
28.8% avec 42.5% de mutations de novo et 6% de DNS. En France, Thevenon et al, 2016 (7)
ont rapporté une série de 43 patients avec un taux diagnostique de 33%. Les principales séries
d’exomes cliniques chez des patients présentant des troubles du neurodéveloppement sont
répertoriées dans le tableau 2. Cependant, il est difficile de comparer leur taux diagnostic
puisque que le phénotype des patients différe selon les cohortes ainsi que les stratégies de

séquencage (exome solo VS exome trio).

34

FAOUCHER
(CC BY-NC-ND 2.0)



Référence Nombre de Phénotype Taux Mutation >1 Découvertes
patients diagnostique De Novo diagnostics  secondaires
De Ligt et al., 2012 (8) 100 DI sévere 16% 81% 0 ND
Rauch et al., 2012 (9) 51 DI sévére non syndromique 50% 96% 0 ND
Yang et al., 2013 (10) 250 Pathologies neurologiques 25% 53% 1,6% 12%
Hamdan et al., 2014 (11) 41 DI modérée a sévere non syndromique 29% 100% 0 ND
Srivastava et al., 2014 (12) 78 Troubles neurodéveloppementaux 41% 59% 1,3% ND
Lee et al.,2014 (13) 814 Variable, 37% troubles du neurodéveloppement 26% 50% ND 5%
Yang et al., 2014 (5) 2000 Principalement des troubles neurodéveloppement 25% 51% 4,6% 4,60%
Wright et al., 2015 (14) 1133 87% DI, troubles neurodéveloppementaux 27% 65% ND ND
Retterer et al., 2016 (6) 3040 Variable, 36% pathologies neurologiques et DI 28,80% 42,50% 1% 6%
Nolan et Carison, 2016 (15) 50 88% troubles neurodéveloppementaux 47% 33% 0 10%
Monroe et al., 2016 (16) 17 DI/troubles du neurodéveloppement 29% ND 0 ND
Tarailo-Graovac et al., 2016 41 Pathologies métaboliques/DI 28/41% 39% 18% 44%
17
(Sta)rk et al., 2016 (18) 80 Anomalies du développement, 74% maladies neuro- 58% 36% 1 famille ND
métaboliques
Kuperberg et al., 2016 (19) 57 Troubles neurodéveloppementaux, pathologies 49% 50% 0 ND
neurologiques
Thevenon et al., 2016 (7) 43 Troubles du neurodéveloppement 33% 58% 0 1 patient
Trujillano et al., 2017 (20) 1000 Variable, 77% troubles neurodéveloppementaux et 31% 20% 1% ND
pathologies neurologiques
Vissers et al., 2017 (21) 150 DI et pathologies neurologiques 29% 77% 0 ND
Evers et al., 2017 (22) 72 Troubles du neurodéveloppement, maladies 35% 43% 1 patient ND
métaboliques, dystonie
Chérot et al., 2018 (23) 216 Troubles du neurodéveloppement 25,90% 69% 0 ND
Cordoba et al., 2017 (24) 40 Troubles neurodéveloppementaux, pathologies 40% 56% 0 ?
neurologiques
Palmer EE et al., 2018 (25) 32 Encéphalopathie épileptique 50% 21% 0 ?
Kim SH et al., 2019 (26) 108 Troubles du neurodéveloppement 38% ND 0 ND
Monies et al., 2017 (27) 1019 Variable 43% 27% 0,5% ND
Hu X et al., 2018 (28) 1323 Variable (25,9% pathologies neuromusculaires) 28,50% 40% ND ND
Snoeijen-Schouwenaars FM et 100 Epilepsie et DI 25% 86% 0 0
al., 2019 (29)
Tableau 2 : Résultats des séries d’exomes cliniques chez des patients présentant des troubles du neurodéveloppement
FAOUCHER
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2.2 Le Séquencage a Haut Débit

2.2.1 Les différentes technologies de s€quencage a Haut Débit

Les principales technologies de séquengage a Haut Débit (SHD) actuellement sont :

- Le pyroséquencage basé sur I’émission d’un signal photoluminescent secondaire a
la libération d’un pyrophosphate lors de I’incorporation de nucléotides (société
Roche 454)

- Le séquengage par détection des variations du pH secondaire a la libération d’ions
H+ lors de I’incorporation de nucléotides (société Thermo-Fisher-lon torrent)

- Le séquencage par syntheése basé sur l’incorporation de nucléotides modifiés

fluorescents (société Illumina)

Concernant ces différentes technologies, le principe général reste le méme malgré des
spécificités propres a chacune. Chaque fragment d’ADN d’intérét est sélectionné puis
amplifié et ensuite le brin complémentaire est synthétisé. Lors du séquencage, a chaque
incorporation d’un nucléotide, un signal est détecté (un signal lumineux dans la technologie
d’Illumina, une variation du pH dans la technologie Thermo-Fisher-lon Torrent). La figure 6
montre les différentes technologies de séquengage haut-débit. La technologie utilisée pour
cette étude est la technologie Illumina de séquencage par synthése qui est actuellement la
technologie de NGS dominante sur le marché. Nous expliquerons les différentes étapes de

séquengage en prenant comme exemple cette technologie dans le chapitre suivant.
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Figure 6 : Les principales technologies de séquencgage a haut débit

2.2.2 Les différentes étapes du séquengage haut-débit : Exemple de la

technologie d’Illumina de séquengage par syntheése

2.2.2.1 Génération des données de séquengage

Le séquencage haut-débit par synthése d’Illumina permet de générer massivement des
données de séquencage obtenues suites a la détection d’un signal lumineux lors de
I’incorporation successives de nucléotides. Le séquencage s’effectue sur [’appareil
NextSeq500 d’Illumina et comprend 3 grandes étapes communes aux différentes

technologies.
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- Préparation des librairies
- Amplification clonale

- Séquengage

2.2.2.1.1 Préparation des librairies

Cette étape comporte elle-méme plusieurs phases : La préparation des librairies se fait
par une méthode de capture avec la technologie d’Illumina. Une méthode d’enrichissement

par PCR existe également.

- Une étape de fragmentation mécanique par sonication de I’ADN qui permet
d’obtenir des fragments d’ADN de tailles précise en les soumettant a des ultra-sons
d’une fréquence spécifique. Une fragmentation par méthode enzymatique existe
¢galement.

- Une étape de multiplexage des échantillons qui permet de mélanger I’ADN de
plusieurs patients par 1’ajout d’un « code-barre » ou index de part et d’autre du
fragment d’ADN. Ce double indexage ou « Dual Index Library » correspond a 2
séquences spécifiques qui vont &tre associées a un ¢échantillon. Elles seront
séquencées en méme temps que les séquences d’intérét ce qui permettra apres
I’analyse bioinformatique de réattribuer les séquences a chaque échantillon (Figure
7).

- Une étape d’enrichissement des régions d’intérét par capture qui consiste a
sélectionner les régions d’intérét grice a des amorces complémentaires aux
séquences cibles. Pour le séquencage de 1’exome, les régions capturées sont les
exons et les jonctions intron-exons de 1’ensemble des genes du génome. Des kits
fournis par des sociétés de séquengage sont proposes avec I’ensemble des amorces
nécessaires pour la capture de I’exome comme par exemple le kit MedExome de

Roche (30) .
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Figure 7 : Préparation de la librairie : double indexage avec séquence P5 - index I et
sequence P7 - index?2

2.2.2.1.2 Amplification clonale

Lors de cette étape, les fragments d’ADN sont amplifiés sur un support solide (Flow
Cell) de maniere clonale et isolés en « cluster ». Avant cette étape, lors de la préparation de la
libraire, des séquences complémentaires aux adaptateurs fixés sur le support ont été ajoutées
aux extrémités 5’ (P5) et 3° (P7) des fragments d’ADN a amplifier permettant ainsi leur
accrochage au support solide (Figure 7). A chaque cycle, le brin complémentaire est
synthétisé, I’ADN double brin nouvellement formé est dénaturé. Chaque brin fixé forme un
pont en s’hybridant localement avec 1’amorce complémentaire de D’autre extrémité du
fragment d’ADN. Le brin complémentaire est ensuite synthétisé. On obtient donc des brins
sens et anti-sens du fragment d’intérét. Cette opération est répétée un grand nombre de fois et

permet ainsi d’obtenir des « clusters » de fragments d’ADN clonaux (Figure 8).

Amplification de ’ADN en cluster

° -

[ 20" " %o _

[ a?

¢

° ®'

3 28 NUARLTL
s e’ e

t— & 3 — [
b4 @ e

s | |

3 il il
® o Wit ]
H z

H 5 i, |
- t

A A

Figure 8 : Amplification clonale en « cluster » par la technologie Illumina
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2.2.2.1.3 Séquencage par synthése

L’étape de séquencage se produit au sein du systéme NextSeq 500 d’Illumina. Cette
étape est basée sur la détection d’un signal luminescent a I’incorporation de chaque nucléotide
lors de la synthese du brin complémentaire. A la fin de I’étape d’amplification clonale, toutes
les séquences «reverse » sont éliminées du support solide. Les amorces se lient aux
séquences « forward » (RAISP) et la polymérase ajoute un nucléotide associé a un
fluorochrome dont la longueur d’onde est spécifique et détectée a chaque incorporation par un
systetme de caméra. Cette succession de cycle dit de « wash and clean » permet donc la
synthése du brin complémentaire base par base. Deux longueurs d’ondes sont utilisées : le
rouge et le vert. Le nucléotide T est associé au vert, le C au rouge, le A au vert et au rouge et
le G n’est associé a aucune fluorescence (Figure 9). Une fois que le brin complémentaire est
séquencé, il est éliminé puis I’index 1 est séquencé et éliminé. Il y a ensuite formation du pont
avec I’extrémité 3° de ’ADN qui se fixe a 1’adaptateur sur le support solide. La polymérase
synthétise ensuite le brin complémentaire. L’extrémit¢ 3’ de I’ADN est bloquée a la
« Flowcell », e brin « forward » est éliminé puis 1’index 2 et ensuite le brin « reverse »
peuvent étre séquencés (Figure 10). Concernant le SHD-E, les fragments d’ADN font 150pb
et sont donc lus dans les deux sens. On parle de séquengage « paired-end » 2x150pb. Le
systeme NextSeq500 permet de séquencer sur une « flowcell » 12 exomes (soit 4 trios) en
« paired-end » 2x150pb avec une profondeur moyenne de 50x en 29 heures ce qui correspond
a environ 800 millions de lectures appariées et un débit de 100 a 120 Gb.

(https://www.illumina.com)
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Figure 9 : Séquencage par synthese : émission d 'une fluorescence par incorporation d’'un
nucléotide
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Figure 10 : Séequengage par synthese des brins « foward » et « reverse » et des index

2.2.2.2 Analyse bio-informatique

Dans un second temps, une analyse bioinformatique des données de séquencage est
nécessaire. Elle comprend plusieurs étapes réalisées par des logiciels de traitement

automatique des données successifs qui sont regroupé au sein d’un pipeline bioinformatique.
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L’appel de base ou « Base calling » : cette étape correspond au séquencage lui-
méme c’est-a-dire a la traduction du signal lumineux en base jusqu’a 1’obtention
de la séquence compléte de la lecture. Cette étape se fait au sein méme du
séquenceur.

Démultiplaxage : lors de cette étape, chaque lecture est associée a un patient grace
au séquencage de I’index spécifique.

Filtrage et analyse de qualité des séquences : cette étape permet d’éliminer les
lectures de mauvaise qualité.

Alignement sur le génome de référence : lors de cette étape, les différentes
lectures obtenues sont alignées sur le génome de référence.

Analyse de la profondeur et de la couverture du séquencage. Ces 2 notions sont
trés importantes pour appréhender ’efficacité du séquencage. La profondeur de
lecture correspond au nombre de fois ou une position génomique est lue et est noté
par exemple 10x si celle-ci est lue dans 10 lectures différentes. La couverture de
lecture correspond au nombre de bases séquencées des régions d’intérét par
rapport au nombre de bases totales des régions d’intérét. Ce résultat est donné en
pourcentage pour une profondeur donnée. Ces 2 notions sont représentées
schématiquement sur la figure 11.

L’appel de variant ou « variant calling » : cette étape permet de mettre en
¢vidence les variations de séquence (substitution d’une base, délétion, insertion
d’une ou plusieurs bases) par rapport au génome de référence. Concernant le
I’exome, environ 30 000 variants sont détectés par patient.

Annotation : cette étape correspond a I’attribution d’un score de pathogénicité du
variant allant de 1 a 5 (1=bénin, 2=probablement bénin, 3=signification inconnue,
4=probablement pathogeéne et S5=pathogene). Les algorithmes d’annotation se
basent sur de nombreuses informations comme le geéne impliqué, le type de
mutation (faux-sens, non-sens, délétion, insertion, variant affectant un site
d’épissage), la localisation du variant (exon, intron, région UTR), la fréquence du
variant dans la population générale, la présence du variant dans les bases de
données de patients, les scores des logiciels de prédiction de pathogénicité in-silico
qui refléte Iimpact potentiel d’un variant sur la structure de la protéine, les
données de la littérature, le mode d’hérédité du variant. Beaucoup de ces variants

sont hérités et/ou sans conséquences cliniques et/ou biologiques. La description
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précise du phénotype du patient est indispensable pour interpréter correctement les

variants observés (30).

COUVERTURE en %
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Figure 11 : Représentation schématique de la notion de profondeur et de couverture de
séquengage.

Chaque ligne représente une lecture indépendante, en rouge les lectures dans un sens (brin d’ADN
forward) et en bleues les lectures dans I’autre sens (brin reverse). La profondeur de lecture (en x)
correspond au nombre de lectures indépendantes obtenues pour une position donnée. La couverture
(en %) correspond au nombre de bases lues dans la région d’intérét sur le nombre total de base de la
région d’intérét. L’exon 1 ici est couvert a 100% (pointillés fins) avec une profondeur a 10x. L’exon 2
n’est pas couvert a 100% (pointillés larges non couvert). La partie terminale de I’exon 2 est couvert a
6x seulement.

2.2.3 Les différentes stratégies de Séquencage a Haut Débit

Actuellement, les 3 principales approches pour diagnostiquer les anomalies de

développement avec ou sans déficiences intellectuelles sont :

1. Les panels de génes
2. Le séquencage de I’exome

3. Le séquencage du génome (30)
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2.2.3.1 Les panels de génes

L’analyse par « panel de génes » correspond au séquencage en paralléle d’un groupe
de geénes dont les phénotypes associés sont similaires ou chevauchants. Cette approche
concerne donc les maladies présentant une forte hétérogénéité génétique c’est a dire pour
lesquelles des variants pathogenes ont €té retrouvés dans plusieurs genes différents. Dans ces
panels, seules les parties codantes des geénes (exons) et les jonctions intron-exons, qui
contiennent les sites d’épissage de I’ARN, sont séquencés. Cette technique offre un haut-débit
d’analyse grace a une méthode de multiplexage qui permet de séquencer plusieurs patients en
méme temps. Aujourd’hui, entre 800 et 1000 geénes sont connus pour causer des DI
syndromiques ou non. Ces geénes peuvent étre regroupés au sein d’un panel ce qui permet une
analyse génétique plus exhaustive et plus rapide que ne le permettait le séquengage SANGER
séquentiel de plusieurs génes ciblés qui pouvait prendre plusieurs années. Quarante-quatre
genes de DI syndromique ou non sont plus fréquemment retrouvés chez les patients et sont
regroupés au sein d’un plus petit panel moins exhaustif mais moins cher et plus rapide
appelé « panel DI44 ». L’utilisation de ces panels est déja bien installée dans les laboratoires
de diagnostic génétique et ont montré leur efficacité que ce soit les panels pour la déficience
intellectuelle aussi bien que les panels dans le domaine oncologique, les maladies neuro-
musculaires, les surdités ou encore les maladies dermatologiques d’origine génétique... Cette
analyse est une approche ciblée des geénes et prévient donc des découvertes secondaires. De
plus, le nombre de paires de bases séquencées est bien moindre que pour le séquencage de
I’exome ou le séquencage du génome entier, ainsi une meilleure profondeur de lecture est
obtenue et permet donc la détection de variant en mosaique. Les inconvénients de ces panels
sont qu’ils ne permettent pas la découverte de nouveaux genes, que certains génes restent mal
couverts bien que la couverture reste meilleure que celle d’un exome et que le design du panel

doit étre mis régulierement a jour en fonction des nouveaux geénes découverts.
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2.2.3.2 Le séquencage de I’exome

Le séquencage de I’exome correspond a I’analyse de I’ensemble des exons des genes
du génome entier. Ceci représente environ 1 a 2% du génome et correspond aux régions
codant pour des protéines. Les jonctions intron-exons (sites d’épissages) sont également
séquencées. Cette stratégie repose sur le fait qu’environ 90% des pathologies génétiques
mendéliennes connues aujourd’hui sont dues a des variants pathologiques présents dans la

séquence codante.

Plusieurs stratégies de séquencage de I’exome existent : 1’exome clinique qui
correspond au séquencage des génes OMIM, donc les geénes sont déja bien définis en
pathologie humaine et I’exome « complet » qui correspond au séquengage des exons des
20 000 genes du génome. Cette derniere stratégie permet donc de mettre en évidence de
nouveaux genes impliqués dans les AD. Cette approche est plus exhaustive que celle des
panels de genes. Le séquengage de 1’exome est a privilégier devant I’absence d’orientation
diagnostique et pour des pathologies présentant une forte hétérogénéité clinique et génétique.
Ceci est les cas pour les AD avec DI en générale ou il existe de trés nombreux geénes déja
décrits et d’autre non connus a ce jour. En terme quantitatif, le séquencage de I’exome d’un
patient correspond au séquencage d’environ 3 Mb et environ 30 000 variants sont mis en
évidence aprés I’analyse bioinformatique. Ces chiffres montrent bien la complexité de
I’analyse comprenant un traitement bioinformatique des données long et une interprétation
des variants délicates. Comme pour les panels de genes, certaines régions de 1’exome ne sont
pas couvertes. Ceci est inhérent a la méthode de capture lors de la génération des données de
séquencage. De plus, il est également important de noter que les expansions de triplets ne sont
pas détectables par cette technique. Les données du séquencage de I’exome permettent
¢galement de mettre en évidence des anomalies chromosomiques grace a des logiciels

spécifiques qui analysent les profondeurs de lectures des exons.

Une autre problématique soulevée par cette approche est celle des découvertes dites
secondaires (DS) c’est-a-dire qui n’ont rien a voir avec le diagnostic initial comme par
exemple la mise en évidence de prédispositions a certains cancers ou le statut de porteur
hétérozygote de certaines pathologies récessives. La prise en charge de ces DS est un enjeu
¢thique et de santé publique important avec I’avénement du SHD et sera détaillé dans un autre

paragraphe.
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2.2.3.3 Le séquencage du génome

Le séquencage du génome correspond au séquencgage des régions codantes et non
codantes de I’ADN génomique. Cette approche est envisageable lorsque le séquencage de
I’exome est négatif mais peut également étre choisis a la place du séquencage de I’exome si la
plateforme de génétique le permet. Des variants peuvent alors étre retrouvés dans des régions
non couvertes par I’exome puisqu’il n’y pas d’étape de capture. D’autres variants peuvent
concerner les régions introniques et régulatrices de certains génes suspectés. La quantité de
données engendrées par le séquencage du génome est bien supérieure a celle du séquencage
de I’exome avec le séquencage de 3 Gb et I’analyse d’environ 3 millions de variants. Ceci
souléve des problémes quant au stockage des données et I’interprétation complexe des
variants. La profondeur de séquengage est bien inférieure que pour les panels ou le
séquencage de I’exome devant la quantité de données générées et le débit limité des
séquenceurs. Cependant, le séquencage du génome permet de détecter des variant de structure
(VS) équilibrés avec la possibilité de mettre en évidence les point de cassures a la base preés ce
que ne permet pas ’ACPA qui ne met en évidence que les déséquilibres génomiques. A
terme, le séquengage du génome devrait remplacer I’ACPA et le séquengage du génome
puisqu’il permet a la fois 1’analyse des variants, des CNV et des VS. Cette approche par
séquencage du génome est d’ailleurs celle qui a été choisie lors de la mise en place des 2
plateformes de SHD du plan France médecine génomique. Le tableau 3 résume les principes,

les avantages et les inconvénients de chaque approche.
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Type d’analyse

Séquencage SANGER

Panel de génes

Séquencage de I’exome

Séquencgage du génome

génétique

Description Analyse ciblée des exons d’'un  Analyse ciblée des exons d’un Analyse ciblée de I’ensemble des exons du génome  Analyse de I’ensemble du génome
gene connu ensemble de géne

Indication Signes cliniques spécifiques Maladies génétiquement hétérogéne  Absence d’orientation diagnostique, signes Idem exome

Régions séquencées

Avantages

Inconvénients

orientant vers une pathologie
précise
Exon du gene cible et jonction

intron-exon (sites d’épissage)

Gold standard

Pas de donnée secondaire

Analyse séquentielle (exon
par exon)
Limité a 700-800 pb par

séquence

Ensemble des exons de génes
causaux bien définis et jonction
intron-exon

Analyse de plusieurs génes et
plusieurs patients en méme temps
Bonne couverture des bases
analysées

Peu de découvertes secondaires
Profondeur élevée (détection de
mosaique+++)

Détection des CNV

Mise a jour du design du panel
réguliere en fonction des nouveaux
genes décrits

Pas de mise en évidence de
nouveaux genes

Mauvaise couverture de certains

genes

cliniques non spécifiques, hétérogénéité génétique
importante

Séquencage des exons et des jonctions intron-
exons des 20 000 génes du génome dont les 5000
genes connus impliqués en pathologie humaine
Interrogation de I’ensemble des génes

Découvertes potentielles de nouveaux genes

Certains exons non couverts
Cout ¢éleve, analyse bioinformatique longue
Découvertes secondaires fréquentes

Détection de CNV possible mais difficile

Séquencage de I’ensemble du génome

Analyse de I’ensemble des genes
(exon et intron) ainsi que des régions
non codantes

Meilleure couverture

Découvertes de nouveaux génes

Détections des CNV et VS

Faible profondeur de lecture
Analyse complexe et interprétation
difficile des régions non codantes
Découvertes secondaires

Cout élevé, analyse bioinformatique

longue

Tableau 3 : Avantages et inconvénient des différentes stratégies de séquengage
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2.2.4 Analyse des CNV sur les données du séquengage de I’exome

Les variations du nombre de copie ou Copy Number Variation (CNV) sont des
variations génétiques incluant des gains (duplication, triplication) ou des pertes (délétions) et
sont une source importante de variations a la fois bénignes et pathologiques du génome. Ils
représentent environ 4.8 a 9.5% du génome humain (31). Les CNV pathogénes, le plus
souvent de novo, représente 15 a 20% des causes génétiques dans les troubles du
neurodéveloppement et les anomalies congénitales. L’ACPA permet de mettre en évidence
ces CNV et est aujourd’hui I’exploration génétique de premicre intention réalisée dans ce
cadre nosologique (2). Les puces a ADN contiennent des centaines de milliers
d’oligonucléotides et permettent une résolution d’environ 40kb dans la détection de ces CNV.
Cependant, certaines délétions ou duplications intragéniques sont plus petites et ne sont pas
détectées par cette technique. Le séquencage de I’exome et du génome permettent a la fois de
détecter les variations nucléotidiques mais aussi les CNV notamment de petite taille et les
variant de structure ou Structural Variatiation (SV) a I’échelle du génome. Ces petits CNV
s’averent trés fréquents ce qui a amené a redéfinir la taille minimale d’un CNV a des délétions
et duplications a 50pb (32). L’implémentation de 1’analyse des CNV au séquencage de
I’exome permettrait a I’avenir de diminuer le nombre d’explorations génétiques et d’analyser

en une fois les variations nucléotidiques et les CNV d’un patient en une seule technique.

La détection des CNV sur les données de séquencage de 1’exome nécessite des
approches et des outils bioinformatiques particuliers différents de ceux utilisés pour la
détection des variants ponctuels. La méthode privilégiée pour 1’analyse de ces CNV sur les
données de ’exome est ’analyse de profondeur des lectures (Figure 12). Cette méthode se
base sur le fait que si le séquengage est uniforme, le nombre de lectures alignées sur une
région du génome est proportionnelle au nombre de fois ou cette région est représentée. Si
une région est délétée ou dupliquée chez un patient, il y aura donc deux fois moins ou deux
fois plus de lectures alignées sur cette région. Cependant, le séquengage n’est pas uniforme
sur ’ensemble du génome et il est donc nécessaire de normaliser les données de séquencage
contre une banque de données de centaines d’échantillons afin de compenser la variabilité de
profondeur de séquencage (33). D’autre méthodes d’analyse des CNV sur les données de
séquencage haut débit existe : analyse de 1’alignement des paires de reads, analyse des reads
tronquées, méthode de I’assemblage de novo et des combinatoires de ces différentes méthodes

sont possibles (33).
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Figure 12 : Méthode de détection des CNV par comparaison des profondeurs de lecture (34)
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2.3 Contexte de 1’¢tude : Le projet « FIND » ou « Les données non
sollicitées produites par SHD en diagnostic : du besoin des

patients aux modalités organisationnelles »

La médecine génomique, qui repose sur notre capacité a séquencer le génome d’un
individu, est une branche médicale émergente qui consiste a utiliser I’information génétique
d’un individu dans le cadre du soin clinique concernant le diagnostic et la thérapeutique.
Devant I’émergence de cette médecine génomique et la volonté politique ainsi que celle de
I’opinion publique d’accéder au SHD s’inscrivant dans un parcours de soin personnalisé, le
projet « FIND » ou « Les données non sollicitées produites par SHD en diagnostic : du besoin
des patients aux modalités organisationnelles » a ¢ét¢ mis en place. Ce projet aborde les
nouveaux enjeux scientifiques, économiques et organisationnels auxquels le systéme de soins

devra répondre.

En effet, le SHD pangénomique permet d’aboutir a un diagnostic primaire dans
environ 36% des cas (4) mais peut aussi conduire a la découverte de variants non en lien avec
la pathologie du patient et qui peuvent étre pertinents en terme de prévention pour les patient
et/ou leur famille. Ces données génétiques dites « non sollicitées » peuvent prédisposer a
certaines pathologies a révélation tardive pour lesquelles un traitement ou une prévention est
disponible. Ces DNS peuvent étre également importantes pour le conseil génétique et donner
des informations sur le risque de transmettre une pathologie. De plus, certains variants
peuvent prédire la réaction d’une personne face a un traitement pharmaceutique et ainsi
prédire une toxicité ou une absence d’efficacité. Cette derni¢re information est d’autant plus

importante que certains patients sont hautement médicalisés.
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La terminologie définissant ces données non sollicitées est riche. La littérature nord-
américaine parle d’ «incidental findings » ou « données incidentes » (35). En Europe, on parle
de « résultats secondaires » par position au résultat primaire expliquant la maladie, en faisant
remarquer que le terme « incident » ne décrit pas le caractere actif de la recherche de ces
données (36). D’autres terme comme « données secondaires », « données accessoires » ou
encore « résultats non liés » ont été évoqués dans la littérature ou lors de rassemblement
d’experts mais ne permettent pas de saisir le contexte et la nature de ces données. Le choix du
comité d’éthique de I'INSERM s’est arrété sur « Données Non Sollicitées » ou DNS qui a

donc été utilisé pour 1’¢élaboration du projet FIND.

L’ACMG a été le premier a définir une liste minimale de 56 geénes considérés comme
médicalement actionnables pour lesquels une recherche active de variants pathogenes ou
probablement pathogenes devraient étre réalisée lors d’un séquengage de I’exome ou du
génome. Les génes dit « actionnables » sont définis comme des geénes responsables d’un
risque de développer une pathologie génétique future, accessible a une action préventive ou
un traitement efficace surtout si mis en place précocement, améliorant ainsi le pronostic du
patient en terme de mortalit¢ et de morbidité (35). Ces geénes concernent surtout des
pathologies cardiaques et des prédispositions aux cancers. Certains articles proposent une liste
¢largie de ces geénes (37,38) pour laquelle on retrouve des variants pathogénes ou

probablement pathogénes chez environ 2 % des patients.

Cette recherche active de variants pathogenes dans des geénes actionnables demande
évidemment un temps de travail supplémentaire aussi bien lors de la consultation clinique ou
une information et un consentement éclairé du patient sont indispensables que lors de
I’analyse biologique ou ’interprétation et la validation du résultat par une autre technique

sont nécessaires.

Ces DNS sont divisés en trois catégories selon leur implication clinique. Il s’agit de

variants pathogenes ou probablement pathogenes dans :

1- 122 geénes pouvant étre responsable d’une prédisposition génétique a une maladie a
révélation tardive accessible a une action préventive ou a un traitement. Ce groupe
comprend les 56 geénes définis par I’ACGM ainsi que les 58 génes supplémentaires

évoqués par Dorscher et al., 2013. 4 geénes responsables de prédispositions a des
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coagulopathies (F2 (RS1799963), FS, F9, VWF) ont été rajoutés car leur implication
en termes de prise en charge et prévention semble importante. Ce groupe de genes
correspond donc a des prédispositions a des maladies pouvant apparaitre dans
I’enfance ou a 1’dge adulte. La majorit¢ des geénes répondent a un mode de
transmission autosomique dominant mais également autosomique récessif ou li¢ a I’X.
Dans ce groupe, le patient a un risque significatif de développer une pathologie au

cours de sa vie pour laquelle une prévention ou un traitement précoce existent.

114 geénes ayant un impact sur le conseil génétique, c’est-a-dire des genes
responsables de pathologies autosomiques récessives ou récessives li¢ a I’X pour
lesquels des informations concernant le statut hétérozygote pourrait étre importantes.
Cette liste comprend 4 genes de pathologies récessives dont la prévalence de porteurs
hétérozygotes en France est €élevée (CFTR, HFE, SMNI et CYP21A42) ou seulement
certains variants connus pathogeénes sont recherchés et 110 génes de pathologies
récessives liées au chromosome X chez des femmes conductrices (39). Dans ce
groupe, le patient n’a pas de risque de développer la maladie mais un risque de la
transmettre a sa descendance si son conjoint est ¢galement porteur d’un variant
pathogeéne ou si la mére est porteuse d’un variant sur le chromosome X qu’elle
pourrait transmettre a son fils. Un conseil génétique est donc indispensable pour le
patient et sa famille afin d’informer des risques et de dépister d’autres membres de la

famille.

2 geénes comprenant des variants pharmacogénétique d’intérét clinique conduisant a
des ajustements ou des précautions thérapeutiques (CYP2C19 et CYP2C9). Certains
variants homozygotes dans ces génes conférent un statut de « métaboliseur lent » avec
un risque de toxicité ou d’absence d’effet de certains médicaments notamment des
traitements psychotropes ou anti-épileptiques. Dans ce groupe de genes, le patient n’a
pas de risque de développer une maladie ni d’en transmettre une a sa descendance
mais ceci permettra une adaptation thérapeutique lors de la prescription de certains

médicaments.

L’ensemble des geénes est répertori¢ en annexe.
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La recherche de ces DNS reste un sujet trés débattu en France et a I’étranger. Ceci
souléve des questions éthiques autant au niveau individuel que sociétal. Récemment, I’avis
130 du Comité¢ Consultatif National d’Ethique datant du 29 mai 2019 a donné un avis
favorable pour la recherche des DS concernant les génes actionnables pour lesquels une
stratégie préventive ou thérapeutique est possible tout en rappelant la nécessité d’informer les
patients et leur famille des conséquences de la recherche de ces DNS au moment de la
rédaction initiale du consentement au préalable. La Société Frangaise de Médecine Prédictive
et Personnalisée a publié¢ récemment des recommandations concernant les données incidentes
touchant des geénes de prédispositions au cancer (40). Pour D’instant, il n’existe pas de
recommandations européennes proposant une liste de genes minimale. Chaque laboratoire
peut faire le choix d’une stratégie locale consignée dans des procédures. Cependant, le cadre
1égal francais (article 16-10 du code civil et R.1131-5 du code de santé publique) ne permet
pas actuellement la recherche de ces DNS. Le cadre de recherche a travers le protocole FIND

permet d’encadrer I’analyse des DNS en attendant une évolution législative a ce sujet.

Les objectifs du projet « FIND » sont :

- D’évaluer la perception initiale par les patients/parents (avant réalisation du
séquencage de I’exome) des DNS des 3 catégories ainsi que I’expérience du vécu
des résultats chez des patients porteur d’une AD aprés la réalisation d’un
séquengage de I’exome.

- D’évaluer le cott et la faisabilité¢ de la mise en place de cette démarche au sein des
¢tablissements hospitaliers.

- D’évaluer les conséquences des DNS en termes de vécu psychologique des

familles et en termes de recours au soin.

Cette étude se déroule dans 3 centres de références :

- Le CHU de DIJON

- L’Assistance Publique- Hopitaux de Paris, Hopitaux Universitaires Pitié
Salpétriere

- Les Hospices Civils de Lyon

Nous nous consacrerons ici uniquement sur les données génétiques primaires
(expliquant le phénotype du patient) et les DNS des patients inclus aux Hospices Civils de
Lyon.
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2.4 Objectif

Le travail de theése s’inscrit dans le cadre du protocole FIND intitulé « Les données
non sollicitées produites par séquencage haut débit en diagnostic : du besoin des patients aux
modalités organisationnelles » qui s’intéressent donc a évaluer la perception initiale par les
familles des DNS et I’expérience du vécu des résultats chez des patients porteur d’'une AD/DI
et bénéficiant d’un séquengage de I’exome. Ce projet regroupe 3 centres hospitalo-
universitaires : le CHU de Dijon, I’APHP et les Hospices Civils de Lyon. Il a permis d’inclure
330 patients, dont 110, a Lyon. L’objectif de cette thése sera d’analyser les résultats du
séquencage de I’exome chez les 110 patients porteurs d’AD/DI des Hospices Civils de Lyon
inclut dans ce projet. L’analyse des résultats portera d’une part sur les données primaires
expliquant le diagnostic des patients a la fois par I’analyse des variants nucléotidiques (SNV)
et par celle des variations du nombre de copies (CNV), d’autre part sur I’analyse des DNS
portant sur des geénes actionnables pour lesquels une action préventive et/ou curative est

possible a partir des données du séquencage de 1I’exome.

Auparavant, I’exploration des DI au sein du laboratoire de génétique passait par la
réalisation d’un panel de génes d’environ 500 geénes impliqués dans la DI si ’ACPA
préalablement réalisée était négative. Le projet FIND a été 1’occasion d’opter pour une
approche par le séquencage de 1’exome pour 1’exploration des AD/DI au sein du laboratoire

de génétique du CHU de Lyon.
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3 MATERIELS ET METHODES

3.1 Patients

110 patients présentant une anomalie de développement ont été inclus dans le projet
« FIND » au sein du service de génétique médicale des Hospices Civils de Lyon de novembre

2017 a avril 2019.
Les critéres d’inclusions étaient :

- Adultes ou parents d’enfants ou d’adultes sous tutelle ou curatelle atteints
d’Anomalie du Développement qui bénéficieront pour la premicre fois d’un
séquencage de I’exome dans un contexte diagnostique

- Acceptation de participation a 1’étude

- Souhait de rechercher au moins un groupe de DNS

- Capacité a s’exprimer en langue frangaise

Les criteres de non inclusion étaient :
- Patient non affilié a la sécurité sociale

- Pas de consentement du patient ou de son représentant 1égal

Les patients ont bénéfici¢é au préalable de la réalisation d’une ACPA qui n’a pas
permis de mettre en évidence de déséquilibre chromosomique ainsi que la recherche d’une
expansion de triplet du gene FRAXA responsable du syndrome de 1’X-fragile devant une DI
sans syndrome polymalformatif. Certains patients ont bénéficié d’explorations
supplémentaires avant le séquencage de I’exome comme des examens biologiques a la
recherche de pathologie métabolique, la recherche ciblée de certains génes en séquencage
SANGER si une hypothese diagnostique était évoquée ou la réalisation d’un panel de gene
DI450 ou d’un panel de gene impliqué dans les épilepsies d’origine génétique en fonction du

tableau clinique du patient. Ces explorations étaient toutes négatives.

Chaque patient a bénéficié d’une consultation de génétique auprées d’un généticien qui

a recueilli le phénotype du patient et a proposé I’exome. Une deuxiéme consultation aupres
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d’une conseillére en génétique permettait d’informer plus spécifiquement les patients sur la
recherche des DNS. Lors de cette consultation, le consentement écrit, libre et éclairé du
patient ou des parents ou des tuteurs était recueilli et des auto-questionnaires relatifs aux
objectifs du projet « FIND » sur I’appréciation des DNS par les patients étaient donnés aux
patients. Un prélévement veineux périphérique du patient et de ses parents ont été effectués
dans le centre de prélévement rattaché au laboratoire de cytogénétique ou les explorations ont
été réalisées pour la réalisation du séquencage de I’exome. Dans le cadre de ce protocole, une
consultation de rendu de résultat ainsi que des consultations post-résultat a 6 mois puis a 12
mois étaient prévues dans le but de recueillir le ressenti des patients face a I’exome et aux

DNS a I’aide d’auto-questionnaires et d’entretiens aupres de psychologues.

3.2 Séquencage de I’exome

3.2.1 Technique de séquencage

Une stratégie de séquengage en trio, c’est-a-dire du patient et de ses parents pour
faciliter I’analyse bioinformatique en fonction des modes de transmission, a été choisie.
L’ADN a été extrait a partir du sang veineux périphérique sur un extracteur automatisé
Hamilton grace au kit Nucleospin Blood (Macherey-Nagel) sur la plateforme Biogenet du
Centre de Biologie de Pathologie Est des Hospices Civils de Lyon. Aprés uniformisation des
concentrations d’ADN a 20 ng/uL (dosage sur 1’automate Qubit, (Thermo Fisher)), ’ADN a
¢été fragmenté par sonication sur I’automate Covaris (PerkinElmer) en fragments de 180 a 220
paires de bases. Une électrophorése sur le systeme Labchip GX Touch (PerkinElmer) a
permis de contrdler la bonne fragmentation des échantillons. La préparation des librairies
s’est déroulée sur I’automate Siclone (PerkinElmer) avec le kit réactif HyperPrep Kapa HTP
(Roche) (Etapes de End repair, adenylation et ajout des adaptateurs, size selection, courte
amplification pré-capture). Elle a ét¢ suivie d’une purification, sur [’automate Zéphyr
(PerkinElmer). Ensuite, les librairies ont été regroupées en pools de 12 patients ou 4 trios.
L’enrichissement des fragments s’est fait grace au kit Hypercap Target Enrichment (Roche).
Une étape de 16 a 20 heures d’hybridation est suivie d’une purification avec des billes
Capture beads, d’une amplification par PCR et de nouvelles étapes de purification avant

¢lution des fragments amplifiés d’intérét. La concentration en ADN et la taille moyenne des
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fragments ont été de nouveau vérifiés sur une puce Bioanalyser Agilent High Sensitivity
DNA (Agilent Technologies). Le séquengage a été lancé apres chargement de la « flowcell »
et des consommables nécessaires pour le fonctionnement du NextSeq500 (Illumina). Les
fragments dénaturés se sont fixés de fagon aléatoire sur la « flowcell ». L’amplification s’est
faite en bridge, c’est-a-dire que des fragments double-brin ont été créés et dénaturés de
nombreuses fois de facon a créer un cluster dense de fragments identiques. La réaction de
séquencage a utilis¢ des terminateurs marqués détectés par laser. Ce systeme utilise la
technologie paired-end, c’est-a-dire que les fragments ont été séquencés dans les deux sens.

Chaque fragment compte 150 pb.

3.2.2 Analyse bioinformatique

3.2.2.1 Analyse des variants nucléotidiques

Les analyses bio-informatiques ont été réalisées par les bio-informaticiens de la cellule
bioinformatique des HCL et suivent les recommandations du Broad Institute. Les données
brutes a la sortie du séquengage sont sous forme d’un fichier bcl. Le programme fournit par
[Mlumina bel2fastq a été utilisé pour I’étape de démultiplexage. La qualité des lectures ont été
analysé avec le logiciel FASTQC (41). Pour chaque échantillon, les fragments d’intérét ont
été « découpée » avec le programme Trimmomatic v 0.33 (42). Ensuite, les lectures ont été
alignées sur le génome de référence GRCH37 (hgl9) grace au logiciel BWA-MEM v 0.7.12
(43), produisant pour chaque échantillon un fichier BAM qui a été indexé et tri¢ avec le

programme samtools v 1.3.1 (44). Ces fichiers ont ensuite ét¢ prétraités :

- Marquage des duplicates a 1’aide du logiciel PicardTools MarkDuplicates v 1.138
(Picard Toolkit, 2018)

- Réalignement des indel en utilisant GATK IndelRealigner (45)

- Recalibration des nucléotides en utilisant GATK BaseRecalibrator (45)

L’appel de variants a été réalisé a 1’aide du programme GATK HaplotypeCaller (45)
produisant un fichier VCF génomique pour chaque échantillon. Le génotypage a été fait grace

au programme GATK GenotypeGVCFs (45), rassemblant tous les échantillons en un unique
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VCF. La normalisation des variants et I’annotation ont respectivement été pris en charge avec
les outils GATK LeftAlignAndTrimVariants (45) et snpEff/SnpSift toolbox (46). Les fichiers
VCF annotés étaient ensuite formatés pour étre exploités sur le logiciel tableur Microsoft
Excel. Genofilter est un programme « maison » développé par le Docteur Thomas Simonet

qui permet ensuite d’analyser les variants en fonction des hypothéses de transmission.

La figure 13 décrit le pipeline bioinformatique utilisé pour I’analyse des données de

séquencage de I’exome.

Fichier Workflow Outils utilisés
I bel Démultiplexage bcl2fastq
fastq Qualité FASTQC
BAM Alignement BWA-MEM, SAM tools, Picard Tools
VCF Appel de variant GATK Haplotype Caller
Annotation SnpEff/SnpSift

A4

Figure 13 : Pipeline bioinformatique utilisé pour [’analyse des données de séquengage de
[’exome

3.2.2.2 Analyse des CNV

Concernant I’analyse des CNV, elle a été réalisée par I’équipe de bioinformatique du
CHU de Dijon. Le logiciel XHMM (eXome Hidden Markov Model) a été utilisé. Ce logiciel
permet la comparaison des profondeurs de lecture entre le patient et des témoins au niveau des
sondes de la capture pour déterminer la présence d’'un CNV sur une région donnée. La
profondeur a été calculée par le logiciel GATK. Le logiciel crée une ligne de base en
moyennant les profondeurs des témoins qui sert de base de comparaison pour la détection des
CNV chez le patient. Cette ligne de base permet de normaliser les profondeurs de chaque
sonde via une analyse de composante principale (ACP). Le logiciel XHMM détecte ensuite

les CNV grace a une méthode basée sur la chaine de Markov cachée. Les résultats sont des
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déviations par rapport a un z-score. Cette analyse se fait a partir des fichiers BAM. Le CHU
de Dijon posseéde une base de données d’environ 900 exomes qui a permis de réaliser cette

analyse ce qui permet de normaliser les profondeurs de séquengage.

3.2.3 Interprétation clinico-biologique

3.2.3.1 Interprétations des SNV

Les données métriques de couverture et de profondeur ont été vérifices avant
I’analyse de chaque exome. Une couverture minimum de 95% des génes OMIM a 20X et une
profondeur moyenne de 100X étaient attendues. De plus, la filiation était vérifiee par la
vérification de la présence d’un nombre suffisant de variants rares hérités des parents. Les
variants présentant un biais de brin (variant présent uniquement sur les lectures du méme
sens), une fréquence >1% dans les bases de données publics comprenant Exac, dbSNP,
Exome Sequencing Project (ESP) et 1000 Genome Project, présent en mosaique faible (< 1%)
ou présentant une faible profondeur (< 10X) ont été filtrés. Dans un premier temps, la
recherche de variants responsables du phénotype a été effectuée (recherche des données
primaires). Une analyse des variants prenant en compte les modes de transmission de novo,
autosomique récessif homozygote et hétérozygote composite, li¢ a I'X a été effectuée. Les
variants se trouvant dans des régions codantes (faux-sens, non-sens, insertion, délétion ou
affectant les sites d’épissage) ont été conserveés ainsi que les variants présentant des scores de
pathogénicité positifs avec un ou plusieurs logiciels de prédictions in-silico (SIFT, Polyphen2,
Mutation Taster). Un filtre sur ’occurrence du variant dans la série permettait é¢galement de
sélectionner les variants avec un seuil a 3 sauf pour la recherche de variants hétérozygotes
composites ou on ne filtrait pas sur ce critere afin de garder des variants relativement
fréquents. Les variants d’intérét révélés au décours de cette analyse ont ensuite fait 1’objet
d’une bibliographie extensive (Pubmed, OMIM, HGMD, Genecards, clinVar...). Les variants
¢taient ensuite classés selon les critéres de 1’American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMGQG) allant de « benign » a « pathogenic » en passant par « of unknown
sinificance ». Les figures 14 et 15 décrivent les critéres de pathogénicité de ’ACMG et les

combinaisons de ces critéres pour définir la pathogénicité d’un variant (47).
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Si un geéne n’était pas encore décrit en pathologie humaine mais que la fonction de

ce gene et le variant était en faveur d’un effet délétere, le géne pouvait étre déposé sur la

plateforme Genematcher qui met en lien différents laboratoires dans le monde et permet ainsi

de colliger des cas cliniques et de décrire de nouveau géne responsable de pathologies

humaines.
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Population MAF is too high for Absent In population Prevalence in
Data disorder BA1/851 OR databases PM2 affecteds statistically
observation in controls increased over
inconsistent with controls PS4
disease penetrance 852
Computational Multiple lines of Multiple tines of Novel missense change | Same amino acid Predicted null
And Predictive computational evidence computational at an amino acid residue| change as an variant In a gene
Data suggest no impact on gene | evidence support a where a different established where LOF Is a
/gene product 8P4 deleterious effect pathogenic missense pathogenic variant known
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it ting product PP3 before PMS disease
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y e : PVs1
disease 8P1 Protein length changing
ariant PM4
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Functional Well-established Missense in gene with | Mutational hot spot Well-established
Data functional studies show low rate of benign or well-studied functional studies
no deleterious effect missense variants and | functional domain show a deleterious
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common PP2 variation PM1
Non-segregation Co-segregation with
Segregation with disease 854 disease in multiple | L
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Data affected family m— — '*”'SS"S""' —_—
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pathogenic variant 8P2 PM3
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Figure 14 : Critere de pathogénicité d’un variant selon I’ACMG
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Pathogenic
1. 1Very Strong (PVS1) AND
21 Strong (P51-P54) OR
22 Moderate (PM1-PME) OR
1 Moderate (PM1-PME) and 1 Supporting (PP1-PP5) OR
22 Supporting (PP1-PP5)
2. =22 Strong (PS1-PS4) OR
3. 1Strong (P51-PS4) AND
>3 Moderate (PM1-PME) OR
2 Moderate (PM1-PM6E) AND 22 Supporting (PP1-PP5) OR
1 Moderate (PM1-PME) AND 24 Supporting (PP1-PP5)
Likely Pathogenic
1 Very Strong (PVS1) AND 1 Moderate (PM1-PME) OR
1 Strong (P51-P54) AND 1-2 Moderate (PM1-PME) OR
1 Strong (P51-PS4) AND 22 Supporting (PP1-PPS) OR
=3 Moderate (PM1-PMB) OR
2 Moderate (PM1-PMB) AND =2 Supporting (PP1-PP5) OR
1 Moderate (PM1-PME&) AND 24 Supporting (PP1-PP5)
Benign
1 Stand-Alone (BAL1) OR
=2 Strong (BS1-B54)
Likely Benign
1 Strong (BS1—-B54) and 1 Supporting (BP1-BP7) OR
22 Supporting (BP1-BP7Y)

Figure 15 : Regles de combinaison des criteres de ’ACMG pour définir la pathogénicité d 'un
variant

Dans un second temps, une analyse des DNS a été effectuée grace a des filtres sur
les genes présents dans les groupes 1 (genes actionnables) et 2 (génes importants pour le
conseil génétique) des DNS. Avant d’effectuer les filtres sur la fréquence des variants dans les
bases de données, les variants pathologiques p.Phe508* du géne CFTR et p.Cys282Tyr du
gene HFE étaient recherchés activement a cause leur fréquence supérieur a 1% dans la
population général. Pour ces 2 génes, une liste définie de variants pathogéne a été préétabli.
Les 2 génes du groupe 3 (pharmacogénétique) ont nécessité une analyse bioinformatique

supplémentaire.

La description précise du phénotype du patient ainsi que 1’accés aux examens
complémentaires et aux photographies afin d’apprécier les particularités morphologiques sont
primordiales pour D'interprétation des variants. Le logiciel visualisateur Alamut Visual
(integrative biosoftware, Sophia Genetics), intégrant des informations génétiques notamment
les bases de données et les logiciels de prédictions in silico, permettait de visualiser les
variants et la profondeur locale grace a I’importation des BAM. La figure 16 représente une
capture d’écran du fichier du VCF formaté exploité sur le logiciel Excel. La figure 17
représente une capture d’écran du logiciel visualisateur Alamut Visual avec le fichier BAM

importé d’un patient.
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3.2.3.2 Interprétation des CNV

Concernant I’interprétation des CNV, le CHU de Dijon nous a transféré un fichier
Excel par échantillon comportant la liste des CNV détectés ainsi qu’une représentation
graphique pour chaque CNV. Le graphique du CNV représentait en abscisse les positions
génomiques des sondes de capture (exons) et en ordonnée le z-score de la profondeur
normalisée par ACP. La figure X montre un exemple de la représentation graphique d’un
CNV. Le fichier Excel nécessitait une ¢tape de filtrage sur I’occurrence (inférieur ou égale a 3
occurrences) au sein de notre série de patient ainsi qu’au sein de la base de données de Dijon
pour éliminer les CNV fréquents. Un score indicateur de probabilité de la présence du CNV
aidait également a trier les CNV (score en pourcentage ; 99% Présence du CNV tres
probable). Les patients ayant déja bénéfici¢ d’une ACPA avant le séquencage de I’exome les
CNV qualifiés de VOUS (Variant of Unknown Significance) détectés par cette technique ont
pu étre mis en évidence également par cette analyse de CNV sur les données de I’exome. La

figure 18 et 19 montre respectivement la représentation graphique d’une délétion et le fichier

dijex3132 DEL chr16:29790824-30208680

Z-score of PCA-normalized read depth

29700000 30100000 30200000 30300000

Excel listant les CNV d’un patient.

Figure 18 : Représentation graphique d’une délétion de 417 Kb en 16pl11.2 héritée du pere

La ligne rouge représente le patient et les 2 lignes vertes, les parents. L’axe des abscisses
représente les coordonnées génomiques et 1’ordonnée une déviation en z-score.
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L’interprétation des CNV a partir des données de 1’exome repose sur plusieurs

critéres :

Bases de données de populations controle (DGV, 1000 Genomes Project, ExaC,
gnomAD)

Bases de données de patient (OMIM, UCSC, Ensembl, Clingen, ClinVar, LOVD,
HGMD, DECIPHER)

Données de ségrégation familiale : un CNV de novo est plutét en faveur d’un
caractére pathogene alors qu’un CNV hérité est plutot en faveur d’un caractére
bénin méme s’il existe des exceptions (CNV pathogene familiale, pénétrance,
expressivité variable, délétion héritée révélant une maladie récessive, transmission
liée a I’X, région soumise a empreinte, parent porteur du CNV a D’état de
mosaique)

Taille du CNV : Généralement, un CNV pathogeéne est significativement plus
grand qu'un CNV bénin. En effet, 90 a 95% des CVN bénins ont une taille
inférieur a 500kb et seulement 1 a 2 % des CNV identifiés chez des individus sains
ont une taille supérieur a 1kb (48,49). Cependant, certains CNV de grande taille
peuvent étre bénins et des CNV de tres petite taille peuvent étre pathologiques s’ils
concernent quelques exons d’un géne pathologique.

Contenu génique : un CNV dans une région dont la densité génique est haute est
en faveur de son caractere pathogéne. De plus, si le CNV concerne un géne décrit
en pathologie humaine et qu’il existe une corrélation avec le phénotype, ceci est
¢galement en faveur de son caractére pathogéne. Il faut cependant prendre en
compte les conséquences fonctionnelles d’'un CNV impliquant un géne donné
(Haploinsuffisance, pathologie dominante, récessive, li¢ a I’x, perte ou gain...)

Nature du CNV : délétion hétérozygote, homozygote, duplication, triplication...

La classification de ces CNV a récemment ¢été remise a jour en juin 2019 au sein du

réseau Achro-puce et comporte ainsi 6 classes de variant :

Classe 6: PIEV: CNV de susceptibilit¢ aux troubles neurodéveloppementaux
(TND), a pénétrance Incompléte et/ou expressivité variable (classe récemment
ajoutée)

Classe 5 : CNV pathogene

Classe 4 : CNV probablement pathogéne
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- Classe 3: VOUS (Variant Of Unknown Significance)
- Classe 2: CNV probablement bénin
- Classe 1 : CNV Bénin

La figure 20 représente les différentes étapes de séquencage de I’exome.

1 - ADNM génomigue extraita partir d'un préléevement de sang veineux périphérique

Plateforme Biogenet — Centre de biologie et de pathologie Est - Hospices civils de Lyon

2 - Preparation de la librairie et sequengage de 'exome

- Capture desexons
- Béqguencage desexons sur sequenceur lllumina MextSeq 500
Plateforme Biogenet — Centre de biologie et de pathologie Est - Hospices civils de Lyon

f;: Analyse bioinformatique

- Démulitplexage (Bcl2fast2)
- Qualité (Fastqc)
- Alignement (BWA-MEM)]
- Appelde variant (GATK Haplotype Caller)
- Annotation desvariants (SnpEff/SnpSift)
- Analyse des CNV (XHMM)
Qatefomne de bioinformatigue — CBPE — Hospices Civils de Lyon

/4_ iy e fa bt churs Banilsonie

- Wariants rares: fréquence <1% dans les bases de données
- Wariants prédits pathogénes (logicielde prédicitons in silico)
-  Bibliographie {OMIM, Pubmed, Clinvar, HGMD_._)
- Genematcher
- Interprétation des CNV
- Réunion de concertation pluridisciplinaire
Qabomtojm de cytogeéngtique — CBPE — Hospices Civils de Lyon

Figure 20 : Workflow du séquencage de [’exome
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3.3 V¢érification des variants nucléotidiques par séquengage

SANGER

Les diagnostics primaires (DP) n’ont pas été vérifiés par séquengage SANGER.
Concernant les DNS, les variants de catégories de pathogénicité 4 et 5 des groupes de DNS 1
(génes actionnables), 2 (géne intéressant pour le conseil génétique) et 3 (pharmacogénétiques)
ont tous été vérifiés soit au sein des laboratoires référents du gene responsable de la
pathologie en question au sein des Hospices Civils de Lyon ou d’autres CHU si nécessaire

(CHU de Dijon pour les variants de pharmacogénétique).

3.4 Vérification des CNV par PCR quantitative

Les CNV de nature indéterminée, probablement pathogéne ou pathogene ont été
vérifiés par une technique de PCR quantitative (qQPCR) chez le patient et ses apparentés. La
technique choisie utilise le SYBR Green, intercalant de I’ADN qui a la propriété d’étre
fluorescent lorsqu’il est li¢ a ’ADN double brin. La PCR quantitative se base sur le calcul du
Ct ou cycle seuil, qui est le moment ou I’amplification devient mesurable par la mesure de la
fluorescence. Celle-ci est effectuée en continu pendant toute la période d’amplification
exponentielle, selon une méthode en temps réel. Le nombre de cycles nécessaires pour
atteindre ce Ct est alors directement proportionnel a la quantit¢ d’ADN de départ. Cette
technique nécessite d’analyser en parallele du géne d’intérét un gene de référence, ADORA2B
dans le laboratoire de cytogénétique. Une gamme de dilution pour le gene d’intérét et une
gamme de dilution pour le gene de référence de 5 points en triplicat avec des concentrations
décroissantes d’ADN ont été réalisées. Chaque gene est également analysé en triplicat pour
chaque membre de la famille étudié. La réaction se fait sur plaque 96 puits et utilise le SYBR
Greenmaster mix (Qiagen). La PCR est lancée sur 1’automate LightCycler®480.
L’observation de la courbe de fusion permet de vérifier la spécificité des amorces utilisées. Le

calcul du nombre de copies se base sur 1’analyse des ratios entre le gene d’intérét et

ADORAZ2B.
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3.5 Compte Rendu des résultats

Les résultats des DP et des DNS ont été¢ rendus sur 2 comptes rendus distincts.
Concernant les DP, un compte rendu pour le patient ainsi qu’un compte rendu pour chacun de
ses parents ont ¢té réalisés. Seul les variants de classe 3, 4 et 5 étaient rendus. Sur le compte
rendu figurait les informations relatives a 1’identité du patient et au prélévement, 1’indication
clinique, la technique utilisée pour le séquencage de I’exome et les informations sur le variant.
Ces informations comportaient le nom du gene, les coordonnées génomiques du variant ainsi
que sa nomenclature en ADNc et protéique, son mode de transmission et son génotype.
L’interprétation apportait des informations sur les conséquences du variant sur la séquence
protéique, la présence du variants dans les bases de données ainsi que dans la littérature et
concluait sur son caractére inconnu ou pathogene et la nécessité d’un conseil génétique. Les
variants bénins et probablement bénins n’étaient pas rapporté sur le compte rendu. La
profondeur moyenne et la couverture supérieure ou égale a 10 X précisant la qualité du

séquencage de I’exome du patient.

Concernant les DNS, seul les variants de catégorie 4 et 5 c’est-a-dire probablement
pathogéne et pathogeéne sur le compte rendu étaient rapportés sur le compte rendu. Ces
variants devaient avoir déja été rapportés au moins une fois dans HGMD (Human Gene Data
Base) (base de données qui répertorie les variants décrits en pathologie humaine dans la
littérature) ou sur la base de données ClinVar qui répertorie les variants génétiques
responsables de pathologies humaines). Le caractére transmis ou non du variant n’était pas
précisé. Sur ce compte rendu figurent les mémes informations que sur le compte rendu des
DP a I’exception du mode de transmission. La nécessité d’avoir recours a une consultation
spécialisée était précisée. Concernant les données de pharmacologie, la liste des médicaments
a utiliser avec précaution était précisée. Un deuxiéme compte rendu était transmis par le

laboratoire ayant réalisé la confirmation du variant.

68

FAOUCHER
(CC BY-NC-ND 2.0)



4 RESULTATS

4.1 Patients

Lors des analyses statistiques, la cohorte comportait 110 patients. Tous les patients ont
préalablement bénéfici¢é d’une étude pangénomique par ACPA qui n’a pas retrouvé de
déséquilibre chromosomique pouvant expliquer le phénotype. Certains patients ont également
eu une recherche du syndrome de I’X fragile ou une ou plusieurs analyses ciblées de genes
selon les orientations diagnostiques. De plus, un panel DI a été réalisé chez 9 patients lorsque
celui-ci était encore propos€ au sein du laboratoire de cytogénétique ainsi que 14 panels
¢épilepsie. Chez tous ces patients, les analyses de panel n’ont pas permis de mettre en évidence
de variant pouvant expliquer le phénotype du patient. Le panel épilepsie est toujours en

activité et régulierement mis a jour.

Parmi les patients, 62 étaient des hommes (56.4 %) et 48 des femmes (43.6%). L’age moyen
des patients était de 11 ans allant de 0 ans (2 exomes réalisés sur des foetus) a 36 ans pour le
plus agé. Les familles consanguines représentaient 11.8% des familles (13/110). Concernant
la présentation clinique des patients : 5 cadres ont été définis : les patients présentant une DI
ou un TSA isolé soit 17,3% (19/110) des patients, les patients présentant une DI syndromique
c’est-a-dire associée a au moins une malformation congénitale soit 62.7% (69/110) des
patients, les patients présentant une encéphalopathie épileptique au premier plan soit 10%
(11/110) des patients, les patients présentant une atteinte neurologique au premier plan
(dystonie, neurodégénérescence, neuropathie) soit 6.4% (7/110) des patients et les patients
présentant une anomalie du développement sans DI soit 3.6% (4/110) des patients. Les
caractéristiques des patients sont résumées dans le tableau 4. Plus précisément, parmi les
signes cliniques les plus retrouvés en dehors de la DI, 27,3% (30/110) des patients
présentaient une épilepsie, 20.9% (23/110) des troubles du comportement dont des TSA,
10.9% (12/110) un examens neurologique anormal, 16.4% (18/110) une imagerie cérébrale
anormale, 19,1% (21/110) une microcéphalie ou une macrocéphalie, 16,4% (18/110) des
troubles staturo-pondéraux, 27.3% (30/110) une dysmorphie et 39.1% (43/110) une ou

plusieurs malformations congénitales. Les signes cliniques sont répertoriés dans le tableau 5.

69

FAOUCHER
(CC BY-NC-ND 2.0)



Caractéristiques des patients

Sexe ratio H/F 62/48

Age moyen au diagnostique 11 ans (de 0 a 36 ans)
Consanguinité 11,8% (13/110)
Présentation clinique

DI/TSA isolé 17,3% (19/110)

DI syndromique 62,7% (69/110)
Encéphalopathie épileptique 10% (11/110)
Maladie neurologique 6,4% (7/110)
Anomalie de développement sans DI 3,6% (4/110)

Tableau 4 : Caractéristiques cliniques des patients de la cohorte

Signes cliniques

Epilepsie 27,3% (30/110)
Trouble du comportement dont TSA 20,9% (23/110)
Signes neurologiques 10,9% (12/110)
Imagerie cérébrale anormale 16,4% (18/110)
Micro/macrocéphalie 19,1% (21/110)
Trouble staturo-pondéraux 16,4% (18/110)
Dysmorphie 27,3% (30/110)
Malformation congénitale 39,1% (43/110)

Tableau 5 : Signes cliniques les plus fréquents retrouvés dans la cohorte de patient

4.2 Diagnostic primaire

La profondeur moyenne de séquencage dans la cohorte des 110 patients était de

81.92X et la couverture moyenne a plus de 10X était de 95.62%.

Parmi les 110 patients analysés, 40 variants pathogeénes ou probablement pathogénes
(classe 4 et 5 du classement de ’ACMG) expliquant le phénotype ont été retrouvés chez 39
patients de la cohorte. Le taux diagnostique au sein de la cohorte est donc de 35.5%. Parmi les
9 patients ayant pu bénéficier d’un panel DI au préalable, 5 ont présenté un variant pathogene
ou probablement pathogéne lors de 1’analyse de I’exome. Parmi les 13 patients ayant pu
bénéficier d’un panel épilepsie au préalable, 3 ont présenté un variant pathogéne ou

probablement pathogene lors de 1’analyse de 1’exome.

Vingt-cinq variants (62.5%) ¢étaient des variants responsables de pathologies

autosomiques dominantes, 9 variants (22.5%) responsables de pathologies autosomiques
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récessives, 5 variants (12.5%) responsables de pathologies 1i¢ a I’X, récessives li¢ a I’X dans
un cas et dominantes li¢ a I’X dans 5 cas. 9 variants (22.5%) ont été retrouvés a 1’état
homozygote, 2 sur le chromosome X a I’état hémizygote (5%) et 29 a 1’état hétérozygote

(72.5%).

Concernant le type de mutation, on retrouve 22 variants faux-sens (55%), 5 variants
responsables d’un décalage de cadre de lecture (12.5%), 10 variants non-sens (25%), un
variant (2.5%) responsable de la perte du codon d’initiation et 2 variants affectant 1’épissage
(5%). Parmi les 39 patients, 11 provenaient de familles consanguines. Un feetus provenant de
parents cousins germains présentait 2 variants a 1’état homozygote dans 2 geénes responsable

de pathologies récessives (RAPSN et PC) expliquant le phénotype complexe du feetus.

Parmi les patients présentant un DP, 5 présentaient également un DS : 2 patients sur
des genes du groupe 1 (géne actionnable) (FBNI responsable du syndrome de Marfan et
PROC responsable d’une coagulopathie), 2 patients sur les génes du groupe 3
(pharmacogénétique : CYP2C9 et CYP2C19) et un patient était porteur hétérozygote du
variant p.Cys282Tyr dans le géne HFE responsable de I’hémochromatose de type 1.

Parmi les 40 variants pathogénes décrits, 16 (40%) avait déja été rapportés soit dans la
littérature soit dans la base de données ClinVar. Ces variants concernent les génes suivants :
GNB5, HEXA, KANSLI, PACSI, PPP2R5D, DYRKIA, WDR45, RACI, CKDI3, MTOI,
MORC2, PCGF2, DDX3X, ZMYNDI1, GNBI et RAPSN.

Parmi les présentations cliniques des patients ayant un DP, 2/39 présentaient une
DI/TSA isolée (5.2%), 27/39 présentaient une DI syndromique (69.2%), 5/39 une
encéphalopathie épileptique (12.8%), 3/39 une pathologie neurologique au premier plan
(7.7%) et 3/39 une ou plusieurs anomalies de développement sans DI (7.7%). Au sein des
patients ayant eu un DP et présentant une DI isolée ou un TSA isolé, le taux diagnostique est
de 10.5%. Parmi les DI syndromique, le taux diagnostique est de 39.1%, parmi les
encéphalopathies épileptiques, le taux diagnostique est de 45.5% et respectivement de 42.8%
et 75% dans les groupes ou la pathologie neurologie est au premier plan et dans le groupe des

AD sans DI.

Parmi les DP, 5 patients sur 38 avaient bénéficiés d’un panel DI ou épilepsie avant la
réalisation de I’exome. Les geénes responsables de la pathologie retrouvées grace au
séquencage de I’exome n’étaient pas présents sur les panels au moment de leur réalisation. 14

genes sur les 39 responsables des pathologies des patients sont sur les panels DI ou épilepsie.
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Pour ces patients, aucun panel n’avait été réalisé au préalable puisque la porte d’entrée n’était
pas I’épilepsie et que le panel n’était plus réalisé. Les caractéristiques des variants et de la
présentation clinique des patients ayant eu un DP sont résumés dans les tableaux 6 et 7. De
plus, le tableau 8 répertorie les 40 variants pathogénes ou probablement pathogenes retrouvés

dans la cohorte des 110 patients.

Caractéristiques cliniques des patients Nombre de Taux
ayant eu un DP patients Pourcentage diagnostique
DI/TSA isolée 2/39 5,2 2/19 (10,5%)
DI syndromique 27/39 69,2 27/69 (39,1%)
Encéphalopathie épileptique 5/39 12,8 5/11 (45,5%)
Maladie neurologique au premier plan 3/39 7,7 3/7 (42,8%)
AD sans DI 3/39 7,7 3/4 (75%)

Tableau 6 : Caractéristiques cliniques et taux diagnostiques des patients ayant eu un DP

Caractéristiques des variants de classe 4 et 5 Nombre %
Type de mutation

Faux-sens 22/40 55
Décalage du cadre de lecture 5/40 12,5
Non-sens 10/40 25
Perte du codon d'initiation 1/40 2,5
Variant affectant I'épissage 2/40 5
Zygotie

Homozygote 9/40 22,5
Hémizygote 2/40 5
Hétérozygote 29/40 72,5
Mode de transmission

AR, hérité des parents 9/40 22,5
DLX, de novo 5/40 12,5
RLX, hérité de la mére 1/40 2,5
AD, de novo 25/40 62,5
DS 5/3 12,5
Consanguinité 11/39 28,2

Tableau 7 : Caractéristiques des variants de classe 4 et 5
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Conséquence Mode de

Patient Cliniiue Gene Nomenclature HGVS irotéiiue Tiie de mutation Ziiotie transmission DNS

DI, microcéphalie, Décalage du cadre de
2 dysmorphie BCL11A  NM 022893.3:c.1633del p.(Asp545Thrfs*53)  lecture Hétérozygote AD, de novo

DI, surpoids, épilepsie  GRIN2B  NM _000834.3:¢.2236T>A p-(Cys746Ser) Faux-sens Hétérozygote AD, de novo

DI, bradycardie
6 dysautonomique GNB5 NM 006578.3:¢.242C>G p-(Ser81Trp) Faux-sens Homozygote AR, hérité des parents Non
DI, trouble du
comportement NCKAP1I NM 205842.2:c.796A>T p.(Lys266%*) Non-sens Hétérozygote AD, de novo

RPM, dysmorphie KANSLI NM _001193466.1:c.1816C>T p-(Arg606%*) Non-sens Hétérozygote AD, de novo

Encéphalopathie
épileptique, leucémie Oui
12 lymphoblastique KCNQ5 NM 001160133.1:¢.1039G>A p-(Gly347Ser) Faux-sens Hétérozygote AD, de novo (CYP2C9)

DI, dysmorphie,

dilatation

pyélocalicielle, PACS1 NM_018026.3:¢.607C>T p.(Arg203Trp) Faux-sens Hétérozygote AD, de novo
DI, TSA,

microcéphalie,

16  dysmorphie DYRKIA NM 001396.4:c.787C>T p-(Arg263%*) Non-sens Hétérozygote AD, de novo Non
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DI, épilepsie, agénésie
du CC, dysmorphie, Décalage du cadre de

18  taches hypopigmentées ARIDIB  NM _017519.2:¢.3693 3694del p.(Ser1231Argfs*32) lecture Hétérozygote AD, de novo

20 DI, épilepsie WDR45 NM _007075.3:¢.19C>T p-(Arg7%) Non-sens Hémizygote  DLX, de novo

RPM, ataxie
cérébelleuse,
22 hypotonie, nystagmus

GRM1 NM 001278064.1:¢.889C>T p-(Arg297%*) Non-sens Homozygote AR, hérité des parents Non

RPM, TSA, sténose
artérielle pulmonaire,
dilatation

24 pyélocalicielle CDKI13 NM 003718.4:¢c.2141G>A p-(Gly714Asp) Faux-sens Hétérozygote AD, de novo Non

DI légere, neuropathie
axonale sensitivo-
motrice, microcéphalie,
petite taille, anomalie

26 des extrémités, scoliose MORC2 NM_014941.3:¢.74C>T p.(Ser25Leu) Faux-sens Hétérozygote AD, de novo Non
DI légere, TSA,
dysmorphie, anomalies Variant affectant

28 des extrémités DDX3X NM _001356.4:¢.865-2A>G p-? I'épissage Hétérozygote DLX, de novo Non
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Surdité profonde de
perception bilatérale, Perte du codon

30  myopie forte SLTRK6  NM _032229.2:¢.3G>C p-? d'initiation Homozygote AR, hérité des parents Non

RPM, ataxie, retard de

croissance,

cardiopathie, surdité,

dysmorphie, anomalie

des extrémités ZMYNDI1 NM _006624.5:c.1798C>T p-(Arg600Trp) Faux-sens Hétérozygote AD, de novo

RPM, dégradation
progressive, paraplégie
spastique, ataxie

34 cérébelleuse GNB1 NM _001282539.1 : ¢.239T>C p-(I11e80Thr) Faux-sens Hétérozygote AD, de novo Non

Arthrogrypose,
épiphyses ponctuées,
36  anomalie cérébrale PC NM_000920.3 :c.1408C>T p.(GIn470%) Non-sens Homozygote AR, hérité des parents Non

RPM, CIA,
dysmorphie,
38  hyperlaxité, strabisme ~HUWEI NM 031407.6: ¢.12408C>G p-(Ile4136Met) Faux-sens Hétérozygote DLX, de novo Oui (HFE)
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Encéphalopathie
40  épileptique GRIA3 NM 000828.4 :c.1961C>T p-Ala654Val Faux-sens Hétérozygote DLX, de novo Non

Tableau 8 : Phénotype des patients ayant eu un DP et caractéristiques des variants de classe 4 et 5 expliquant le phénotype
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4.3 Données Non Sollicitées

Concernant les données secondaires, 106/110 (96.4%) patients ont accepté la
recherche des DNS des génes du groupe 1 (génes actionnables), 109/110 (98.2%) patients ont
accepté la recherche des DS des génes du groupe 2 (génes importants pour le conseil
génétique) et 104/110 (94.5%) patients ont accepté la recherche des DS des genes du groupe 3

(genes pharmacogénétiques).

Au total, 15 DNS de classe 4 ou 5 de la classification de ’ACMG ont été retrouvés
chez 14 patients ce qui représente un taux de diagnostic de 12.7%. Ces DNS sont répertoriées
dans le tableau 9. Cinq patients sur 106 (4.7%) ont présenté des variants pathogenes ou
probablement pathogene dans les génes du groupe 1 (génes TNNI3, LDLR, FBNI, PROC et
SERPINCI). Six patients sur 109 (4.6%) ont présenté¢ des variants pathogeénes ou
probablement pathogénes dans les génes du groupe 2 dont 5 dans le géne HFE et un patient
dans le géne CFTR (responsable de la mucoviscidose). Quatre patients sur 103 (3.9%) ont
présenté un variant homozygote pathogeéne dans les génes CYP2C9 (2 patients) et CYP2C19
(2 patients). Un patient a présent¢ 2 DS, un variant pathogéne dans le geéne LDLR
(Hypercholestérolémie familiale) du groupe 1 et le variant CYP2C19*2 homozygote
pathogéne du groupe 3 (patient 7 du tableau X). Cinq patients sur 109 (4.6%) de la cohorte
sont porteurs hétérozygote du variant p.Cys282Tyr dans le géne HFE (Hémochromatose de
type 1). Le variant p.(Gly542*) (rs113993959) dans le géne CFTR a été retrouvé chez un
patient. Nous n’avons pas retrouvé de patient porteur du variant le plus fréquent

(p-Phe508del) dans le géne CFTR a 1’état hétérozygote.

Parmi les patients porteurs d’une DNS, 5 patients présentaient ¢galement un DP (gene
KCNQS5, MTOI, TRRAP, PIGC et HUEWI) soit 35.7% (patient 6, 8, 9, 10 et 13 du tableau
X). Parmi les familles ou I’on a retrouvé une DNS, 2 étaient consanguines et présentaient un
DP de maladie autosomique récessive (variants pathogénes homozygotes dans les genes
MTOI et PIGC) et une DS a I’état hétérozygote dans les génes FBNI (maladie de Marfan) et
PROC (coagulopathie) (variant 8 et 10 du tableau 9).

Concernant les DNS du groupe 1, les variants ont ét¢ ou vont étre vérifiés en
séquencage Sanger au sein du laboratoire spécialisé dans la pathologie correspondante. Le
variant p.(GIn94*) a 1’état hétérozygote dans le gene TNNI3 (gene responsable de

cardiomyopathie dilatée autosomique dominante ) chez le patient 1 du tableau 9 a été classé
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en classe 4 apres avis aupres d’un spécialiste et une consultation de cardiopédiatrie a été
demandée. L’échographie transthoracique n’a pas retrouvée de cardiomyopathie dilatée chez
ce patient et un suivi régulier est prévu. Le variant p.(Glu418Lys) a I’état hétérozygote dans le
gene LDLR (géne responsable d’hypercholestérolémie familiale ) chez le patient 7 a été
classée en classe 4 apres avis aupres d’un spécialiste et un bilan lipidique et une consultation
d’endocrinologie ont ét¢ demandée. Le variant p.(Arg609Cys) a 1’état hétérozygote dans le
gene FBNI (géne responsable du syndrome de Marfan) chez le patient 8 a été classé en classe
4 apres avis aupres d’un spécialiste et une consultation génétique spécialisée ainsi qu’une
échographie transthoracique ont ét¢ demandée. Le variant p.(Val339Met) a I’état hétérozygote
dans le gene PROC (geéne responsable de thrombophilie par déficit en protéine C) chez le
patient 10 a été classée en classe 4 aprés avis aupres d’un spécialiste et une consultation
d’hématologie a ét¢é demandé. Le variant p.(Pro73Leu) a 1’état hétérozygote dans le géne
SERPINCI (gene responsable de thrombophilie par déficit en antithrombine III) chez le
patient 12 a été classé en classe 5 apres avis aupres d’un spécialiste et une consultation en

hématologie sera demandée.

Concernant les patients hétérozygotes pour la mutation p.(Cys282Tyr) dans le géne
HFE responsable de I’hémochromatose de type 1, leur présence a été vérifiée en séquencage
Sanger au sein du laboratoire des maladies héréditaire du métabolisme au CBPE et validé par
le docteur David Cheillan. Le variant p.(Gly542%*) dans le géne CFTR va étre vérifié en
séquencage Sanger. Un conseil génétique va étre prodigué lors de la consultation de rendu des

résultats.

Concernant les patients porteurs de variants dans les genes de pharmacogénétique, ils
vont &tre vérifiés en séquengage Sanger. De plus, tous les patients ont ou vont bénéficier
d’une consultation de pharmacogénétique au centre hospitalo-universitaire de Dijon. Les
variants retrouvés dans ces geénes permettent de classer les patients dans le groupe des
« métaboliseurs lents » pour les médicaments métabolisés par le cytochrome p450-2C9 et
p450-2C19, ce qui peut entrainer des variations de concentration sanguine du principe actif
par rapport a un métaboliseur normal. Ceci peut aboutir a un potentiel surdosage ou a un sous-
dosage, selon le métabolisme du médicament. Pour les patients 2 et 6 du tableau 9 porteur des
variants homozygotes CYP2C9*2 et CYP2C9*3, il existe un risque hémorragique accru avec
les anti-inflammatoires non stéroidiens et la warfarine, un risque d’hypoglycémie accru avec
les sulfamides, un risque d’hypotension artérielle avec certains agonistes de I’angiotensine II

(losartan, irbesartan) ainsi qu’un risque toxique de certains médicaments utilisés en
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neurologie comme [I’amitriptyline, la fluoxétine, la phénytoine ou I’acide valproique et la
fluvastatine. Pour les patients 7 et 9 porteurs de variants homozygotes CYP2C19%*2, il existe
un risque accru d’effets indésirables par surdosage pour les inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la sérotonine, certains antidépresseurs tricycliques, les inhibiteurs de la
monoamine oxydase et la phénytoine. Il existe également un risque d’effets toxiques avec
’utilisation d’inhibiteurs de la pompe a protons, le voriconazole et un risque de diminution
d’efficacité par sous-dosage pour le clopidogrel (pro-drogue). Pour tous ces patients, la
présence de ces variants ne présente pas une contre-indication absolue mais une précaution

d’emploi.
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Conséquence Type de Mode de Groupe
Patient Consanguinité Géne Nomenclature HGVS protéique mutation Zygotie transmission DP
1 Non TNNI3 NM 000363.4:c.280C>T  p.(Gln94*) Non-sens  Hétérozygote  AD, AR Non 1
2 Non HFE p.(Cys282Tyr) NM _000410.3:c.845G>A  p.(Cys282Tyr) Faux-sens Hétérozygote AR Non 2
3 Non CYP2C9%*3 homozygote NM 000771.3:c.1075A>C p.(Ile359Leu) Faux-sens Homozygote AR Non 3
4 Non HFE p.(Cys282Tyr) NM 000410.3:c.845G>A  p.(Cys282Tyr) Faux-sens Hétérozygote = AR Non 2
5 Non HFE p.(Cys282Tyr) NM 000410.3:c.845G>A  p(.Cys282Tyr) Faux-sens Hétérozygote AR Non 2
6 Non CYP2C9*2 homozygote NM 000771.3:c.430C>T  p.(Argl44Cys) Faux-sens Homozygote AR Oui (KCNQY) 3
7 Non LDLR NM 000527.4:¢c.1252G>A p.(Glu418Lys) Faux-sens Hétérozygote  AD Non 1
7 Non CYP2C19%2 homozygote NM_000769.2:c.681G>A  p.(Pro227=) Synonyme Homozygote AR Non 3
8 Oui FBN1 NM 000138.4:c.1825C>T p.(Arg609Cys) Faux-sens Hétérozygote  AD Oui (MTOI) 1
9 Non CYP2C19%2 homozygote NM_000769.2:c.681G>A  p.(Pro227=) Synonyme Homozygote AR Oui (TRRAP) 3
NM 000312.3 :
10 Oui PROC c.1015G>A p.(Val339Met) Faux-sens Hétérozygote  AD Oui (PIGC) 1
11 Non HFE p.(Cys282Tyr) NM 000410.3:¢.845G>A  p.(Cys282Tyr) Faux-sens Hétérozygote AR Non 2
12 Non SERPINCI NM 000488.3 ¢.218C>T p.(Pro73Leu)  Faux-sens Hétérozygote  AD Non 1
13 Non HFE p.(Cys282Tyr) NM 000410.3:c.845G>A  p.(Cys282Tyr) Faux-sens Hétérozygote AR Oui (HUEWT) 2
14 Non CFTR NM 000492.3:¢.1624G>T p.(Gly542*) Non-sens  Hétérozygote ~ AR Non 2
Tableau 9 : Caractéristiques des variants pathogenes et probablement pathogenes des DNS
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4.4 Analyse des CNV

Concernant I’analyse des CNV, elle a été réalisée sur 96 patients par le service de
bioinformatique de Dijon. 6 CNV ont été retenu (6.25%) (Tableau 10). 3 CNV étaient des
VOUS déja connus pour ces patients détectés par ACPA auparavant et mis en évidence par
I’analyse des données de séquencage. 1 CNV était un CNV bénin sur le chromosome X chez

une fille également détecté en ACPA. 2 CNV ¢étaient pathologiques.

Concernant ces 3 CNV pathologiques, ils avaient été détectés en ACPA et classés
comme bénin ou VOUS mais devant la réanalyse des données et 1’avancement des
connaissances sur le caractére pathologique des CNYV, ils ont pu étre reclassé€s suite a cette
analyse. Tous les CNV ont été vérifieés en PCR quantitative. 2 CNV détectés par 1’analyse

bioinformatique sur les données de séquencage ont été infirmé en PCR quantitative.

Le premier CNV pathologique correspondait a une délétion 16pl11.2 récurrente
proximale de 417 kb emportant de nombreux geénes dont le géne 7BX6, chez une patiente
présentant une DI syndromique. Cette délétion est connue comme étant un facteur de
prédisposition aux troubles neurodéveloppementaux et explique en partie le phénotype de la
patiente. Elle est héritée du pére qui est sain. Ce CNV avait été détecté sur la ACPA réalisée
en 2007 et classé comme polymorphisme puisque le caractére pathogéne en tant que facteur
de prédisposition aux troubles neurodéveloppementaux de cette anomalie n’a ét¢ démontré

dans la littérature qu’en 2008 (50,51).

Le second CNV pathologique était une délétion de 341 kb en 10q24.32 emportant
plusieurs genes dont le gene TRIMS récemment impliqué dans les encéphalopathies
épileptiques dans la littérature (52,53). Ce CNV détecté sur une ACPA réalisée en 2012 avait

¢été rendu comme VOUS et était hérité du pére sain porteur de ce CNV en mosaique.

Le troisieme CNV pathologique était une duplication intragénique de novo emportant
5 exons du géne KDM6A responsable de 5% des syndromes de Kabuki expliquant le
phénotype de la patiente qui présentait une DI syndromique et certains des signes

dysmorphiques rapportés dans ce syndrome (54).

Deux CNV de novo classés VOUS détectés en ACPA ont également été détectés sur
les données du séquencage. Le premier était une délétion de 12 kb dans le gene PLEKHG4B
qui est un géne non rapporté en pathologie humaine (guanine nucleotide exchange factor)

chez un jeune patient atteint de TSA. Le deuxieme CNV class¢ VOUS est une délétion de 1
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Mb sur le chromosome X emportant plusieurs genes dont aucun n’est associ¢ a un retard

mental chez un patient présentant un retard psychomoteur.

Enfin, une délétion de 608 Kb du géne DMD (responsable de la myopathie de
Duchenne) sur le chromosome X a été retrouvée chez une fille hérit¢ de sa mere
asymptomatique. Ce CNV a été classé bénin puisqu’il s’agit d’un variant pathologique chez
les garcons. Ceci correspondant a une découverte secondaire non li¢ au phénotype de la
patiente. Les représentations graphiques des différents CNV sont répertoriées dans la figure

21.

En additionnant les taux diagnostiques obtenus pour I’analyse des SNV et celui obtenu
pour I’analyse des CNV, on obtient un taux diagnostique concernant les données primaires de

38.2%.
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Taille du

CVNen Bande Type de Mode de Résultat
Patient  Clinique Intervalle Kb cytogénétique CNV Contenu en géne transmission ACPA Classification CNV
ZG16,KIF22,MAZ,PRRT2,PAGRI,MVP,CDIP
T,CDIPTOSP,SEZ6L2,ASPHD1,KCTD13,TME
DI, épilepsie, retard M219,TAOK2,HIRIP3,INOSOE,DOC2A4,C160r
staturopondéral, f92,FAM57B,LOC112694756,ALDOA,PPP4C,
dysmorphie, TBX6,YPEL3,LOC101928595,GDPD3,MAPK3
anomalie des chr16:29790824- ,CORO14,LOC606724,BOLA2,BOLA2B,SLX1 PIEV (Facteur de
1 extrémiteés 30208680 417 l6pl1.2 Délétion B,SLX1A,SLX1A-SULTIA3,SLXIB-SULTIA4  Hérité du pere Bénin susceptibilité)
NFKB2,PSD,FBXL15,CUEDC2,MIR146B,RP
DI, épilepsie, ectopie chr10:104155715- ARPASI,C100rf95,MFSD134,ACTRI1A,SUFU, Hérité du pére Pathologique (gene
2 rénale 104497521 341 10g24.32 Délétion TRIMS,ARL3,SFXN2 (pére en mosaique) VOUS TRIMS)
DI modérée non chrX:44820527-
3 syndromique 44896936 76 Xpll.3 Duplication KDMG6A4 De novo VOUS Pathologique
chr5:151626-
4 TSA 163665 12 5p15.33 Délétion PLEKHG4B De novo - VOUS
PLACI,FAMI122B,FAM122C,MOSPDI1,LINCO
2243,SMIM10,RTLSB,RTLSC,RTL8A,SMIM10
L2B,ETDB,SMIM10L2B-
AS1,CT55,ZNF75D,ETDA,ETDC,ZNF449,LO
RPM, chrX:133700072- C100506790,SMIM10L2A,INTS6L-
5 laryngomalacie 134715563 1015 Xq26.3 Délétion AS1,INTS6L De novo VOuUS VOUS
Bénin (pathologie
chrX:31341713- récessive lié au
6 DI, épilepsie 31950346 608 Xp21.1Xp21.2 Délétion DMD Hérité de la mére Bénin chromosome X)

Tableau 10 : Caractéristiques des CNV retenus lors de I’analyse sur les données de séquengage de |’exome
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dijex3132 DEL chr16:29790824-30208680

dijex3135 DEL chr10:104155715-104497521

Z-score of PCA-normalized read depth

29700000

29800000 29900000 30000000 30100000

Patient 1 : délétion 16p11.2

30200000 30300000

dijex3159 DEL chr5:151626-163665

Z-score of PCA-normalized read depth

104000000

104100000 104200000 104300000 104400000 104500000

Patient 2 : délétion 10q24.32 (TRIMS8)

104600000

dijex3165 DEL chrX:133700072-134715563

2-score of PCA-normalized read depth

-15

148000

150000 152000 154000 156000 158000 160000 162000

Patient 4 : délétion 5q15.33 (PLEKHG4B)

164000 166000 168000

Z-score of PCA-normalized read depth

-30

dijex3252 DUP chrX:44820527-44896936

Z-score of PCA-normalized read depth

44800000

44820000

44840000 44860000 44880000 44900000 44920000

Patient 3 : Duplication Xp11.3 (KDM6A)

dijex3174 DEL chrX:31341713-31950346

Z-score of PCA-normalized read depth

-20

o

133400000

Figure 21 : Représentation graphique des CNV retenus

133600000 133800000 134000000 134200000 134400000 134600000 134800000 135000000

Patient 5 : délétion Xq26.3

31200000 31300000

31400000

31500000 31600000 31700000 31800000 31900000 32000000 32100000

Patient 6: délétion Xp21.1p21.2 (DMD)

La ligne rouge représente une délétion chez le patient, la ligne bleue une duplication chez le patient et les 2 lignes vertes sont celles des parents.
L’axe des abscisses représente les coordonnées génomiques et I'ordonnée, une déviation en z-score par rapport a la base de données de patients

de Dijon.
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5 DISCUSSION

L’analyse du séquengage de I’exome chez 110 patients lyonnais porteur d’une AD/DI
a permis de mettre en évidence chez 42 patients (38.2%) une cause génétique expliquant leur
phénotype. Chez 39 d’entre eux (35.5%), un SNV pathogéne ou probablement pathogene
dans un géne responsable de trouble du neurodéveloppement ou plus largement d’anomalies
du développement a été mis en évidence. Chez 3 d’entre eux, un CNV pathogene a permis
d’expliquer le phénotype. En plus des données primaires mise en €vidence qui expliquent le
phénotype du patient, des DNS ont également été mis en évidence chez 14 patients (12.7%)
concernant les 3 catégories de génes analysés. 4.7 % (5/106) patients ont présenté des variants
dans des geénes concernant le groupe 1, c’est-a-dire les génes actionnables de prédisposition a
des pathologies a révélation plus tardive. 5.5% (6/109) ont présenté des variants dans des
genes du groupe 2 c’est-a-dire des genes de pathologies récessives fréquentes ou de
pathologies récessives liées a I’X avec un risque de transmettre une pathologie a sa
descendance. 3.9% (4/103) ont présenté des variants dans des geénes du groupe 3 (geénes de

pharmacogénétique).

5.1 Implication des SNV dans le diagnostic primaire de la cohorte

Comme rappelé précédemment, 1’analyse du séquengage de 1’exome chez 110 patients
lyonnais porteur d’'une AD/DI a permis de mettre en évidence chez 39 d’entre eux (35.5%),
un SNV pathogeéne ou probablement pathogene (de classe 5 ou 4 selon les critéres de
I’ACMG) dans un gene responsable de trouble du neurodéveloppement ou plus largement
d’anomalies du développement. Tres récemment, Srivastava et al, 2019 (4) ont réalis¢ une
méta-analyse comparant le taux diagnostique du séquengage de I’exome en pratique clinique
des différentes cohortes publiées de patients présentant des troubles du neurodéveloppement
(Déficience intellectuelle et/ou Trouble du spectre autistique associ¢é ou non a des
malformations). Apres avoir sélectionné 30 articles, ils retrouvent un taux diagnostic moyen
de 36% au total, un taux de 31% pour les troubles neurodéveloppementaux isolés et un taux
de 53% pour les troubles neurodéveloppementaux associés a des malformations. Dans notre
cohorte, le taux diagnostique du groupe de patients présentant une DI et/ou TSA isolés est de

10,5% et celui du groupe de patients présentant une DI syndromique est de 39,1%. Ces taux
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pris séparément sont différents, cela est surement dii a la classification des patients dans
chacun des groupes puisque que la distinction d’une DI syndromique d’une DI isolée est floue
car certains signes peuvent sembler discrets. Ce consortium d’experts rappelle les
recommandations de I’ACMG de 2010 concernant 1’exploration d’une DI ou un TSA par la
réalisation d’une ACPA et d’une recherche d’un syndrome de 1’X fragile (sauf pour les filles
présentant un TSA isolé¢) en premicre intention. Il y a aussi dans certains cas des indications
pour tester les génes MECP2 et PTEN en premicre intention. Les experts concluent en
rappelant que le taux diagnostique de 36 % retrouvé dans la méta-analyse est supérieur a celui
de PACPA (15-20%) et proposent donc d’adopter le séquencage de I’exome en premicre
intention devant une DI isolée ou syndromique d’autant plus que les algorithmes d’analyse
des CNV sont de plus en plus associés aux pipelines bioinformatiques d’analyses des exomes
cliniques et permettent donc de détecter les CNV. Ce nouvel algorithme proposé par cette

équipe est représenté sur la figure 22.

) Further Mo/
incomplede —# ewlualion —— incomplete
e} fbesting dx \]
I andior ) ' )
ABD -
P ———— ES reanalysis
=yndromic Afler 1-3 years
presantation !
D D
STOP STOP

Figure 22 : Algorithme de diagnostic proposé par Srivastava et al. En incorporant le
sequencgage de |’exome dans [’exploration des DI et des TSA.

Comme précis¢ dans I’introduction, 1’exploration des DI au sein du laboratoire de
génétique de Lyon passait auparavant par la réalisation d’un panel de genes d’environ 500
genes impliqués dans la DI, si I’ACPA préalablement réalisée, était négative. Le projet FIND
a été I’occasion d’opter pour une approche par le séquengage de I’exome pour I’exploration
des AD/DI au sein du laboratoire de génétique du CHU de Lyon. Pour comparer, le panel DI
comportait 450 génes et le taux diagnostique de ce panel était d’environ 30%. Concernant le
panel épilepsie, il comporte 146 geénes dans la V4 actuelle et le taux diagnostique est de
27.6% (V1-V3). Pour rappel le taux diagnostique de la cohorte du projet FIND concernant les

patients présentant une encéphalopathie épileptique, est de 45.5%, bien que ce ne soit pas la
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seule indication du panel épilepsie (épilepsie familiale, syndrome épileptique reconnaissable,
épilepsie au premier plan...) et qu’une comparaison est donc délicate. Un article récent de
Palmer et al, 2018 retrouve un taux diagnostique de 50 % dans une cohorte de 32 patients
présentant une encéphalopathie épileptique. Concernant les groupes AD sans DI et le groupe
avec des troubles neurologiques au premier plan, ceux-ci ont un effectif trop faible,

respectivement de 7 et 4 patients, pour pouvoir en tirer des conclusions significatives.

La formation de ces groupes phénotypiques peut également étre discutée puisque la
définition d’un DI syndromique ou non syndromique reste floue avec la présence de certains
signes malformatifs mineurs ou non détectés. Pour les pathologies pour lesquels les signes
neurologiques sont au premier plan, dans certains cas un panel spécifique existe. Pour les AD
sans DI, I’hétérogénéité clinique et génétique est telle qu’il est difficile d’analyser les données

de ce groupe.

5.2 Implication des CNV dans le diagnostic primaire de la cohorte

Tous les patients de la cohorte ont eu au préalable une ACPA dans le cadre de
I’exploration de leur AD/DI qui n’a pas retrouvé de CNV pathogénes ou probablement
pathogeénes pouvant expliquer leur phénotype. Les patients présentant un CNV de classe 3
(VOUS) pouvaient bénéficier de I’exome. L’analyse des CNV sur les données de I’exome a
permis de retrouver les CNV de classe 3 des patients détectés au préalable en ACPA. Cette
analyse a I’aveugle a permis de retenir 6 CNV chez 96 patients préalablement détectés par
I’ACPA (6,25%). Parmi ces 6 CVN, 3 ont fait ’objet d’une reclassification suite aux données
récentes de la littérature et sont ainsi passés de CNV de signification indéterminée (Classe 3
VOUS) a des CNV pathogeénes. L’analyse des CNV est donc efficace sur les données de
séquencage de 1’exome puisqu’elle a permis de mettre en évidence les CNV préalablement
détectés en ACPA. Aucun CNV pathogene non préalablement détecté par I’ACPA n’a été mis
en évidence lors de cette analyse qui représente tout de méme un intérét pour la détection des
« petits CNV » inférieurs a la résolution de I’ACPA ou de CNV présents dans des régions non
couvertes par la puce et donc non détectables. L’analyse n’a été effectuée que sur 96 patients
puisque certaines données provenant de Dijon étaient incomplétes et certaines analyses étaient
trop bruitées pour étre interprétées. Cette technique nécessite donc encore des améliorations

afin d’étre plus performante. Cette analyse montre également 1’intérét de la relecture des
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résultats des ACPA avant de poursuivre les explorations génétiques face aux avancées rapides

des connaissances dans le domaine de la génétique.

L’addition des taux diagnostiques de la ACPA de 15-20% et de celui du séquencage
de I’exome (environ 36%) permet de poser un diagnostic étiologique dans 50% des cas de DI
(4) (en enlevant les cas de Trisomie 21 qui représentent environ 9-10 % des DI et le syndrome
de I’X-fragile qui représentent environ 1% des DI (55)). Cependant I’implémentation de
I’analyse des CNV dans les pipelines bioinformatiques de 1’analyse des données de 1’exome
est de plus en plus fréquente (56). Une étude de Visser et al, 2017 sur 105 patients présentant
des troubles du neurodéveloppement bénéficiant d’un séquengage de 1’exome avec analyse
des CNV retrouvent un taux diagnostic pour I’implication d’un CNV pathogeéne de 6.4%. De
plus, dans cette cohorte, 2 CNV pathogeénes qui n’avaient pas été détectés par ACPA ont pu
étre mis en évidence (région non couverte par les oligonucléotides de la puce) (21). Dans un
second article, le taux diagnostique est de 16.7% concernant I’implication d’un CNV dans le
phénotype de trouble du neurodéveloppement (57). Ceci conforte encore plus la proposition
de Srivastava et al., de proposer I’exome en premiere intention pour le diagnostic des AD/DI
si ’analyse des CNV est possible sur les données de séquengage. De plus, I’analyse des CNV
couplée a celle des SNV dans la méme technique permet plus facilement de mettre en
évidence des pathologies récessives dues a un mécanisme hétérozygote composite expliqué
par un SVN sur un all¢le du géne et a un CNV sur I’autre. Il est cependant intéressant de noter
que la recherche de délétion et de duplication est plus sensible sur des données de séquencage
de panels que sur I’exome car la profondeur est plus grande et la couverture meilleure. Ceci

permet de mettre notamment en évidence des anomalies en mosaique plus facilement.

Cependant, ’analyse des CNV sur les données de séquencage de I’exome présente des
limites. En effet, il est difficile de détecter des délétions et/ou des duplications dans les
régions riches en GC, dans des pseudogenes ou encore les duplications segmentaires. De plus,
des CNV présents dans des régions non codantes comme des régions promotrices, des régions
régulatrices ou introniques ne pourront pas étre détectés car ces régions ne seront pas
séquencées. Certaines régions cibles peuvent également présenter une faible déviation par
rapport a la norme et ne pas étre détectées. Si certaines régions sont mal couvertes, elles
peuvent également entrainer des faux positifs. Pour finir, les régions trés polymorphiques
(notamment les duplications communes) peuvent ne pas étre détectées méme si cela n’est pas

forcement délétere puisque ces duplications sont des polymorphismes (33).
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5.3 Recherche des Données Non Sollicitées dans la cohorte

La recherche des DNS a permis de mettre en évidence chez 14 patients (12.7%) des
variants pathogeénes ou probablement pathogeénes concernant les 3 catégories de genes
analysés. 4.7 % (5/106) patients ont présenté des variants dans des geénes concernant le groupe
1, c’est-a-dire les geénes actionnables de prédisposition a des pathologies a révélation plus
tardives. 5.5% (6/109) ont présenté des variants dans des génes du groupe 2, ¢’est-a-dire des
genes de pathologies récessives fréquentes ou de pathologies récessives liées a I’X avec un
risque de transmettre une pathologie a sa descendance. 3.9% (4/103) ont présentés des

variants dans des génes du groupe 3 (genes de pharmacogénétique).

Cette analyse des DNS demande un temps supplémentaire aussi bien clinique que
biologique. En effet, lors de la consultation pré-test, I’information doit étre donnée au patient
et doit étre claire concernant ces DNS. On peut se poser la question de la clarté de
I’information devant le nombre de genes recherchés et leur diversité en termes de types de
pathologies allant aussi bien de prédisposition au cancer ou aux cardiopathies que des génes
de pharmacogénétique ou des geénes de pathologies récessives ou liées a I’X a risque de
transmission. Un consentement spécifique doit étre également recueilli. Le choix est toujours
laissé au patient de rechercher ces DNS ou non. Pour étre inclus au projet FIND, il fallait
cependant accepter la recherche des DNS dans au moins une des 3 catégories de génes des
DNS. Le temps nécessaire a I’explication de ces examens génomiques justifie 1’émergence
d’un nouveau métier celui de conseiller en génomique pour soutenir le généticien dans cette
démarche. Le temps de rendu de résultats est aussi beaucoup plus long si la recherche de DNS
est positive puisqu’il faut détailler les conséquences du résultat, le conseil génétique et
adresser le patient a une consultation spécialisée et/ou des examens complémentaires. Sur le
plan biologique, un temps supplémentaire est nécessaire aussi bien pour l’analyse bio-
informatique (notamment des variants de pharmacogénétique) que pour I’interprétation des
variants qui nécessite tout d’abord une premicre analyse par le biologiste qui lit I’exome et
ensuite la validation par un biologique « expert » concernant le géne impliqué. L’implication
de ces biologistes experts pour I’interprétation des DNS est primordiale. En effet, dans ce
projet, seul les variants rapportés sur la base de données HGMD ou Clinvar comme

pathogenes ou probablement pathogeénes pouvaient étre rendus. Cependant, une expertise était
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parfois nécessaire devant certains variants avec des étiquettes contradictoires ou encore non
rapportés mais semblant trés probablement pathogénes comme des variants non-sens dans
certains genes soumis a I’haploinsuffisance. De plus, le temps biologique est d’autant plus
allongé qu’il faut ensuite confirmer par une seconde méthode (séquencage SANGER, long-
range PCR). L’étude FIND s’attardera a quantifier ce temps supplémentaire aussi bien
clinique et biologique ainsi que le recours secondaire a des examens complémentaires et des

consultations spécialisées.

La recherche de ces DNS reste un sujet trés débattu en France et a 1’étranger. Ceci
souleve des questions €éthiques autant au niveau individuel que sociétal. Récemment, I’avis
130 du Comité Consultatif National d’Ethique datant du 29 mai 2019 a donné un avis
favorable pour la recherche des DS concernant les geénes actionnables pour lesquels une
stratégie préventive ou thérapeutique est possible, tout en rappelant la nécessité d’informer les
patients et leur famille des conséquences de la recherche de ces DS au moment de la rédaction
initiale du consentement au préalable. La Sociét¢ Francaise de Médecine Prédictive et
Personnalisée a publi¢ récemment des recommandations concernant les données incidentes
touchant des geénes de prédisposition au cancer (40). Pour I’instant, il n’existe pas de
recommandations européennes proposant une liste de génes minimale. Chaque laboratoire
peut faire le choix d’une stratégie locale consignée dans des procédures. Cependant, le cadre
l1égal frangais (article 16-10 du code civil et R.1131-5 du code de santé publique) précise que
« lorsque I’examen génétique conduit a révéler fortuitement d’autres informations que celles
recherchées, le droit en vigueur, pour protéger le patient d’informations inutiles, angoissantes
ou dont la révélation n’est pas désirée, n’est pas en faveur de la transmission d’informations
autres que celle initialement recherchée et pour laquelle le patient a consenti a la réalisation
de ’examen. Dans ces conditions, il appartient au médecin de déterminer au cas par cas dans
le cadre d’un colloque singulier avec son patient la conduite a tenir ». Le cadre de recherche
a travers le protocole FIND permet d’encadrer 1’analyse des DNS en attendant une évolution

législative a ce sujet.

Une autre problématique éthique soulevée par la recherche de ces DNS est celle de la
notion de diagnostic pré-symptomatique. En effet, la plupart des patients explorés dans le
cadre d’AD/DI sont des enfants. Or, découvrir une prédisposition a une pathologie sans lien
avec la demande de I’examen entre dans le cadre du diagnostic pré-symptomatique. Chez les

mineurs, celui-ci est autorisé s’il existe des mesures de prévention dans 1’enfance. Ceci est
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discutable pour certains génes bien que cela puisse représenter une information importante

pour les apparentés dans I’immeédiat.

Sur le plan individuel, afin de mieux cerner les attentes et les préférences des patients
et des professionnels de santé autour du séquencage de I’exome, 1’é¢tude SEQUAPRE réalisé
entre 2015 et 2016 au sein des centres de références d’anomalies du développement de Dijon
et Lyon a apporté quelques réponses. En effet, une premiére étude quantitative sur 513
patients a montré que ceux-ci étaient favorables a une information exhaustive concernant les
données de signification inconnue et les DNS (58). Les résultats de 1’étude FIND en cours
visant a déterminer les attentes et le vécu des patients concernant la recherche des DNS lors
du séquencage de I’exome permettront d’éclairer ce point a travers une étude qualitative
(observation des consultations médicales et entretiens avec suivi des familles) et une étude
quantitative avec passation de questionnaires et d’échelles standardisées (qualité de vie et
dépression). Une étude basée sur des groupes focus de patients porteur de pathologies sans
diagnostic ou de pathologies liées au géne de la liste de I’ACMG sur 21 familles ont montré
que 8 d’entre elles étaient favorables a I’obtention de ces DNS et que 11 ne 1’étaient pas en
raison des conséquences psychologiques de tels résultats (2 familles ambivalentes). Ces
entretiens ont permis de souligner I’importance de la transmission de I’information avant la
réalisation du test génétique concernant ces DNS, de ’autonomie du patient dans le choix de
les rechercher ou non, de I’importance d’un délai de réflexion et de la qualité des interactions

entre les patients et leurs familles et les professionnels de santé (59).

Récemment, une étude rétrospective concernant les DNS menée par le CHU de Dijon
sur 700 exomes montre des résultats similaires aux notres. Ils retrouvent la présence de
variants pathogeénes dans des génes de prédisposition du groupe 1 dans 3.7 % des cas, des
variants pathogénes dans des geénes du groupe 2 (porteur hétérozygote de pathologies
récessives ou lices a I’X) dans 3.8% des cas et des variants pharmacogénétique (gene
CYP2C9 et CYP2C19) responsables d’un phénotype de métaboliseur lent dans 57 cas sur 700
(60). Cette étude souligne également le temps supplémentaire pour I’analyse de ces DNS avec
un temps moyen de 6,3 minutes pour les génes du groupe 1 et 1,3 minutes pour les génes du

groupe 2 et une moyenne de 37 minutes pour la réinterprétation des variants.

Aux Etats-Unis, le « BabySeq Project » montre une volonté de médecine prédictive et
personnalisée des la naissance chez des personnes saines. En effet, cette étude portait sur les

impacts médicaux, comportementaux et économiques du séquengage du génome de nouveau-
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nés sains ou admis en soins intensifs. Neuf pourcent des nouveau-nés présentaient des
pathologies a révélations pédiatriques, 88% étaient porteurs hétérozygotes de variants dans
des génes de pathologies récessives et 5% présentait des variants des génes de
pharmacogénétique. Cette étude conclut donc sur I’efficacité de cette approche par rapport au

dépistage néonatal actuel pour prévenir du risque de certaines maladies (61).

Pour conclure, la recherche des DNS a un impact sur 1’organisation des soins avec le
recours a des consultations génétiques et spécialisées, la nécessité de pipelines bio-
informatiques supplémentaires et du temps d’interprétation et de validation biologique
supplémentaires. De plus, cela nécessite des besoins de renforts cliniques avec notamment
I’apparition de nouveaux métiers comme celui de conseiller en génomique. Il est nécessaire
de poursuivre les recommandations frangaises pour préciser et mieux encadrer ces recherches
et de poursuivre celles sur les besoins et les attentes des patients ainsi que les conséquences a

plus long terme du rendu de ces DNS.

5.4 Les Limites du séquencage de I’exome

Malgré la démonstration de I’efficacité diagnostique du séquencage de 1I’exome dans les
AD/DI, celui-ci ne permet pas de détecter tous les types de variants responsables de
pathologies. En effet, ’exome ne permet pas de détecter les remaniements chromosomiques
équilibrés, les expansions de triplets, les variants introniques, les délétions ou duplications ne
concernant qu'un ou deux exons (ceux-ci sont mieux détectés par les panels de geénes) ou

encore les variants dans les régions non ou peu couvertes.

Le Plan France médecine génomique 2025 a fait le choix du séquencage du génome
pour le diagnostic de certaines maladies. Les AD/DI devraient bientot entrer dans les
indications pour la prise en charge diagnostique de ces pathologies par ces plateformes. En
attendant, le projet pilote « DEFIDIAG » va trés prochainement pouvoir débuter. Ce projet,
regroupant 12 centres d’inclusions frangais, a pour objectif de comparer le taux diagnostique
causal d’origine génétique du séquengage de 1’exome contre celui de la stratégie nationale de
référence actuellement en place qui comporte une recherche du syndrome de I’X Fragile, la
réalisation d’une ACPA et du panel DI 44 chez des patients présentant une DI bénéficiant
pour la premiére fois d’une évaluation génétique. Les autres objectifs de cette étude seront

aussi de comparer la stratégie du séquencage du génome en cas index (séquencage
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uniquement du patient) VS le séquencage du génome en trio (séquencage du patient et de ses
parents). Une analyse de I’impact économique, médicale et psychosociale sera également
réalisée. Ce projet permettra de déterminer la meilleure stratégie de séquencage a haut débit a

adopter pour le diagnostic des DI en France.

Si a I’avenir une stratégie de séquengage du génome en premicre intention était adoptée,
cela engendrerait un remaniement profond de I’organisation a la fois des consultations de
génétique clinique et a la fois des laboratoires de biologie moléculaire. En effet, 1’équipe
clinique devrait alors étre renforcée avec des conseillers en génétique formés en génomique
afin de soutenir les médecins et avoir un temps allou¢ a I’information précise et au recueil du
consentement du patient. Les consultations de rendu de résultats seront également plus
longues notamment si des DNS sont retrouvés afin d’expliquer ces résultats aux patients et de
les orienter correctement vers les différents spécialistes. Ces spécialistes devront faire face a
de nouveaux patients qui ne sont pas encore symptomatiques et devront également assurer un

suivi & long terme ainsi qu’un dépistage familial.

Du point du vu du laboratoire, la stratégie du séquencage du génome en premiére
intention nécessiterait un remodelage profond organisationnel avec la nécessité de former des
technicien.ne.s de laboratoire au séquencage haut débit ainsi que d’obtenir de nouveaux
séquenceurs a plus haut débit afin de répondre a la demande. Des infrastructures bio-
informatiques ainsi qu’une équipe renforcée sont également nécessaires afin de répondre aux
besoins informatiques incluant la capacité de parallélisation des analyses, la puissance de
calcul importante, la mémoire vive et la capacit¢ de stockage importante (http://anddi-

rares.org/assets/files/recomandations-gestion-donn%c3%a9es-ngs-anpgm.pdf). De plus, une

collaboration entre les différents laboratoires experts est indispensable pour rendre des
résultats fiables concernant les DNS. Un financement conséquent est également indiscutable
puisque le prix du séquencage d’un génome est bien ¢levé que celui d’'une ACPA. En se
référant aux tarifs des actes innovants hors nomenclature, un exome solo revient a 2205.9
euros alors qu’une ACPA revient a 1080 euros. Si on ne prend on compte que les réactifs
alors un exome trio (qui est la stratégie qui a été adopté ici) revient a 1500 euros (500 euros

par personne) et la CGH a environ 250 euros.

De plus, une autre problématique soulevée est celle de la gestion des données puisque
cette stratégie aurait pour conséquences une augmentation massive de I’ordre de téraoctets des

données génétiques a conserver. Cette conservation nécessite une puissance informatique et la
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création de logiciels spécifiques adaptés pour leur prise en charge. Il faudra déterminer quel
type d’informations et combien de temps les conserver. A I’heure du régne des bases de
données, du partage des informations sur internet et des réseaux sociaux, des réflexions
éthiques sont primordiales pour assurer I’anonymisation et la protection de ces données (62).
La gestion de ces masses de données ou « big data » est une question qui ne concerne pas
seulement les données issues du séquencage de I’ADN humain et souléve la problématique de
I’hégémonie du GAFA (Google, Amazone, Facebook et Apple) qui n’ont pas pour tradition

de travailler avec des médecins ou des biologistes.

5.5 L’intérét de la réanalyse des données du s€équengage de I’exome

Les résultats obtenus sur 1’analyse des CNV ont montré I’intérét de réanalyser les
données génomiques obtenues par ACPA au vu de I’évolution de la littérature scientifique et
de la découverte de nouveaux genes qui a permis de reclasser 3 CVN responsables de la
pathologie des patients. Cette stratégie de réanalyse d’examens négatifs a également été
appliquée sur les données de séquencage et plusieurs équipes ont déja démontré son efficacité.
Dans le cas de patients atteints d’AD, la réanalyse des données de séquencage permet
d’augmenter le taux diagnostique d’environ 10% (63—65). Ces nouveaux diagnostics peuvent
étre dus a de nouvelles publications décrivant de nouveaux génes impliqués en pathologie, a
une meilleure description phénotypique des patients, & une réanalyse avec un pipeline
bioinformatique plus récent qui permet de mettre en évidence de nouveaux variants ou des
CNV et la mise a jour des bases de données. De plus, le partage de données sur des
plateformes internationales comme « Genematcher » permet ¢également, grace a la
collaboration entre plusieurs équipes, de valider fonctionnellement de nouveaux variants dans

des génes candidats.

Cette stratégie de réanalyse des données peut donc étre appliquée sur les données de
I’ACPA devant la présence de VOUS avant la réalisation d’un exome ou d’un génome. Si
celui-ci est négatif, une réanalyse des données de séquencage a 1 an peut étre envisagé apres
une réévaluation clinique. Ceci demandera un temps supplémentaire clinique pour réévaluer
le phénotype mais également une réanalyse bio-informatique avec un pipeline plus récent et
un temps biologique supplémentaire avec une réinterprétation des données au vu des avancées

de la littérature. Dans leur étude sur 54 patients souffrant d’AD variées ayant bénéficiés d’une
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réanalyse des données de I’exome a 12 mois, Ewans et al, 2019 montre un cott

supplémentaire d’environ 586 $US par patient (64).

5.6 L’avenir du Séquencage a Haut Débit

Les technologies préalablement mentionnées nécessitent avant de séquencer I’ADN une
étape d’amplification. Cela est responsable d’erreurs de copies et de biais lors de la lecture
des séquences. Depuis quelques années, le séquengage de 3™ génération permet d’obtenir
des fragments d’ADN de grande longueur et de s’affranchir de I’étape d’amplification. On
parle également de «single molecule sequening ». Deux nouvelles technologies dites de
séquencage en temps réel ont su se démarquer sur le marché. La premicre a été développée
par I’entreprise Pacific Bioscience (Menlo Park, USA) et permet d’observer de fagon optique
en temps réel la fluorescence lors de 1’incorporation des nucléotides par une polymérase
immobilisée au fond d’un puit. Le séquengage est dit en « zero mode waveguide ». Cette
technologie permet de séquencer des fragments de 10 kb voire méme 100 kb et peut identifier
en plus des variants nucléotidiques, des remaniements de structure, des régions répétées et
permet d’obtenir des informations sur la méthylation de I’ADN. Ces inconvénients sont le
débit plus limité, le taux d’erreur plus élevé ainsi que son colt plus élevé par base par rapport
aux séquenceurs de 2°™ génération (66). La deuxiéme approche est celle du séquencage de
I’entreprise Oxford Nanopore Technologie (Oxford, Royaume-Uni) qui a lancé en 2014 un
appareil portatif au format d’une clé¢ USB baptisé¢ le MinION qui permet de séquencer a la
fois ’ADN et I’ARN. Avec cette technologie, la séquence d’un fragment d’ADN simple brin
est déterminée lors de son passage dans un nanopore grace a une enzyme (hélicase). La
mesure de ’intensité du courant ¢électrique lors du passage d’un nucléotide a travers ce pore
permet de déterminer la séquence de ’ADN. Cette technologie permet des fragments allant
jusqu’a 150 kb, cependant son taux d’erreur est lui aussi, pour I’instant, encore trés important
(67). Concernant leur application médicale, ces technologies méritent des améliorations avant
Héme

de pouvoir remplacer les séquenceurs de génération mais peuvent étre une aide

supplémentaire notamment dans le domaine de la recherche.

Le séquengage a haut débit permet également une nouvelle approche dite
« multiomics » pour mieux appréhender de nombreuses pathologies humaines, notamment les
maladies complexes, les cancers ou les pathologies a pénétrance incomplete. Cette approche

permet d’analyser les données a la fois issues du génome, du transcriptome, du méthylome,
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du microbiome, du protéome et du métabolome. L’intégration de ces données permet de
mettre en évidence des processus biologiques ou des voies de signalisations causales de la
pathologie. Cela permet également d’appréhender la régulation génétique ainsi que
I’implication de certains facteurs environnementaux (68). Cette approche permettra a 1’avenir

de mieux comprendre de nombreuses pathologies humaines.
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6 CONCLUSIONS

L’objectif de cette thése était d’analyser les résultats du séquencage de 1’exome chez
les 110 patients porteurs d’AD/DI des Hospices Civils de Lyon inclut dans le projet FIND.
L’analyse des résultats a porté d’une part sur les données primaires expliquant le diagnostic
des patients a la fois par I’analyse des SNV et par celle des CNV, d’autre part sur [’analyse
des DS portant sur des génes actionnables pour lesquels une action préventive et/ou curative

est possible a partir des données du séquencage de I’exome.

Trente-neuf variants pathogeénes ont ¢ét¢ mis en évidence dans des génes connus
responsables d’AD/DI expliquant le phénotype des patients. Le taux diagnostic concernant
I’analyse des SNV dans cette cohorte de patients pour le diagnostic primaire est de 34.5 % ce
qui correspond aux données de la littérature a ce sujet. De plus, le diagnostic primaire porte
sur I’analyse des CNV qui a été réalisée sur les données du séquencage de 1’exome pour la
premiére fois a Lyon. Cette analyse a I’aveugle a permis de reclasser 3 CNV préalablement
identifi¢ comme VOUS en ACPA en CNV pathogene a la suite des données récentes de la
littérature. Cette partie des résultats souligne 2 points : d’une part, I’analyse des CNV est
efficace sur les données de séquencage de I’exome et d’autre part, une relecture des résultats
d’ACPA est nécessaire avant de poursuivre les explorations génétiques face aux avancées

rapides des connaissances dans le domaine de la génétique.

L’analyse des données secondaires a permis de mettre en évidence 1’intérét médical de
cette stratégie. En effet, des variants dans des genes actionnables responsables de
cardiopathies, d’hypercholestérolémies familiales ou de coagulopathies ont €ét¢é mis en
évidence et ont permis de mettre en place un dépistage familial ainsi qu’une surveillance
particuliére de ces patients. De plus, des patients porteurs hétérozygotes de variant dans les
génes HFE et CFTR ont pu bénéficier d’un conseil génétique et d’un dépistage familial. De
plus, 4 patients ont présenté des variants pathogenes dans des génes de pharmacogénétique ce
qui permettra d’adapter leurs traitements pharmaceutiques a I’avenir afin d’éviter d’éventuels
effets indésirables. De plus, 1’analyse des DNS a nécessit¢é une mise en place
organisationnelle particuliére aussi bien pour 1’analyse bio-informatique et I’interprétation des
données que pour la vérification des variants qui a nécessit¢ une collaboration avec les
laboratoires référents concernant chaque pathologie. Ceci a permis de souligner les difficultés
auxquelles le laboratoire devra répondre a 1’avenir devant I’avénement du séquencage haut

débit et de la médecine prédictive et personnalisée.
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La place de I’exome dans le diagnostic des AD/DI reste encore a définir notamment
dans le contexte de I’avénement du plan France médecine génomique 2025 qui prévoit dans
I’avenir le séquengage du génome pour le diagnostic des AD/DI. De plus, des
recommandations et des réflexions éthiques a propos de la recherche des DNS sont encore

nécessaires.
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8 ANNEXE

Liste des génes/variants a étudier définie dans le cadre du projet FIND (3 catégories) :

Groupe 1) Génes actionnables : ACTC1, APC, BRCA1, BRCA2, CACNA1S, COL3A1, DSC2, DSG2, DSP,
FBN1, KCNH2, KCNQ1, LMNA, MEN1, MLH1, MSH2, MSH6, MYBPC3, MYH11, MYH7, MYL2, MYL3,
MYLK, NF2, PCSK9, PKP2, PMS2, PRKAG2, PTEN, RB1, RET, RYR1, RYR2, SCN5A, SDHAF2, SDHB, SDHC,
SDHD, SMAD3, STK11, TGFBR1, TGFBR2, TMEM43, TNNI3, TNNT2, TP53, TPM1, TSC1, TSC2, VHL,
WT1, LDLR, APOB, MUTYH, GLA, ACVRL1, BMPR1A, CACNAIC, CACNB2, CDC73, CDH1, CNBP, DMPK,
ENG, EPCAM, FH, FLCN, GCH1, GPDiL, HCN4, HMBS, KCNE1, KCNE2, KCNE3, KIT, MET, MLH3,
PDGFRA, PLN, PROC, PRKAR1A, PROS1, PTCH1, RBM20, SCN1B, SCN3B, SERPINC1, SGCD, SMAD4,
SMARCB1, TGFB3, ATP7B, BCHE, BLM, CASQ2, COQ2, COQ9, CPT2, GAA, HAMP, HFE (uniquement
rs1800562), HFE2, IDUA, LDLRAP1, PAH, PCBD1, PTS, QDPR, SERPINA1, SLC25A13, SLC37A4, SLC7AS9,
DMD, EMD, OTC, F2 (rs1799963), F5(rs6025), F8, F9, VWF

Groupe 2) Génes importants pour le conseil génétique : ACSL, AFF2, ALG13, AP1S2, ARHGEF6,
ARHGEFS9, ARX, ATP6AP2, ATP7A, ATRX, ATXN3L, BCOR, BRWD3, CACNA1F, CASK, CCDC22, CDKE6,
CDKL5, CLCN4, CLIC2, CNKSR2, CUL4B, DCX, DDX3X, DKC1, DLG3, DP71, EIF253, FGD1, FLNA, FMR1,
FRMPD4, FTSJ1, GDI1, GK, GPC3, GRIA3, HCCS, HCFC1, HDACS, HPRT1, HSD17B10, HUWE1, IDS,
IGBP1, IKBKG, ILIRAPL1, IQSEC2, KDM5C, KIAA2022, KLFS, KLHL15, L1CAM, LAMP2, LASIL, MAOA,
MBTPS2, MECP2, MED12, MID1, MSL3, NAA10, NDUFA1, NHS, NLGN3, NLGN4X, NSDHL, OCRL, OFD1,
OPHN1, OTC, PAK3, PCDH19, PDHA1, PHF6, PHF8, PLP1, PORCN, PQBP1, PRPS1, PTCHD1, RAB39B,
RBM10, RLIM, RPS6KA3, SHROOMA4, SLC16A2, SLC35A2, SLC6A8, SLC9A6, SMCI1A, SMS, SOX3, SYN1,
SYP, TAF1, TIMMS8A, TMLHE, TSPAN7, UBE2A, UPF3B, USP27X, USP9X, WDR45, ZDHHC15, ZDHHCY,
ZMYM3, ZNF711, ZNF81, SMN1, CYP21A2, HFE (uniguement rs1800562), CFTR, FANCB. Pour le gene
CFTR seules les variations suivantes ont été recherchées : rs199826652, rs113993960, rs113993959,
rs80034486, rs76713772, rs80224560, rs74597325, rs75527207, rs79660178, rs75096551,
rs77188391, rs121908745, rs76151804, rs77932196, rs74767530, rs77010898, rs121908761,
rs121908799, rs121908747, rs397508266, rs75961395, rs74503330, rs121909011, rs397508393,
rs267606722, rs78756941, rs121908744, rs74551128, rs77284892, rs121908769, rs75039782

Groupe 3) Variants pharmacogénomiques : CYP2C19 (uniquement rs4986893, rs28399504,
rs4244285, rs3892097, rs56337013, rs72552267, rs41291556, rs12248560), CYP2C9 (uniquement
rs1799853, rs1057910)

Seuls les variants pathogénes (classe 5) ou probablement pathogénes (classe 4) des bases de
données ClinVar ou HGMD Pro sont rapportés.
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CONCLUSIONS

Les anomalies du développement et la déficience intellectuelle (AD/DI) concernent environ 3
% de la population. L’arrivée du séquencage de I'exome a permis d’augmenter le taux diagnostic en
mettant en évidence des variants nucléotidiques (SNV) pathogénes dans des génes impliqués dans
ces pathologies. Bien qu’encore délicate, I'analyse de variation du nombre de copie (CVN) est en
cours de développement a partir des données d’exome. A c6té du diagnostic primaire, le séquencage
de I'exome permet de détecter des données dites « secondaires » (DS) pouvant donner lieu a des
actions préventives et/ou curatives. Afin d’évaluer les attentes des patients et les modalités
organisationnelles de I'analyse des DS détectées par I'exome, le projet FIND regroupant 3 CHU, dont
les Hospices Civils de Lyon, a vu le jour.

L’objectif de ce travail est d’analyser les résultats du séquencage de I'exome en trio chez les
110 patients porteurs d’AD/DI des Hospices Civils de Lyon inclus dans le projet FIND avec d’une part
une évaluation du taux diagnostic de cette approche et d’autre part une évaluation du nombre de DS
et leur impact pour les familles.

Concernant I'analyse des données primaires, le taux diagnostique était de 34.5%. Trente-neuf
variants responsables de leurs symptomes ont été détecté chez 38 patients dans les génes suivant :
ARID1B, BCL11A, CAMK2A, CDK13*2, CYFIP2, DYRK1A, DDX3X, DSP, EFTUD2, GNB1, GNB5, GRM1,
GRIN2B, HEXA, HUWE1, KANSL1, KCNQ5, KMT2B, LRIG2, MED13L, MORC2, MTO1, NCKAP1, PACS1,
PC, PCGF2, PIGC, PORCN, PPP2R5D, RACI1, RAPSN, SLTRK6, STAG1, TCF4, TRRAP, WDR45*2 et
ZMYND11. Concernant I'analyse des CNV, 6 CNV ont été retenu (analyse sur 84 patients ; résultats
provisoires). Tous les CNV avaient été détecté par la CGH-array préalablement. Trois CNV
initialement classés comme variant de signification indéterminée ont été reclassés en CNV
pathogénes suite a I'analyse récente de la bibliographie. Concernant les DS, 15 variants pathogénes
ont été mis en évidence chez 14 patients (12.7% des patients). Ces variants concernaient les genes
actionnables TNNI3, LDLR, FBN1, PROC et SERPINCI1, les génes de HFE (5 patients porteurs du
variants p.(Cys282Tyr)) et CFTR. De plus, 4 patients étaient porteurs de variants pathogenes dans les
genes de pharmacogénétique CYP2C9 et CYP2C19 responsable d’un phénotype de « métaboliseurs
lents ».

Le taux diagnostique de I'exome concernant |'analyse des SNV dans notre cohorte
correspond au taux décrit dans une récente méta-analyse de la littérature (36%). L’analyse des DS
permettera d’adapter la prise en charge des patients et de leur apparentés. L’analyse des CNV est
efficace sur les données de I'exome et a permis de retrouver tous les CNV des patients détectés au
préalable en CGH-array. Il tres probable qu’a I'avenir le séquencgage de I'exome soit I'examen de
premiére intention pour I'exploration des AD/DI puisqu’il présente un taux diagnostic supérieur a
celui de la CGH-array (36% contre 12 a 15%) et qu’il permettra a la fois d’analyser les variants
monogéniques et les CNV d’un patient. En France, le Plan France Médecine Génomique 2025,
récemment mis en place, permettera a I'avenir, lorsque les AD/DI deviendront une préindication, le
séquencage du génome entier de ces patients.
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Le séquencage de I’exome pour le diagnostic des anomalies du développement chez
110 patients dans le cadre du protocole FIND
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Résumé

Les anomalies du développement et la déficience intellectuelle (AD/DI) concernent environ 3 %
de la population. L'arrivée du séquencage de I'exome a permis d’augmenter le taux diagnostic
et de mettre en évidence de nouveau génes impliqués dans ces pathologies. L'exome permet
de faire le diagnostic primaire mais détecte également des données dites « non sollicités »
(DNS) donnant lieu a des actions préventives et/ou curatives. De plus, I'analyse de variation du
nombre de copie (CNV), actuellement étudié grace a I’ACPA, est également possible via les
données de séquencage de l'exome. L’objectif de cette thése est d‘analyser les résultats du
séquencage de I'exome en trio chez 110 patients porteurs d’AD/DI des Hospices Civils de Lyon
inclut dans le projet FIND.

Concernant I'analyse des données primaires, 39 variants pathogénes ont été détectés chez 38
patients dans des geénes impliqués dans les AD/DI. Le taux diagnostique est de 34.5%.
Concernant les données non sollicitées, 15 variants pathogénes chez 14 patients ont été mis en
évidence (12.7% des patients). Ces variants concernaient les génes actionnables TNNI3, LDLR,
FBN1, PROC et SERPINC1, les génes de HFE et CFTR ainsi que dans les génes de
pharmacogénétique CYP2C9 et CYP2C19. 3 CNV premiérement classés comme variant de
signification indéterminée lors de la réalisation de I’ACPA ont été reclassés en CNV
pathologiques suite a la nouvelle analyse de la bibliographie récente.

Le taux diagnostique de I'exome retrouvé dans notre cohorte correspond au taux décrit dans
une récente méta-analyse de la littérature (36%). L'exploration des DNS permet d’adapter la
prise en charge des patients via un conseil génétique approprié et une surveillance spécifique.
L'analyse des CNV est efficace sur les données de I'exome. La nouvelle analyse des données de
I’ACPA est nécessaire avant de poursuivre les explorations génétiques au vu de |'évolution
rapide de la littérature scientifique. Il trés probable qu’a I'avenir le séquencage de I’'exome soit
I'examen de premiére intention pour I'exploration des AD/DI.

MOTS CLES : Déficience intellectuelle, anomalie du développement, séquencage de I’'exome,
diagnostique primaire, données non sollicitées, CNV
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