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Développement d'un outil statistique de prédiction des conséguences des

mutations du gene de I'hypophosphatasie pour l'aide au diagnostic
MORNET Etienne - Laboratoire SESEP - CH Versailles - Le Chesnay

Retour tableau

Résumé

Lohypophosphatasie est une mal adie h®r®ditaire de
problemes tres particuliers de diagnostic et de conseil génétique, en raison de son tres large spectre
clinique, de son mode de transmission qui peut étre autosomique dominant ou récessif, de la pénétrance

incompl te rencontr®e dans |l es familles et de | 6ex
trés favorablement par la suite. Nous avons une expérience de 10 années dans le diagnostic de cette
mal adi e et collect® un ®chantillon de pr® vements

ce projet est doéint®grer un ensembl e -idoanatiqee etidakbiog u e s
statistiques dans un arbre décisionnel pour optimiser le conseil génétique et le diagnostic génétique de

| 6hypophosphatasie. Cet out il sera valid® r®trosp:¢
collect ®, et prospectivement - par tir ndsoa®neéds.ales i | |
techniques de biologie mol ®cul aire utilis®es sont
dans un htte h®t ®r ol ogue, [-RCRoualgative & qudnéitativedlelocalisaton s i o r

cellulaire de protéines mutées par immunofluorescence. Les méthodes de bio-informatique concernent la
modélisation tridimensionnelle et la recherche de séquence signifiantes (ESE, ISE, sites cryptiques

do®pi ssage, sites de branchement) . Enfimn doi mbdr in
phylogénétiques, biochimiques et structurales, de donner une valeur prédictive (score) au génotype ou a
la mutation dbébun patient. A court terme nous atten
conseil g ®n ®t iphpspbatasiea A gus lorty keyme,agrace au développement des bases de
donn®es sur |l es mutations des g nes responsables di
croissant de structures tridimensionnelles répertoriées dans les bases de données, les paramétres utilisés
et vali d®s i ci pourront °tre utili s®s pour ddéaut

héréditaires du métabolisme.

Résultats

Fauvert, Delphine, Isabelle Brun-Heath, Anne-Sophie Lia-Baldini, Linda Bellazi, Agnés Taillandier, Jean-
Louis Serre, Philippe de Mazancourt, et Etienne Mornet. 2009. « Mild Forms of Hypophosphatasia Mostly
Result from Dominant Negative Effect of Severe Alleles or from Compound Heterozygosity for Severe and
Moderate Alleles ». BMC Medical Genetics 10 (1): 51.

Simon-Bouy, Brigitte, Agnes Taillandier, Delphine Fauvert, Isabelle Brun-Heath, Jean-Louis Serre,
Carmen G. Armengod, Martin G. Bialer, et al. 2008. « Hypophosphatasia: Molecular Testing of 19 Prenatal
Cases and Discussion about Genetic Counseling ». Prenatal Diagnosis 28 (11): 99328.

Retour tableau
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9EG Sy aA 2 y-foRmeidiytrBatiul dédirsée pour la gestion du
contrble de qualité externe rétrospectif et prospectif en cytogénétique
(EPICQE)

DOCO-FENZY Martine - ACLF - Association des Cytogénéticiens de Langue Francaise

Retour tableau

Résumé

Le but de ce projet est de consolider et de compl
Francais de reéaliser leur contréle de qualité externe (CQE) dans les meilleures conditions de

confidentialit®. Le CQE en cytog®n®tique sbest d®V
(Groupe Fran-ais de Cytog®n®ti gue H®asaytogénétigieng dee) e

Langue Fran-aise). La principale difficult® est |i
du fait du grand nombre de | aboratoires. Gr ©ce al
Biomédecine, une plate-forme informatique a été mise en place pour le CQE rétrospectif, constitutionnel

(pré et post-natal). Cette plate-f or me i nf or mati que permet aujourdodhu
fiabl e, et s®curi s®e. El'l e per met detianret!| d®aonon
des dossiers et doébun | ocal pour | eur stockage. |1 s

du CQE en ligne, testé en 2007. Nous souhaitons créer une base de données supplémentaire pour
développer un contrdle de qualité prospectif, pour les trois secteurs cytogénétiques : constitutionnel (pré
et post-natal), et onco-hématologique ainsi que pour les techniques de cytogénétique moléculaire comme
| 6Hybridation I n Situ en Fl uor es c eareduré(oBpecifipgrmettra e C(
aux diff®rents | aboratoires de cytog®n®tique fran-a
sur |l e site web. Il s r®pondront en |ligne au sein dbé
de mitoses classées. Les experts examinateurs consulteront les dossiers aprés anonymisation et
transmettront leurs évaluations sur la méme base de données commune. Les évaluations seront
compar ®es au sein dbébun m°me groupe doénexgpbhdrsmo npiusit
résultats. Les résultats seront mis a disposition directement sur la base de données en ligne. Le but est

donc de cr®er un r®seau 0% tous |l es cytog®n®ticien
tour en tantc e uddoemxtprelrites. dlel en d®coul era | a format:i
et | 6am®l i oration de |l a pratique de |l a cytog®n®t i

rétrospectif en ligne. Ce systéme pourra étre adapté a la fois a la cytogénétique constitutionnelle pré et
post natale, a la cytogénétique hématologique et a la cytogénétique des tumeurs solides. Il pourra
sO6®t endre dans | 6avenir aux teecdrayi ques i nnovantes

Retour tableau
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Etude de patients présentant une avance staturale syndromique par

hybridation comparative sur puce a ADN
VEKEMANS Michel - Ap-Hp Hépital Necker Enfants Malades

Retour tableau

Résumé

De nombreux syndromes comportent une avance staturale (AS). Si les progres de la génétique
moléculaire ont permis d'identifier les bases moléculaires de certaines de ces conditions, de nombreux
cas restent encore inexpliqués. L'observation d'anomalies chromosomiques associées a une AS
syndromique suggére que certains de ces syndromes pourraient étre la conséquence d'anomalies
chromosomiques cryptiques.L'hybridation génomique comparative sur puces a ADN représente une
avancée majeure qui permet l'exploration globale des chromosomes humains avec une résolution 10 fois
supérieure a celle des techniques de cytogénétique classique. Notre projet a donc pour objectif d'évaluer
par cette technique la fréquence et la nature des remaniements chromosomiques dans une population de
patients présentant une avance staturale syndromique puis d'utiliser ces connaissances pour identifier de
nouvelles entit®s <cliniques associ ®s ~ une AS et
croissance. Depuis plusieurs années, et en collaboration avec I'association L'Eveil syndrome de Sotos,
nous avons recueilli les prélevements de plus de 160 patients présentant une AS syndromigue rentrant
dans un cadre connu (Sotos, Weaver, Marshall-Smith, etc.) ou non. Malgré des explorations cliniques,
biochimiques et moléculaires extensives, dans plus de 50% des cas, la cause de I'anomalie de croissance
demeure inexpliquée. Parallélement, I'équipe du Dr L. COLLEAUX a développé dans son laboratoire une
plateforme d'analyse par CGH-array. Ses travaux précédents montrent que I'utilisation d'une puce «pan-
génome» avec une résolution de l'ordre de 1 Mb, conduit a lidentification d'un remaniement
chromosomique pathogéne chez 15% de patients retardés mentaux syndromiques. Ces résultats attestent
de la puissance d'analyse de cette nouvelle technique et de son intérét potentiel pour I'étude de cohorte
de patients. Notre projet vise donc a analyser par CGH-array 80 patients présentant un syndrome d'AS
idiopathigue avec trois objectifs principaux :

1) Caractériser la nature et la fréquence des anomalies chromosomiques associées a une AS. Ce travail
sera réalisé en utilisant une puce commercialisée par la société Affymetrix® et permettant I'exploration de
| " ensemble du g®nome avec une r®solution dbéenviron

2) Définir de nouvelles entités nosologiques

3) Etablir des corrélations génotypes/phénotypes pour identifier de nouveaux génes impliqués dans des
syndromes d'AS.

Les résultats attendus sont une meilleure caractérisation des anomalies chromosomiques responsables

d'une avance staturale. Outre I'importance de ces résultats pour le diagnostic, la caractérisation des
anomalies moléculaires a l'origine de ces phénotypes sera d'un réel bénéfice pour les patients et leur

famille. En effet, le diagnostic moléculaire fournit les éléments essentiels pour proposer un conseil
génétique aux familles concernées et permet d'adapter la prise en charge en particulier sur le plan du

risque tumoral. De plus, I'étude clinique détaillée de ces anomalies devrait permettre de définir de
nouvelles entit®s nosologiques et ddéai der | a d®mar che
remaniements ainsi identifiés seront un outil de choix pour caractériser par une approche de type «géne
candidat» de nouveaux genes dont le dysfonctionnementser ai t ~ | 6ori gi ne dobéanoma
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Résultats

Malan, Valérie, Suzanne Chevallier, Gwendoline Soler, Christine Coubes, Didier Lacombe, Laurent
Pasquier, Jean Soulier, et al. 2010. « Array-based comparative genomic hybridization identifies a high
frequency of copy number variations in patients with syndromic overgrowth ». European Journal of Human
Genetics 18 (2): 2271 232.

Retour tableau
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Défauts de fermeture du tube neurdl NI O K S NiRiKed doRmews/de R S

méthyle par biochimie et biologie moléculaire
GERARD Bénédicte - hopital Robert Debré

Retour tableau

Résumeé

Les d®f aut s de fermeture du tube neur al ( DFétN) |
| 6anenc®phalie. l'1l's constituent l a plus fr®quent e
cardi aqgues, touchant 1 fitus sur 1000 et jusqud-
monog®ni ques sont "’ I 6 or i g iusee impligriantcaela foisDdesT facteursDd@ a u t r
prédisposition génétique et des carences nutritionnelles (notamment en acide folique et en choline)
seraient ° | 6origine de | a plupart de ces cas non f
resteauj our ddéhui |l argement inconnu. En particulier, a
anomali e de m®t hyl ation de | 6 ADN.

Nous proposons de tester | d6hypoth se suivante : ce
ddun st oc&insuffisamtelymhobtdules donneur de méthyle et notamment en Sadenosylméthionine
(SAM). Ce d®f aut de stock initial, constitu® avant
hypom®t hyl ati on de | 6 ADN, de pr detli®desae sour$ dedpremi@rese n t
di visions <cellulaires et donc doéun d®f aut de |l a m
i mpliqu®s dans | 6embryogen se pr®coce. En effet, I
se déroulent avantlami se en place dobéun placenta et ddune ci I
vague de rem®t hyl ation de | 6ADN ° partir du 8 me jo

l e stock de S ad®nosyl m®t hi oni nled Ky ppr@ti by lea tdiamrs d
des histones perturberait alors le processus de différenciation cellulaire et pourrait ainsi expliquer la
genéese des DFTN.

Obijectifs : Etude du lien entre DFTN et carence ovocytaire en SAM
Méthodologie : Nous souhaitons évaluer, par méthodes biochimiques et génétiques, le stock de donneur

de m®t hyl e pr ®sent dans | es tissus de 20 couples n
des coupl es m re/fitus contrtl| es. Le dosage bi c
phosphatidyl choli ne, b®t ai ne, choline, cr®atine ¢é)
processus de m®t hyl ation sera effectu® sur |l es pr ®I
| 61 MG. LOhypom®t hyl at i oparddsanéthodes BasEessser te fraitement du disulfith ® e

de | 6ADN une ®tude globale de | 6®t at de m®t hyl at

puce a ADN et la méthylation des CpG des promoteurs de génes de développement, connus pour étre
inactivés précocement sera étudiée par séquencage.

La compréhension du mécanisme moléculaire impliguée dans la genése de ces malformations permettra
de mieux cibler les femmes potentiellement a risque pour de telles malformations et donc pourra permettre
aterme de r®duire | dincidence des DFTN par une pr ®\

Retour tableau
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Les choix des personnes et couples a risque face aux tests génétiques et a
f QAVISNIBSYUA2Z2Y adebphnbcBtos®A O yia Y €S C

LAINE Agnés - ALLT Etude et recherche

Retour tableau

Résumeé

La prévalence élevée de la drépanocytose, la souffrance des malades et le colt de la prise en charge ont
motiv® | e d®vel oppement doune offre de pr®vention
lequel on dépiste les atteints et les hétérozygotes, le dépistage en population générale des adultes

h®t ®r ozygotes et sur |l e d®pi stage pr®nat al ( DPN) ¢
(DPlI') est une alternative au DPN encore peu utilis
des personnes ° | 6offre de pr®vention. Aussi l e pro
de d®pi stage et doéintervention sur | e vivant pour |
est originaire pour 1/3 des Antilles etpour pr s des 2/ 3 doAfrique, ce qu

cette pathologie et sur ces populations dont le parcours pose la question de la prise en compte des
différences socioculturelles dans les dispositifs de prévention.

Ce programme comporte deux axes :

1) Une ®tude r®trospective des d®pistages dbébadulte
de d®pi stage de |l a dr®panocytose (CIDD), inaugur ® f
personnelles, sociales et familiales de ces dépistages, ainsi que leur efficacité. Cette partie du programme
reposera sur des entretiens.

2) Une ®tude des implications du DPN, de | é6interruy

pour | es couples 7 ri sqgubes, errveaptao soann td ud écuonnes ep ar tg ®snNuert
| 6anal yse doéentretiens r®alis®s aupr s de coupl es
cons®cutive © un conseil g®n®t i que. Nous ®tudieraor
conception , de |1 0Oh®r®dit® et de |l a filiation inscrites

personnes concernées. Nous étudierons aussi les cheminements et les interactions sociales avec lesquels
les couples construisent leur décision.

Cette étude sera faite sur 3 sites relevant des deux centres de référence francais de la drépanocytose,
Henri-Mondor, Robert-Debré et le Centre Guy Mérault de la Guadeloupe.

Les disciplines mobilis®es : | 6hi st oi r e,tionlabea tes hr o
disciplines médicales impliquées dans la prise en charge des couples a risque, devraient permettre de
proposer des éclairages sur les liens entre société et prévention des naissances pathologiques ainsi que,

le cas échéant, des aménagementsaux fins doéoptimiser | a pr®vention
religieuses et éthiques des personnes.

Résultats
Lainé, A., J. Bardakdjian, F. Prunelle, F. E. Maroja, S. Quélet, R. Girot, et A. Niakaté. 2015. «L 6 i mpact
dépistage du trait drépanocyt ai re en popul ati on. Une ®tude 1 ®tros

dépistage de la drépanocytose (Paris)e . Revue dOE£pi d®mi ol ogi e e&4. de Sa
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Résumeé

Objectifs :

Récemment, des anomalies de genes de lavoiedurécept eur muscul aire 7 | dac®ty
identifi ®es dans des s®quences doakin®sie fitale |
| ®t al e (Syndrome dOEscobar). A ce jour, des mutatic
rapport®es dans |l es g nes CHRNA, CHRND, CHRNG et
atteintes g®n®tiques de | a jonction neuromuscul air
|l 6adul te 0% elles occasionnent édtaux. Elley sodtrdoema sles my a s

mutations des génes des sous-unités du récepteur ou de protéines impliquées dans la régulation des
récepteurs (rapsyne, musk, dok7), ou encore pour certaines a des mutations affectant des constituants
synaptiques ou présynapti g u e s (COLQ, CHAT) . Les s®quences doa
grossesse sur 5000 environ, dont une majorité de formes sans diagnostic précis compatibles avec une

cause neurogéne ou myogene. 30 % des formes sans diagnostic précis seraient plutét de type
myopathiques, mais 70 % sont compatibles avec une atteinte nerveuse ou de la jonction neuromusculaire.

Notre étude a pour but de préciser la contribution des atteintes génétiques des génes du récepteur
nicotiniqgue musculaire et de sa voie de régulation a ces formes sans diagnostic précis, et de fournir ainsi

un diagnostic et un conseil génétique a un certain nombre de couples concernés.

Résultats attendus :

Un nombre variable de ces syndromes dbéakin®sie fit:
dus a des atteintes précoces, génétiquement déterminées, récessives, ou dominante de novo, de la
jonction neuromusculaire.

Un conseil génétique basé sur des données moléculaires interprétables pourra étre fourni a un certain

nombre de couples.

Méthodologie :

Les cas doéakin®sie fitale seront analys®s m®t hodi q
étiologies. Les cas demeurant sans diagnostic et compatibles avec une atteinte de la jonction
neuromusculaire seront étudiés a la recherche de mutations des génes du récepteur nicotinique
musculaire et de sa voie de régulation.

Les g nes analys®s seront | es g newiedeuégula@®o.ept eur
Les anomalies recherchées seront de type mutation ponctuelle, détectable par PCR-séquencage. Le
s®quen-age sera direct, bidirectionnel, et concerr

codantes, les jonctions intron-exon et le promoteur des genes.

Léinterpr®tation des variations de s®quence ponctue
retrouv®s et | 6analyse de s®gr®gation. Certains ser
pourunconsei | g®n®ti que ; dbébautres feront | 6objet do®t
syst mes dbéexpression) afin de statwuer sur | eur r1t]
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Résultats

Ben Ammar, A., F. Petit, N. Alexandri, K. Gaudon, S. Bauché, A. Rouche, D. Gras, et al. 2010. « Phenotype
Genotype Analysis in 15 Patients Presenting a Congenital Myasthenic Syndrome Due to Mutations in
DOKY7 ». Journal of Neurology 257 (5): 75446. https://doi.org/10.1007/s00415-009-5405-y.
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NETCHINE Irene - Laboratoire de biologie moléculaire endocrinienne, INSERM U938, hépital Armand
Trousseau
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Résumé
Obijectifs
La r®gion 11p15 chez | 6homme &est | 6une deisporta®eg i 0 n
dur ant la vie foetale chez | 6homme. El'l e comporte

cellulaire KCNQ1OT1, CDKN1C (ICR2, domaine centromérique) et IGF2, H19 (ICR1, domaine
t ® om®ri que) . Les troubl eé&ionddleeqgup pertei(lOMeou gain @QOM) dé e C €
méthylation sont en cause dans deux syndromes cliniquement opposés, le syndrome de Wiedemann-
Beckwith (SBW) et le syndrome de Silver-Russell (SRS). Ces LOI se produisent le plus souvent en

mosaique ce quirend | eur d®t ection avec | es m®thodes dobdoanal
syndromes de SRS et BWS se caractérisent par une hétérogénéité clinique complexe qui peut étre

expliqgu®e par | daspect en mosapque dest LObudet]l asu®
Ces LOI se produisent tr s t*t durant | e d®velopper
A ce jour aucune ®tude exhaustive du pattern de m¢
| 6homme. PRODudeepeeat permettre dbébavancer dans | a ¢ omj
et SBW. Beaucoup dé6®tudes ont ® ® n®anmoins r ®alis
chez | 6humai n. Par ailleurs, l el AR Nnestni &i tant @matrt
bi ologiques fi1taux, permet | a recherche de causes

A ce jour, le DPN moléculaire des anomalies de méthylation de la région 11p15 pour les suspicions de
SRSoudeSBW,ndest pas disponible.

Notre objectif ° travers ce projet est donc doéo®tud
di f f®rent s ti ssus fTtaux nNor mau X et pat hol ogi que s
comprendre la physiopathologiec o mp|l exe du SRS et SBW. Par aill eurs,

anténatal devient une nécessité pour répondre aux demandes croissantes de ce type de test pour lequel
nous sommes de plus en plus sollicités en tant que le centre de référence en France du suivi médical et
de | 6analyse mol ®cul aire de ces deux syndr omes.

Résultats attendus

Des profils de méthylation différents de la région 11p15 peuvent étre identifiés dans les différents tissus
fTtaux normaux ou pat hol ogi q ultatsaidgront dars & compréhengionad y s ®:
la physiopathologie du SRS et SBW. Par ailleurs, la mise au point du DPN moléculaire de la région 11p15

sur | 6ADN amniocytaire nous permettra doéoffrir un
utéro.

Méthodes

L6®tude de | a m®thyl ation diff®rentielle de | a r®gi
guantitative, allele specific methylated multiplex real time quantitative PCR (ASMM RTQ-PCR) que nous

avons récemment développée et validée au laboratoire, rendant possible une exploration moléculaire y
compris sur une faible quantit® doéADN.
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Résultats

Azzi, S., V. Steunou, J. Tost, S. Rossignol, N. Thibaud, C. D. Neves, M. Le Jule, et al. 2015. « Exhaustive
Methylation Analysis Revealed Uneven Profiles of Methylation at IGF2/ICR1/H19 11p15 Loci in Russell
Silver Syndrome ». Journal of Medical Genetics 52 (1): 5340.

Azzi, Salah, Annick Blaise, Virginie Steunou, Madeleine D. Harbison, Jennifer Salem, Frédéric Brioude,
Sylvie Rossignol, et al. 2014. « Complex Tissue-Specific Epigenotypes in Russell-Silver Syndrome
Associated with 11p15 ICR1 Hypomethylation ». Human Mutation 35 (10): 121120.
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Résumeé

Un nombre croissant de couples fait appel N | 6ass
grossesses dans |l es pays occidentaux sont obtenues
moitié de ces couples, la cause des dysfonctionnementsal é or i gi ne de | 6infertildi
est souvent propos®e de fa-on syst®matique sans coOl
satisfaisant. Nous proposons donc dans cet tgiquédt ude
dans des cas suppos®s g®n®tigqgues ddéinfertilit® hunm

des couples en AMP.
Léobjectif de cette ®tude est de s®l ectionner dans

famill es infertiles consanguines ou originaires
déhomozygotie. Léorigine g®ogr aphilgavies s € o nensupn®r e d e s
événement génétique ancestral est responsable du phénotype observé (effet fondateur). Le fait que

plusieurs individus atteints soient 1issus de ger ms
autosomique récessif,lesindi vi dus atteints auraient h®rit® de ch
de 1 6al |l | e -gnaondrpéterngl®u neatemdl. Les iadividus atteints présenteront donc une région

déhomozygotie au |l ocus mor bi de. Uanscett®tegiod mousipermedtra | i c C
de sélectionner des genes candidats : en priorité des genes impliqués dans la méiose et exprimés

pr ®f ®r enti el l ement dans | es gonades. Les ®tapes sui
des exons/jonctions intron-e x on du /des g nes candidats afin doid
Enfin, pour confirmer que | e g ne identifi® est b
fonctionnelle est n®cessaire ;elapmtéine ggonadique exclesivé au di f

préférentiellement), un recours a des modeéles

Résultats

El Inati, Elias, Jean Muller, et Stéphane Viville. 2012. « Autosomal mutations and human spermatogenic
failure ». Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, Molecular Genetics of Human
Reproductive Failure, 1822 (12): 187329.

Ellinati, Elias, Paul Kuentz, Claire Redin, Sara Jaber, Frauke Vanden Meerschaut, Joelle Makarian,
Isabelle Koscinski, et al. 2012. « Globozoospermia Is Mainly Due to DPY19L2 Deletion via Non-Allelic
Homologous Recombination Involving Two Recombination Hotspots ». Human Molecular Genetics 21
(16): 369543702.

Koscinski, Isabelle, Elias Ellnati, Camille Fossard, Claire Redin, Jean Muller, Juan Velez de la Calle,
Francoise Schmitt, et al. 2011. « DPY19L2 Deletion as a Major Cause of Globozoospermia ». The
American Journal of Human Genetics 88 (3): 34440.

Okutman, Ozlem, Maroua Ben Rhouma, Moncef Benkhalifa, Jean Muller, et Stéphane Viville. 2018.
« Genetic Evaluation of Patients with Non-Syndromic Male Infertility ». Journal of Assisted Reproduction
and Genetics 35 (11): 193941.
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Résumé
Introduction

La trisomie 21 est fr®quemment associ ® " une dysfo
Ce risque doébhypothyropudi e padememtte eavercails@ged,u prri
d 6 or i g HmmauneaGepeondant, outre cette hypothyroidie acquise, il tres est probable a la vue des

r®sultats publi ®s qui t®moignent de | 6existence do
tavaux pr® iminaires sur | e statut thyropdien des f
soit d® © install®e d s |l a vie fitale.

Hypotheses

Léhypothyroupudie fitale est plus fr®quente cheez | e |
Objectif principal

D®t er mi ner | a fr®quence de | dhypothyropdie fitale

21 confirmée.
Obijectifs secondaires

-Caract®riser |l a dysfonction thyropudienne des fitus
thyroidien, maturation osseuse, croissance). -Consti t uti on doune s®roth que
thyroidien.

Crit re dé®valuation principal

Hypot hyropudi e fitale d®finie par une TSH dans | e san
|l a nai ssance apr s c¢clampage du cordon ou par ponc’
dél MG), inf®rieure au 95 me.perCenti resdedo®vat bas i

Thyroxinémie (FT4) inférieure au 5éme percentile.
Thyroxinémie (FT4) inférieure au 10éme percentile.
TSH supérieur au 90éme percentile.

Vol ume thyropudien fital, biom®tri egaphieit al es et ©ge
En <cas déinterruption m®dicale de grossesse po
foetopathol ogique, analyse histologique de Il a thyr
M®t hodol ogie : type dé®tude et plan exp®ri ment al

Etude observationnelle descriptive, multicentrique

Constitution déune s®roth que et dbébune banque de t |
Nombre de sujets nécessaires : 50

Crit res dodébinclusion et principaux crit res de non

Tous les fitus pr®sentant une trimstomiter 1i tolnd § r sn®u
accord de la part de la mere.

Les fitus de m re pr®sentant une pathologie thyroup
affiliés & un régime de sécurité sociale ne pourront pas étre incluses.

Durée totaledel6 ®t ude i1: 3 ans
Nombre de centres participants : 6
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Résultats

Luton, Dominique, Elie Azria, Michel Polak, Aurore Carré, Edith Vuillard, Anne Lise Delezoide, et Jean
Guibourdenche. 2012. « Thyroid Function in Fetuses with Down Syndrome ». Hormone Research in
Paediatrics 78 (2): 8823.
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agence dela
Ll biomédecine
Année: 2011

Application du séquencage haut débit au diagnostic moléculaire de maladies

genétiques rares
BADENS Catherine - AP-HM

Retourtableau

Résumé

Il s'agit d'étudier l'impact scientifique, médical, thérapeutique, éthique et financier de I'approche
pangénomique pour le diagnostic génétique des maladies neuromusculaires. Pour cela, nous proposons
un test sur 2 ans et 100 patients en parallele, en appliquant sur un méme prélévement d'une part la
stratégie diagnostique "classique" en approche géne par géne, et dautre part une approche de
séquencgage systématique de tous les exons du génome par NGS.

La mise a disposition des moyens (humains et en matériels) est fournie par notre structure de tutelle, nous
demandons a I'Agence de Biomédecine une participation aux consommables pour un montant de 50 000
euros.

L'acquisition de I'équipement (séquenceur haut débit) est demandée a I'APHM dans le cadre de la
Commission a I'Innovation. Le reste des consommables et du personnel est financé par les autres projets
en cours (consortium européens, associations de patients).

Cette nouvelle technologie de séquencage permet en une seule expérimentation d'obtenir la séquence de
I'ensemble des exons des génes d'un individu. Elle a été validée en recherche, nous souhaitons l'appliquer
au domaine du diagnostic génétique.

L6i mpact attendu sur |l a qualit® de ce dléoiogabadei c c
| 6analyse et | 6efficacit® du diagnostic en ter mes
médicales et thérapeutiques offertes par la découverte de nouveaux genes impliqués.

Résultats

Lacoste, Caroline, Jean-Pierre Desvignes, David Salgado, Christophe Pecheux, Laurent Villard, Marc
Bartoli, Christophe Beroud, Nicolas Levy, Catherine Badens, et Martin Krahn. 2016. « Coverage Analysis
of Lists of Genes Involved in Heterogeneous Genetic Diseases Following Benchtop Exome Sequencing
Using the lon Proton ». Journal of Genetics 95 (1): 2032.

Retour tableau
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Résumé

Malgré les progrés technologiques de ces derniéres années dans le diagnostic moléculaire des maladies
génétiques, il persiste un certain nombre de patients pour lesquels le diagnostic clinique est confirmé mais

dont | 6®t ude mol ®cul aire ndba pas permis dobéidenti fi
ou pr ® mplantatoire peut °tre propos® en ddaeuvesr mi n
microsatellites) lorsqudédun pr® vement du cas inde:
i ndex, un certain nombre de couples ne peut acc®de
mutation(s) causale(s) permettraalorsd 6i dent i fi er | e chromosome mut ® ¢
ce projet, nous proposons de rechercher des mutations qui ne sont pas identifiables par les méthodes

actuell ement utilis®es en diagnosti c g ®méthylatpmude, do
| 6ADN) et dobéautre part des mutations g®n®tiques | oc
56 et 306 non codantes et r®gions introniqgques prof o
techniques nouvelles et puissantes : le pyroséquencage et le séquencage de 2eme génération. Deux

pathologies |i®es aux mutations du g ne CFTR, l a

bilatérale congénitale des canaux déférents (ABCD) seront utilisées comme modéles pour cette étude ;
| 6exploitation des r®sultats permettra dbdédenvisager

mal adi es g®n®ti ques. Les r®sul tats de cette ®tud
mol ®cul aire et doé®Il aqgujpourront Enéficerrdi DP&l etdileDPf. ami | | e s
Résultats

Bergougnoux, Anne, Isabelle Rivals, Alessandro Liquori, Caroline Raynal, Jessica Varilh, Milena
Magalhdes, Marie-José Perez, et al. 2014. « A Balance between Activating and Repressive Histone
Modifications Regulates Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR ) Expression in
Vivo ». Epigenetics 9 (7): 100727
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Méthodes

Séquencage Nouvelle Génération (N
du locus CFTR entier (250kb)

La méthyl

VAT L

PCRs (7 to 14kb)

Séquengage =
454 Junio

r (Re

T

Margulies ef af, Nature, 2003; Rothberg et al., Nanure Biotech, 2008 R

- Test en cours sur un Séquenceur MiSeq (Illumina®)

TR
expression

T HTHTH H T H T

Pipeline big

Séquengage (454 Junior) et 44

Les cellules épithéliales nasales sont un modele pour étudier
la méthylation de I’ADN dans des pathologies du systéme respiratoire
Identification des variants
(Bergougnouxet al, 2015

Annotation des variants
(ANNOVAR, Mutalyser, dbSNP)

Filtres appliqués : R
Hétérozygotie, Présence dans dbSNP. Publications
Bud S, Des Georges M, Claustres M, Tad - Small-scale high-

Si le vaniant est inconnu dans dbSNP
015 Jan 8. doi: 10.1038/gim. 2014.194.
¢ on in airway diseases. Epigenomics 7(1):119-26. doi: 10.2217/epi.14.65 (2015).
Analyse fonctionnelle orges M, Chiron R, Squall-Houssaini AS, Claustres M, De Sario A. A balance between
o conductance regultor (CFTR) expression i vivo, Epigenetics. 2014 Ju9{7):1007-17.
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Résumeé

Le géne CFTR est le siege de plus de 1600 anomalies différentes décrites au sein du Consortium
international d6é®tude des mutations du g ne CFTR (
fr®quent es, i existe de nombreuses variations don
mettent parfois en difficulté les généticiens moléculaires et les cliniciens. Ceci est particulierement vrai

|l orsqudi l sbagit de variations introniques ou de
peuvent affecter | 06®pi ssage danceladldsRridtéingdtibriRuéestou eaho nn e
guantit® insuffisante. Pl usieurs outils de pr®dict
| 6®pi ssage existent et sont maintenant | argement wut
leuref ficacit® dans | 6analyse de variants do®pi ssage
ces prédictions bioinformatiques par une analyse fonctionnelle in vitro.

Le projet de travail que nous nous proposons de réaliser a pour but de proposer une technique compatible
avec une wutilisation en situation dourgence diagn
rapport®es dans |l e g ne CFTR et plus particuli re

CFTR.

A partir td@ucnd omomg i ginale doéun vecteur pcDNA3.1 d
1, 2 et 3 du g ne ubiquitaire PolR2G sous | 6influ
technique de recombinaison homologue, différentes séquences sauvages et mutées du géene CFTR dont

nous ®twudierons parall | ement |l es transcrits ~ par
produits seront utilisés pour transfecter deux lignées cellulaires (les cellules Hela et les cellules T84), a

partir desquelles les ARNm seront extraits et analysés au bout de 24h de culture.

Seize variations a étudier ont été sélectionnées sur la base des résultats obtenus par les prédictions

bi oinformatiques, et sont regroup®es enmuqudadtbt®epi clsa
| 6ARN (exclusion compl te dbéexon, exclusion part.i
absence dbéeffet).

La premi re ®tape va consister ~ tester quatre ®ch;:
confronter les résultats obtenus in vitro & partir des transfections réalisées dans les deux types cellulaires

avec | es r®sultats des pr®dictions bi oinformatiqu
compl terons cette ®tude p antdevadiamts, avant degouvbid praposer oemb r e

outil a la communauté scientifique.

Résultats

Bonini, Jennifer, Jessica Varilh, Caroline Raynal, Corinne Théze, Emmanuelle Beyne, Marie-Pierre
Audrezet, Claude Ferec, et al. 2015. « Small-Scale High-Throughput Sequencingi based Identification of
New Therapeutic Tools in Cystic Fibrosis ». Genetics in Medicine 17 (10): 796306.
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Séquencage a haut débit et diagnostic de pathologies monogénithaesea
héterogénéité non allélique
MANDEL Jean-Louis - IGBMC
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Résumé

De nombreuses maladies génétiques définies cliniquement sont caractérisées par une trés importante
hétérogénéité génétique non allélique, des mutations dans de nombreux genes pouvant entrainer des
expressions cliniques identiques ou trés proches, et la recherche exhaustive de mutations devient
impossible en pratigue avec les stratégies « classiques » (séquencage capillaire, avec ou sans
prescreening par analyse de fusion type HRM ou DHPLC). Or le diagnostic étiologique précis est essentiel
pour le conseil génétique, et dans certains cas pour la prise en charge médicale et dans le futur pour des

approches thérapeutiques mutations spécifiqguesou de t h®r api e g®ni que. Tr s
du séquencage a tres haut débit a révolutionné les approches de génomique, et commence a trouver des
applications dans | 6identification de nouveaux g n
les applications diagnostiques hors projet de recherche restent a développer, en tenant compte des
aspects de co¥t, de fiabilit®, et de complexit® de
Nous proposons, a travers 3 pathologies hétérogénes, de développer des stratégies dobéapp!l i ¢

diagnostiques basées sur le séquencage a haut débit utilisant le séquenceur lllumina/Solexa (le plus

r ®pandu) et des strat®gies de capture ddédexons et
laboratoire diagnostic est un spécialiste reconnu, sont le syndrome de Bardet-Biedl, les ataxies (et
notamment les ataxies récessives ou sporadiques) et enfin le retard mental lié au chromosome X. Une
premiére étape de validation fera appel a des ADN porteurs de mutations connues, et sera suivie d 6 un e
®t ape de test d6 ADN mut ations non connues. Nous
stratégies testées.

Résultats

Redin, C., B. Gerard, J. Lauer, Y. Herenger, J. Muller, A. Quartier, A. Masurel-Paulet, et al. 2014.
« Efficient Strategy for the Molecular Diagnosis of Intellectual Disability Using Targeted High-Throughput
Sequencing ». Journal of Medical Genetics 51 (11): 724236.
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Résumeé

Le s®quen-age doexome entier est une technique ef
| 6ensembl e du g ®n o me humai n per mettant une str a
déidentification de nouveaux g nes acomnueoes Gsrares. de s
Lé6éint®r°t de cette technologie est doéidentifier |e

co¥%ut exorbitant du s®quen-age du g®nome entier ni
genes candidats. Environ 85% des mutations entrainant une pathologie sont localisées dans les régions

codantes prot® ques du g®nome. Le s®quen-age dobdexo
choix pour 1 6identification des mutati onsancpaprdriog n
des g nes impliqu®s. Léobjectif de ce projet est
groupes sp®cifiques doéohommes infertiles qui sont

classiques. Les analyses vont inclure des individus présentant :

(i) une azoospermie par arrét en méiose

(ii) une azoospermie par absence de cellules germinales (Sertoli cell Only)
(iii) une tératozoospermie monomorphe

(iv) une oligozoospermie avec anomalies de méthylation.

Nous proposons de r®aliser un s®quen-age dbéexome su
bien définis cliniguement et phénotypiqguement dans chacun de ces groupes (total de 16 échantillons).
L6Uni t® de G®n®ti que du D®dé@aune pxpeetisealans ce domaire etmaitfse s s 0

cette nouvelle technologie. L6OADN g®nomique est ¢
réalisé en utilisant la technologie Life Sciences SOLID system. Les analyses bioinformatiques compléetes
seront r ®al i s®es sur | 0ensemble des datasets et |l es n

validées par une confirmation moléculaire génétique ainsi que par des études fonctionnelles. Cette
puissante approche devrait apporter un nouvel éclarage aux di ff ®rentes f or mes

r®f ractaires jusqud”© pr ®sent aux analyses g®n®ti g
nouveaux tests pronostiques, fournissant de nouvelles informations sur la transmission et le risque de

dével opper une infertilit® aux g®n®r ations futures
Procréation.

Résultats

Hughes, I. A., Y. Morel, K. McElreavey, et A. Rogol. 2012. « Biological assessment of abnormal genitalia ».
Journal of Pediatric Urology, Working Party on DSD Evaluation. Fondation Mérieux, Annecy, France,
March 14117, 2012, 8 (6): 59226.
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Distribution de la consanguinité dans les communautés libanaises
SERRE Jean-Louis - Université de Versailles Saint Quentin en Yvelines
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Résumeé

1- Contexte

1 peut °tre utile pour |l e conseil g®n®t i que et de
de la consanguinité¢ afin de mi eux ®valuer des risques pathologi
abord®e par | e groupe de travail ¢ accueil de | 6em
Les mariages entre apparentés conduisent a la consanguinité de leurs descendants caractérisée par

| 6homozygotie par descendance (HBD : homozygote by
| 6i dentit® par descendance (I BD : identity by desc

Les tailles des zones HBD et la proportion du génome sous cet état augmentent avec la relation de parenté
des conjoints, et la consanguinité augmente la fréquence des maladies récessives du fait de

| 6augmentation de | a probabilit® I BD aux |l ocus des
consanguinit® ¢ proche e r®sultant dodéunions volontai
relevant de | 6i sol ement populationnel et doéunions i

scientifique fondamentale (anthropologie, gén®t i que des popul ations) qgue |
appliquée (santé publique, conseil génétique, AMP, évaluation des risques de pathologies récessives,
cartographie des génes impliqués dans cellesci).

Les m®t hodes cl assiques ud®®@®v al patri d adallys ec g®dnaad
®carts “ |l a panmixie pour des fr®quences g®notypi gl
des méthodes génomiques applicables a des centaines de milliers de polymorphismes de type SNP

(single nucléotide polymorphism) dont les plus proches sont en déséquilibre de liaison et peuvent définir

des blocs sp®ci f-Oljeatiss ddun i sol at. 2
Le premier objectif est do®tudier |l a distributseon H
et de comparer l es r®sultats obtenus en fonction

politique, historique et humaine dans ce pays, les communautés Maronite, Grecqueorthodoxe, Sunnite et
Chiite, éventuellement une cinquiéme, Druze.

Le second objectif, méthodologique vis-a-vi s de | éapproche classiqgue de
consanguinit® proche, est de wvalider cette m®thod
di stribution et | a taille daise urzouthdegéngiqua dempogulateoss HB D

applicable aux études de populations et en médecine (conseil génétique ou AMP). 3- Résultats attendus
La réalisation des deux objectifs définis au paragraphe précédent.

4-Méthodologie

Le matériel est stocké dans| a DNAt h que de | 6unit® de g®n®ti que
Joseph (USJ) de Beyrouth, partenaire de ce projet (
la recherche).

Lédanalyse g®nomiqgue a d®) " c o nogedeiics ®7 Id arrays p et céeessiteg A f
un compl ®ment de financement justifiant | a demande

Elle associe des partenaires spécialistes du domaine sur le plan théorique ou pratique.
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Résultats

Jalkh, Nadine, Mourad Sahbatou, Eliane Chouery, André Megarbane, Anne-Louise Leutenegger, et Jean-
Louis Serre. 2015. « Genome-wide inbreeding estimation within Lebanese communities using SNP
arrays ». European Journal of Human Genetics 23 (10): 1364 29.
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Mesure de la consanguinité

dans les communautés de la population libanaise
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Etude de I'impact diagnostique d'une puce ADN concue pour l'identification de

remaniements génomiques associes a la déficience intellectuelle
JONVEAUX Philippe - CHU Nancy
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Résumé

Dans la pratique clinique, la déficience intellectuelle (DI) représente un motif des plus fréquents de
demande de conseil génétique, et face a la tres grande hétérogénéité génétique et allélique des DI, la
guestion soulevée réside dans la stratégie optimale a proposer pour aboutir a un diagnostic étiologique.

A ce jour, l es techniques doban adrayeeupgunedlaael pavilédiae g ®n
dans | 6approchNMotdimgmmoejtetuee recherche sdéinscrit
techniques de diagnostic g®n®tique de | a DI . Nous

un microréseau de sondes de trés haute résolution, ciblée sur les genes de DI.
Notre raisonnement se base sur deux observations :
- a coté des déséquilibres exoniques, des anomalies siégeant dans les introns ou dans les régions

interg®niques situ®es en amont et aval ddéun g ne pe
via des anomalies de | 6®pi ssage, des alt®rations de
enhancers ou silencers.

-le fait de <cibler | 6anal yse sur des g nes connus
| 6i mplicati ar mdur meelt mi drdboori gi ne de | a DI chez |
Actuell ement, |l es puces utilis®es ~ titre diagnost:i
résolution moyenne de 180K (type Agilent) avec une couverture trés inégale et parfois incompléte des

g nes de |l a DI. Léaspect novateur de | a puce DI S
conception couvrant a tres haute résolution (1M), les exons, les introns et les régions en amont et aval les

genes de DI. La population étudi®e portera sur une cohorte de 50 i nc
s®v re non syndromique, sans anomalie g®nomigqgue i o0

microréseau 180K. Les objectifs se déclineront en :

- objectif primaire, principal de type diagnostic : apprécier la fréquence de microremaniement des genes
de DI, en tenant compte dans | 6interpr®tation des r
de novo de | danomal i ®oumédrité dand les formesirécedsivesi nant e

- objectif secondaire : contribuer a identifier via cette puce DIS haute résolution de nouveaux mécanismes
de dérégulation des génes de la DI, avec notamment dans un second temps (hors projet) a titre plus
cognitif des éventuels enhancers et ou silencers.

Retour tableau
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Validation d'une approche diagnostique de réference pour le syndrome de

Cockayne et les phénotypes apparentés
LAUGEL Vincent - Hbépitaux Universitaires de Strasbourg
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Résumé

Le syndrome de Cockayne est une maladie autosomique récessive principalement caractérisée par un
retard staturopondéral, une atteinte neurologique et sensorielle et une photosensibilité cutanée. La
séverité et I'age d'apparition des manifestations sont variables. Cette maladie rare (1/550 000 naissances
en France) est liée a des mutations des génes ERCC6/CSB ou ERCCB8/CSA impliqués dans la voie de la
réparation de I'ADN par excision de nucléotides (NER). Les patients atteints présentent un déficit
spécifique de la voie de la réparation liée a la transcription (TCR: transcription coupled repair) qui peut
étre mis en évidence en mesurant la synthese d'’ARN dans les fibroblastes en culture apreés irradiation aux
UV (test RRS Recovery RNA Synthesis).

1 nbexi ste pas ° | 6heure actuelle de r®elle strat
Le criblage moléculaire permet le plus souvent un diagnostic fab | e et r api de, accomp e
g®n®ti que pr®cis pour tous | es membres de | a fami/l

en présence de variants de pathogénicité inconnue, notamment en prénatal. Le test RRS se heurte quant

aluuau manque de fiabilit® et de reproductibilit® d

syndrome est par ailleurs trés réduite avec seulement deux laboratoires européens assurant en routine
les analyses moléculaires et/ou cellulaires. Notre objectif est donc de mettre au point, de valider et de
promouvoir une stratégie compléte regroupant les explorations moléculaires et cellulaires en pré et
postnatal. Nous proposons doéutiliser |l es techni
efficacement et au meilleur colt le criblage moléculaire des génes impliqués dans le syndrome de
Cockayne (séquencage sur puces a semi-conducteur apres amplification multiplexe des régions a
analyser). En paralléle, nous proposons de développer un test cellulaire de type RRS utilisant un
marquage non radioactif sur différents types de lignées cellulaires. Ces approches moléculaire et cellulaire

gue

seront individuell ement valid®es gr©ce ~ | 6®tude ¢

rétrospective) puis seront appliquées a une cohorte prospective estimée a une cinquantaine de patients

par an. En effet, | 6i mportant rendement du s®quen-
non radioactif nous per me nhsevlementaudpatentswépondantpafaitereestr ut e

aux critéres cliniques du syndrome de Cockayne mais également aux formes cliniqgues moins typiques.

Enfin, nous souhaitons comparer la sensibilité et la spécificité des approches moléculaire et cellulaire dans
le cadre du diagnostic prénatal, afin de définir la meilleure stratégie en termes de fiabilité des résultats et
de rapidité de rendu. Nous souhaitons que cette offre diagnostique puisse contribuer a une meilleure
reconnaissance de ce syndrome trés probablement sous diagnostiqué en France, comme en témoigne
| 6i ncidence deux fois plus ®| ev®e dan4Jniduies BaysBas

Résultats

Calmels, Nadége, Géraldine Greff, Cathy Obringer, Nadine Kempf, Claire Gasnier, Julien Tarabeux,
Marguerite Miguet, et al. 2016. « Uncommon nucleotide excision repair phenotypes revealed by targeted
high-throughput sequencing ». Orphanet Journal of Rare Diseases 11: 26.
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Cockayne syndrome and DNA repair disorders :

high-throughput sequencing expands the spectrum of
neurological phenotypes

Lauge! V.' %, Greff G.3, Obringer C.?, Gener Querol B4, Mazur A5, Sabouraud P° Calmels N.?

'l‘ t of Pex . S g Unuersity Hospilal, FRANCE, ? Lsboratory of Medical Genelics, Strasbourg. FRANCE; ) Genelic
L y, Strash Lﬂnmy pital. FRANCE: “ BioCruces Healin Research Institute, Genetics Department. Cruces University
Hoﬁpu Bukam, smw ’Medneu Faculty, University of Rzeszow, FOLAND: * Department of Pediatrics. Reims University Haspital, FRANCE
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Séquencage a haut debit et diagnostic de la déficience intellectuelle (retard

mental)
MANDEL Jean-Louis - Centre européen de recherche en Biologie et en médecine, CERBM

Retourtableau

Résumé

Plus de 200 génes sont impliqués dans les formes monogéniques de déficience intellectuelle (DI) / retard
mental (RM), et environ une centaine doentre eux s
i ®s ~ | 6 X estrmespoapnsalmlue padervf ement syndromi ques
responsable de formes généralement syndromiques, mais responsables aussi dans quelques cas de
formes appartenant a la définition non syndromique, en raison de la présence de mutations « douces » et
/| ou dobébune p®n®trance incompl te des signes clinig
simple pour les patients avec des formes syndromiques évocatrices telles que le syndrome de Coffin-
Lowry (RSK2), les syndromes ATRX et ARX ou bien les patients atteints de maladies métaboliques. En

revanche, pour | es patients qui ne pr®sentent pas
en particulier, | e diagnostic est | imit® aux fteests
des cas de DI nonsyndromique restent donc non diagnostiquée. Nous proposons de concevoir une

capture dbébexon pour | e s®quen-age ~ haut d®bi t de
allons développer et valider des stratégies de « pooling » de maniére a réduire les codts, et des stratégies

débanalyse des variants pour permettre une interpre®
sont en effet n®cessaires pour | a mise en placce db

génétique. Nous avons entrepris une telle étude de diagnostic par séquencage haut débit sur le cas «

simple » du syndrome de Bardet-Biedl pour lequel 16 génes seulement sont responsables de 80% des

cas, et |l es r®sultats s o nauhaiphsunaintapantéealuer cetiersmate@gespour s . |
la DI, maladie beaucoup plus complexe et beaucoup plus fréquente, de maniere a mettre en place un

d®pi stage pour | es ®chantillons de pati eardyguiso®gat i
recus chaque ann®e dans notre | aboratoire de diagnos
débautres | aboratoires en France. En plus du d®velo
cas sporadiques, cette étude permettra de mieux évaluer quelle est la contribution de chaque géne a la

DI sporadique, et pourra révéler des corrélations génotype / phénotype cliniquement pertinentes, utiles

pour améliorer les soins médicaux et / ou pédagogiques pour les différents patients atteints de DI, suivant

leur diagnostic génétique.

Résultats

Bronicki, Lucas M., Claire Redin, Severine Drunat, Amélie Piton, Michael Lyons, Sandrine Passemard,
Clarisse Baumann, et al. 2015. « Ten New Cases Further Delineate the Syndromic Intellectual Disability
Phenotype Caused by Mutations in DYRK1A ». European Journal of Human Genetics 23 (11): 148227.

Piton, Amélie, Hélene Poquet, Claire Redin, Alice Masurel, Julia Lauer, Jean Muller, Julien Thevenon, et
al. 2014. «20 Ans Apres: A Second Mutation in MAOA Identified by Targeted High-Throughput
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Sequencing in a Family with Altered Behavior and Cognition ». European Journal of Human Genetics 22
(6): 776283.
Piton, Amélie, Claire Redin, et Jean-Louis Mandel. 2013. « XLID-Causing Mutations and Associated

Genes Challenged in Light of Data from Large-Scale Human Exome Sequencing ». American Journal of
Human Genetics 93 (2): 368283.

Redin, Claire, Bénédicte Gérard, Julia Lauer, Yvan Herenger, Jean Muller, Angélique Quartier, Alice
Masurel-Paulet, et al. 2014. « Efficient Strategy for the Molecular Diagnosis of Intellectual Disability Using
Targeted High-Throughput Sequencing ». Journal of Medical Genetics 51 (11): 724236.
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Etude pilote de mise en place du diagtic des myopathies et dystrophies

musculaires par séquencage haut débit
COSSEE Mireille - CHU Montpellier, INSERM

Retour tableau

Résumé

Les myopathies et dystrophies musculaires constituent un ensemble de pathologies phénotypiquement et
génétiquement hétérogenes. Plus de 70 génes sont actuellement identifiés. Le diagnostic étiologique,

orienté par des critéres cliniques et paracliniques,re pose sur | a mise en ®videnc
et la caractérisation de la (les) mutation(s) affectant le géne correspondant. Le diagnostic génétique

repose sur une recherche de mutation géne par géne, elle peut étre longue voire infructueuse, certains

g nes no®tant pas analys®s en raison de | eur granc
Dans environ 50% des <cas, | 6anomal i e mol ®cul aire 1
g®n®t i que fiabl e dans |saquehcagaindulekte.généradiienv(NerteGeneration d u
Sequencing-NGS) va révolutionner les pratiques diagnostiques pour les pathologiques génétiquement

h®t ®r og nes puisque il va permettre dbéanalyser en
unerec herche exhaustive de mutations. Léam®l i oration
donnant un nom ° sa maladie et en |l ui permettant | ¢
sa famill e qui pourr a Iguefiablé et accéder si aldlaispuhaiteanua diasignostigp ® n ® |
prénatal voire un diagnostic préimplantatoire. Toutefois, les études publiées concernent principalement

des projets de recherche, et tr s peu | dapplplecat i
né®t ant pas encore accessible en routine, l es stra
s®quences exonigues, soit exome tot al (Il 6ensembl e ¢
géenes. Nous proposons dans ce projet de réaliser dans un premier temps une étude comparative de

fiabilit® de diff®rentes technologies sur gquatre ®

polymorphismes connus dans le géne DMD). Nous comparerons ensuite deux stratégies de capture
(exome total versus exome ciblé des génes connus et candidats de myopathies et dystrophies
muscul aires) par | 6analyse de 10 patients d®c®d®s e
do®ti ologie non d®termi n®e. Uhe dlarndi t6] h®e marj @tua |
pathogéne des variants identifiés (environ 15 000 SNV-Single Nucleotide Variants- par exome, dont 1500

ne sont pas r®pertori®s dans | es bases de donn®es
stratégiesdef i | trage des donn®es, afin doéidentifier | a s
| 6anomal i e mol ®cul aire en cause chez ces patients.

ces familles et de | eseitgén@ptmuerfiable.tll comstitbefagdgalement urie «xun ¢

preuve de principe » pour la mise en place du diagnostic par NGS des pathologies neuromusculaires
congénitales dans notre laboratoire.



agence dela
biomédecine

-

Poster

L agence dela
_I biomédecine

UNIVERSITE
DEMONTPELLIER

Mise au point du séquengage massif en paralléle d'un large panel de génes de myopathies et de
dystrophies musculaires : une stratégie diagnostique efficace

Reda ZENAGUI', Eladie COSSET" Alicia QUILLEVERE', Frangois RIVIER?, Raul JUNTAS MORALES®, Claude CANCES?,

Guilhem SOLE®, Dimitri RENARD?, Ul

LRIKE WALTHER LOUVIER?, Xavier FERRER-MONASTERIO®, Caraline ESPIL, Marie HUSSON’, Pascal

CINTAS? Marie-Christine ARNE-BES®, Emmanuelle URQ-COSTE?, Cyril GOIZET!Y, Marie-Laure NEGRIER-LEIBREICH'", VALERIE RIGAU™, Delphine LACOURT!, Mireille CLAUSTRES', Michel KOENIG!, Mireille COSSEE!

L Momtpellie , (3] Département de Neurologe, CHR Momtpelier
o

rologie, CHU de imes, 7] Départzment de Neursogie Pédiatrique,

CHU Toulouse, (5]

HU Toulcuse  (10) CHU Bordsan

CHU Borduas, O T danatomio

o Bardeaus , (6}

. CHU Bordoaus, [13) Départemant de Bicuathelogi calbairs at tssulain dos tumaurs, CHRL Mostpsllir

Les myopathies et dystrophies musculaires (M-DM) sont phénotypiquement et génétiquement hétérogénes, avec plus de 70 génes connus. Le séquencage massif en paralléle (MPS) a

. La démarche

révolutionné leur caractérisation

de diagnostic par analyse séquentielle géne par géne orientée par des données phénctypique (clinique, CPK, biopsie

musc, IRM..) ne permet de déterminer I'éticlogie que dans 30% des cas environ avec une errance diagnostic trés longue. L'avénement du séquencage nouvelle génération a révelutionné la
démarche diagnostique en permettant de diagnostiquer en seul temps tous les génes d'interét. Nous avons donc mis en place un protocole de capture ciblé de 76 génes chez des patients

atteints de myopathies ou dystrophies musculaires non étiquetée.

Capture ciblée de 137 génes d'interét
(exons et sites épissage, 1014kb)

Comparaison kits de capture

Analyse Bioinformatique

Trois Analyses informatique

Nextera Rapid Capture SeqCap EZ Choice
C""';"nﬁ'."d"""' library (Roche) MiSeq Reporter
Données brutes  SeqNext:
e Principe [ o] i
s il Logiciel 8WA T— - i ety
= & " w— -
ST el A S s |
—_— mécanique -\4‘( Tdentification des Ry
) | eriqions: v ..
: / P .,MZI._.,‘,.., . -~
Recherche variations
Hyhr;lj:r:ondf.s e de e
priorisation des variants (CNY)
VariantStudio (Lllumina) resds
Capture |

}

Meilleure couverture des régions cibles avec le design
SeqCap EZ Choice library (Roche)

Seqtop B Chica Momary (Roche) MBCCE (Dluming)
s O o

Temps d'expérimentation 35 jours 5 jours
Pourcentoge ON terget 82 80%
Courertune moyenne des ROLs 390X 400
Duplicat de PCR 9% 5%
Cauverture meyenne réel des ROTs 198 380X
Pourcentage de couverture des ROLs & 50X 9% 99.10%
Régians cauvertes & mains de 10X 14 2

Filtres automatiques paramérrables
Varients Codants + Sites dpissage
Pourcentage de reads »20%
Fréquence Alléle </%dans la population générele
Alidles présents « 3 patients de la série

Identification des génes en cause dans 50% des cas
40 cax index de M-DM non étiquerée:19 enfants, 21 adultes. 38 cas sporadiques

Fanel de 137 génes.

Eticlogie génétique
./ |
possible Non identifide

certaine ou tris probable

19 patients (47%) 9 paiente (23%) 12 patiente (30%)
Diagrastic OK

Ségrégation pour 15 patients "
B0% transmizsion autosemique récessive
20% autosamique dominente - néamutation

Diagnostic des titinopathies dans des cas de Myopathie centronucléaire

+ Patiente (Tans) présentont une Myopathie corgénitale (Dibur & mais)
* Western Blat: Dificit en calpaine 3
+ NGS: mutation dans e géne TTN
= Mutation non sens dans exon 359: ¢ 105036C+A: p. (Tyr35012%)
= Mutation faux sens dan Fexan 360: ¢ 10653165C: p. (Ala35511Pro)

ey e
e .
-
]
serama |
| Patient ||

Capaine 1242
P calpaine zea

Abssnce de la Calpaine 3 chez la patiente probablement secondaire & une
altération de sa liaison & la Ttine

* Patiente (45ans) présentant une Myopathie congénitale (Dibur 4-5 ans)

ation nuckiaire et minicores

* Biopsi musculaire: Cor
« NGS: mutation dans
Mutation site donneur épissage. = Exon 313: .65
Mutation faux sens: ¢ 68025456: p. (The22677A

™

ri0L 183 blene  _sTToATCARTGTCECT
[4 T35 ]

AeTIC A et ToccT
[ [SEN sia [ 56 ]

o

.
3 Lo T35

nigehel
potient (£ 65575 2T.6)
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Epissage WT. -
Epissage aiténd provoquant une délétion des 163 derniires bases de fexon 313
————— Epissoge abtéré provoquant un saut de Fexon 313 (300pb).

RT-PCR : transcrits porteurs d délétion partiele et
de délétion compléte de Fexan 313

et
D B o
i enfants > odultes
Analyses complimentaines.
ore
° (X

Interprétation des variants
3-10 variants/patient

Faw sens —— / \ B

Non-:
Mut. frameshift  Site d'épissage n-sens

1
Variant(s) pathagéne(s) >

Bases de données de variations:
Fréquence: dbSNP, 1000 genome
Bases de données de maladies
génétiques: OMIM, ORPHANET
Litrérature * PubMed

Outils de prédiction in silico
jiciel Alamut Visual:

SIFT, PolyPhenZ, GVGD...
effet sur 'épissage (HSF, MaxEnt)

14 variants/patient

Validation Sanger

Confrontation clinico-biologique
Phénatype + de transmission

+/-|  Analyse ADNC
Etudes de ségrégation

Prédominance des variants Titine et Nébuline

Nambre de patiants pour chogus gine

S

——

L E

Tdentification de 45 variations dinténét dans 17 génes candidats
* Hérérogénéité génétique
« Diognostic de formes atypiques, aspécifiques

b ic d'alpha-dystroglycanopathie ié
WI:&WPM e e associée

« Patient (56 ans) présentant une myopathie des
ceintures non étiquetée depuis [fge de 30 ans
« Evalution de la pathologie: aggravation progressive
- CPK: 410X
« NGS: 2 mutations dans le géne GMPPE en ¥
= Mutation feux sens dans Fexon Bb: ¢ o
= Mutation foux sens dans FexonBb: « 10696+ 4

i
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Le WB réalisé a posteriori
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Cette étude illustre | importance du MPS d'un large panel de génes dans la stratégie diagnostique des M-MD, en particulier pour les cas de phénotype atypique ou aspécifique. En effet, le

diagnestic génétique porté par le MPS qui naurait pas été évoqué par l'approche classique d'analyse géne par géne, a permis :

+ D'apporter une prise en charge spécifique aux patients (ex: surveillance cardiaque dans un cas de mutation LMNA ) et un conseil génétique aux familles
+ D'élargir le spectre mutationnel des génes NEB et TTN incomplétement étudiés auparavant en raison de leur trés grande taille et des phénotypes associés trés variés
Une étude par séquengage d'exome total (WES) est prévue pour les patients M-MD sans étiologie identifiée.

Retour tableau
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maladie génétique a caractere familial
DE MONTGOLFIER Sandrine - IRIS

Retour talbeau

Résumeé

La loi de bioéthique de 2004 révisée en 2011 prévoit lors de tout examen des caractéristiques génétiques
débune personne, une information et une proc®dure d;
patient, si une anomalie génétique grave, pour laquelle il existe des mesures de prévention ou de soins,

®t ai t di agnostigu®e. Léobjectif de ce projet est
parentéle aux regards des évolutions de la loi de 2011 et des attentes des différents acteurs concernant

l es mal adies g®n®tigues familiales. L6éinformation
guestion ancienne qui a souvent conduit © des d®ba
lescasoudesvieshumai nes pourraient °tre sauv®es, mais auss
dans |l es autres cas, du conflit qui | 6oppose au r ¢
reposer sur | es personnes i mpl i dian&ette redharche comsisteraae pr
®t udi er |l es conditions de r®alisation de | a trans

patient, sujet index, aux membres de la famille : information donnée par le généticien, support
documentaire, vocabulaire employé et justification, modalité de la transmission par les patients, par les

professionnel s, i mplication possibles des associ at
cette question éthique sous les trois angles disciplinaires suivant :

-L6éanalyse juridiqgue : qui permettra dbéexplorer 1/
l es choix juridiques r®alis®s en France avec |l es pi
du Nord ; 2/ 1 es c o deda loi actuells, Cab dravaup $eiort mdnésldans I® contexte
actuel déadoption du d®cret doéapplication de | a | ol
-LO®t ude de I a posture d®cl arative de | 6ensembl e
(professionnels, institutionnels et associatifs) afin de mieux cerner la position des généticiens sur cette
guestion ®thiqgue. Nous souhaitons ° | 6aide dbébune ®:1
et | eur permettre do exmoignandeieurlpratique antéfgeure aitnana la loiet de

les inviter a expliciter leur perception des enjeux éthiques de cette pratique.

- Le vécu des acteurs sur le terrain par une analyse de type ethnographique explorant la perception des
patients, de leur famille et des professionnels du service, et les questions éthiques associées en fonction
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des pathologies et de |l eur incidence familiale : 180
de trois maladies génétiques différentes.

- Unité des maladies génétiques du globule rouge (UMGGR)- médecine interne. Hbpital Henri Mondor
(Cr®teil). Service dirig® par |l es Pr Fr®d®ric Gal a
l es mal adies g®n®ti ques s uladrépandcgose. : | 6h®mochr omat o

- Département de Biologie des tumeurs - Service Génétique. Institut Curie. Chef de département. Pr

Domi ni gue Stoppa Lyonnet. Nous avons d®fini avec |
| 6ovaire door i cuiion BRCAI®NBRCA2Zque : mut

La finalit® de ce projet serait en fonction des r G
cliniciens Il es modalit®s de | 6information de | a pal
Résultats

D6 A u &anfHhecke,tDiane, et Sandrine de Montgolfier. 2016. « Genetic Test Results and Disclosure

to Family Me mber s: Qualitative I nterviews of He al

Professional Issues in France ». Journal of Genetic Counseling 25 (3): 48324.

Haecke, Di ane doAudi ffret Van, Genetic (Bseases and mermatien toMo n t
Relatives: Practical and Ethical Issues for Professionals after Introduction of a Legal Framework in
France ». European Journal of Human Genetics 26 (6): 78625.
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Comment favoriser I'IP ?
L'information par le patient est
préconisée par les professionnels.
L'information par le prescripteur est
estimée légitime.

Mais besoin de supports (documents,
site, formation), de ressources
humaines et de prise en compte de la
temporalité de I'IP (temps d’écoute,
compréhension)

Les professionnels interrogés s’ac
I’obligation d’inf

riteres d’éligibilité majeurs :
acces au conseil génétique
d’accompagnement (84%),
surveillance précoce /prévention
(76%), et incidence vitale (72%)

64% estiment que le champ des
maladies concernées en est
modifié

* 55% estiment que la population
concernée en est modifiée

Mais des conceptions variables du conseil génétique : accompagnement des

questions prénatales et préconceptionnelles OU/ET accompagnement et information
des personnes confrontées a une maladie génétique dans toutes ses dimensions.

selon les spec”
place pour’

Retour tableau
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Diagnostic des maladies rares autosomiques recessives : apport du sequenca

haut debit (NGS) pour le conseil génétiqes das sporadiques
LE MARECHAL Cédric - Université de Brest

Retour tableau

Résumeé

Suspect ®e depuis |l ongtemps, | 6i mplication de | a g¢
cesse de se confirmer grace aux nouvellest echnol ogi es ddéanalyses g®nomiq
(CGH-arr ay, s®quen-age dbéexome) gui sont entr ®es, o]
di agnostiques de routine. Le d®pistage des mal f or me
d®livrance dbéattestations déinterruption de grosse
analyses cytogénétiques prescrites dans cette situation identifient une anomalie dans 8 a 35 % des cas

et des travaux récents confirment que la CGH-array a | a capacit® de d®t ec

supplémentaires. Le conseil génétique proposé lors du bilan étiologique post-natal des troubles des
acquisitions ou du d®vel oppement a pour objectif

demandeuns rddéour s au di agnostic ant ®nat al . Dans
chromosomiques par CGH-array identifie une anomalie dans 15% des cas.

En | 6®t at actuel des connai ssances, |l a d®t ection
transmission intra-f ami | i al e du remani ement est au centre de
gudune anomalie chromosomique transmise par un par
rassurer ces familles quant aidentifiée. ITeutefpisa holnsoédmetigonsg u e

| 6hypoth se que certaines situations diagnostiques
composites (réarrangement et mutation ponctuelle en Trans) dont le risque de récurrence serait alors de

25% a chaque gr ossesse. Léarriv®e du s®quen-age haut d
Sequencing) rend d®sor mai s possi bl e |l 6i denti ficat
jusquodal ors inenvisageabl es.

Dans <c¢ce travail, nous picatiop desnoutations ghanctuelles®mar squendagei d e n
massivement paralléle (NGS) en complément des analyses cytogénétiques utilisées en diagnostic de

routine (caryotype standardouCGH-ar r ay) . L6éobjectif principal @&re ce
un deuxi me all | e mut® en Trans dbébun remani ement,
en focalisant | 6analyse dans | es s®quences remani ®

NGS ciblé sur tous les exons et les séquences manquantes des génes annotés dans ces loci. Les objectifs
secondaires seront : 1) de montrer la faisabilité du NGS en routine diagnostique, 2) préciser les arbres
d®ci sionnels 3) appr®hender | 6interpr®tation deg | e
maladies rares.

Dans cette étude rétrospective nous avons sélectionné 15 cas qui représentent le groupe de patients avec
un fort potenti el pour | 6i dentification doéun deu:
pathologique assez sévére et sont porteurs de variants du nombre de copies (CNV) récurrents considéré
comme pathologique car contenant un ou plusieurs génes rapportés dans la littérature comme associés

un ph®notype particulier ou dodéune tr atrawi, seraléesi on
r®sultats et contraintes techniques, sera doéappli gl
et NGS) que nous proposons de mettre en Tuvre dan:

déurgence di agnenceintesjue (f emmes
Retour tableau
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Diagnostic des rearrangements chromosomiques et des mutations par

séguencage hawdebit
CALLIER Patrick - CHU DIJON

Retour tableau

Résumé

Dans le génome humain, les micro-remaniements chromosomiques se présentent, entre autre, sous forme

de moyennes ou grandes délétions et/ou duplications, appelées CNV (copy-n u mber vari ant) .
de ces variations contribue en partie aux différences phénotypiques normales de la population générale

mai s peut °tre aussi “ |1 dorigine de mal adies g®n®t
par les techniques de CGH-array et/oude SNP-ar r ay. Avec | dapparition de nc
le séquengcage haut-d ®b it ( Next Generation Sequencing ou NGS),
g nes impliqu®s dans des mal adies monog®ni ques, d e
Cette technologie per met depouriist hpmeeus,, “| al OdaRtdeec tdieo nn C
uniqguement testés sur des plateformes de séquencage haut-débit de type HiSeq. Cette technique
demande a étre optimisée et standardisée sur un appareil NGS de type MiSeq, maintenant mis a
disposition dans tous les laboratoires de génétigue moléculaire de France grace au plan maladies rares

2, les plateformes de séquencage haut débit de type HiSeq restant rares.

Léobjectif de ce travail est

1) De d®montrer l a possibilit® osémigdesmu CNViegoniquase s r
détectésparlaCGH-ar r ay, en utilisant | a technique de s®que.l
sur Mi Seq, © partir débun ®chantillon de patients p

2) De démontrer la supériorité de cette technologie en identifiant des remaniements exoniques de petite
taille non détectés par CGH-array, mais aussi dans le méme temps de mettre en évidence des mutations
ponctuelles exoniques

Pour cela, nous proposons de surl@isehapardrde 23 patiest®ppriears - a g ¢
déune d®f i cience intellectuelle syndromique. En f ai
moins 95% des cas avec une précisionde U1 5% de mettre en ®vidence | a ¢p
CNVs,23patients seront n®cessaires ° cette ®tude. Les
logiciel permettant la détection couplée des CNV et des SNV.

En parall le Il es donn®es ddédexomes de 23 patieinmés poc

sur Hiseq par notre équipe de recherche seront analysées.

Ces patients auront b ®n ®farayisubla plaiefopmme @&aCGld-ariayede DIBONNn e C
(180K Agilent avec une résolution de 22kb), qui aura été interprétée comme normale car sans variant
pathogene pouvant expliquer le phénotype du patient, mais pour laquelle des variants polymorphes auront

®t ® d®tect®s (environ une quinzaine de CNV >20kb c
les nouveaux algorithmes ne passent pas a c6té de variants connus. Les données de Séquencage haut-

débit seront analysées dans le département de Génétique de Dijon qui possede déja une expertise dans

ce domaine et ma“ trise cette nouvelle technologie
PNMR 2 . Lo6anailnfscer mht oque ser a r®al i s®e avec I 6al ¢
quantification du nombre de copies et une détection des CNVs rares <20 Kb (Krumm et al., 2012), et une
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recherche de mutations ponctuelles sera réalisée en paralléle avec | 6 al gor i t hme GATK,
plateforme de bio-i nf or mati que du CHU de Dijon et de | 6uni ve|]

En conclusion, cette étude préliminaire, grace a une analyse bio-informatique adaptée, permettra en une

seule phase la détection de mutations et de réarrangements chromosomiques (ou CNV) chez des patients

pr ®sentant une d®f i ci ence intellectuell e syndr om
standardi ser cette m®t hode pour | 6 @dispdskion danstou€CibsVs s
|l aboratoires de g®n®ti que mol ®cul aire de France gr !
de génétique humaine de France.

Résultats
Quartier, Angélique, Hélene Poquet, Brigitte Gilbert-Dussardier, Massimiliano Rossi, Anne-Sophie
Casteleyn, Vincent des Portes, Claire Feger, et al. 2017. « Intragenic FMR1 Disease-Causing Variants: A
Significant Mutational Mechanism Leading to Fragile-X Syndrome ». European Journal of Human Genetics
25 (4): 423231.
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Résumé

L'autisme est considéré comme un probléme majeur de santé publique par sa fréquence et son impact

sur les patients et leurs familles. Le diagnostic de trouble du spectre autistique (TSA) regroupe des
troubles trés hétérogenes, tant en ce qui concerne les manifestations et comorbidités cliniques associés

(avec ou sans déficience intellectuelle, DI, par exemple) que les mécanismes génétiques impliqués.
Contrairement " | a DI mod®r ®e ou S®V r e, oY% | 6on ¢
des anomalies chromosomiques, les TSA ont longtemps été considérées comme majoritairement
multifactoriels/multigéniques, impliquant des facteurs de risque fréquents dans la population. Cela a
conduit © mener de nombr euses sutgandmreesentidredont [esadisudtatsn e t
ont été décevants, avec des loci identifiés mais peu répliqgués. Avec l'avenement des analyses en CGH

array et du séquencage de génes candidats a partir 2005, puis des exomes en 2012, le role de variants

rares de novo (SNVs ou CNVs) comme événements causaux chez certains patients a été validé. Ceci a

des implications diagnostigues majeur es. Léidentif
famille car cela fournit wune p nfenmdiminuelacelpapilitéi ecparméto n a
le conseil génétique. Cela peut permettre une meilleure prise en charge du patient, en anticipant le
développement de possibles comorbidités, ou, dans des cas encore trop rares, de suggérer des options
thérapeutiques sp®ci fi ques. Toutefois, |l es ®tudes de gran
CGH ndédont pas diff®renci® entre TSA avec ou sans DI
la d®tection de variants de nosgssitéeel 8®0galewnen@dg,en db
est encore trop codteux pour étre utilisé en test de routine, et environ 20 % des régions ne sont pas
suffisamment couvertes. Nous avons récemment montré que le séquengage ciblé des régions codantes

de 220 génes impligu®s dans | a DI per met do®t ablir -2806déi agn
patients avec DI. Nous voulons maintenant tester la fréquence des mutations causales qui peuvent étre

trouvés chez des patients avec TSA, et si le rendement diagnostique est ou non inférieur chez les individus
présentant un autisme « haut-niveau » sans atteinte des fonctions cognitives comparé a ceux qui
présentent un autisme associé a la DI. Nous utiliserons une version améliorée avec plus de 300 génes du

panel utilisé avec succeés pour le diagnostic de la DI. Les variants potentiellement pathogénes seront testés

par s®quen-age Sanger (ou gPCR pour |l es CNVs exoni
ou non-atteints. En accord avec le consentement éclairé signé, un diagnostic individuel pourra étre rendu.

Ces travaux devraient permettre de déterminer l'efficacité et le colt de cette approche ciblée pour le
diagnostic des TSA avec et sans DI.

Résultats

Quartier, Angélique, Hélene Poquet, Brigitte Gilbert-Dussardier, Massimiliano Rossi, Anne-Sophie
Casteleyn, Vincent des Portes, Claire Feger, et al. 2017. « Intragenic FMR1 Disease-Causing Variants: A
Significant Mutational Mechanism Leading to Fragile-X Syndrome ». European Journal of Human Genetics
25 (4): 423231.

Retour tableau
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Résumé
Les approches pangénomiques (cartographie génétique et détection des microremaniements) et le

s®gquen-age de Intheulevenséenote napdcie a idemtifier de nouveaux génes de maladies
monogéniques ces derniéres années. Le séquencage haut débit de géenes ciblés correspondant a des
phénotypes précis (retard mental, ataxie, myopathies) se met progressivement en place dans le cadre

déune activit® de diagnostic.

Néanmoins, chez de nombreux patients atteints de maladies orphelines a phénotype singulier qui ne rentre

pas dans le cadre des affections sus-citées, ces nouvelles technologies ne sont pas proposées. Dans le
cadredbune activit® de recherche pilote entre | 86®quUui
g®n®ti gque m®dicale (responsable Pr J Mel ki) et 1|e
service : Pr P Aubourg), nous avons testé ces approches (cartographie génétique par microarray seule ou
combi n®e au s®quen-age de | 6exome entier) chez 8 f:
maladies neuropédiatriques non diagnostiquées. Les mutations en cause ont été identifiées chez 6

famill es, vali d®es au titre du diagnostic et rendues

g ne SLC52A3 ont ®t ® mises en ®vidence et ont per mi
reverser progressivement le phénotype musculaire y compris respiratoire. Une approche similaire a été
men®e en parall |l e par | 6unit® de g®n®tigue m®di ca
Francilien et a permis le diagnostic génétique de 6 familles sur les 11 analysées. Chez 2 des 11 familles,

deux nouveaux genes tres candidats ont été identifiés. Ces résultats démontrent que cette approche

per met dans 65% des cas doé6®tablir un diagnosti c, p
traitement.

Le projetapour butlamiseenplac e ddéune pl ateforme de g®nomiqgue cl

l e diagnostic g®n®tique des affections orphelines |
formes multiplex ou consanguines. Cette plateforme bénéficiera du recrutement exceptionnel de patients,

déun ph®notypage pr®cis dans |l e service de neur op®c
des familles dans le protocole (aprés recueillement des consentements), la cartographie génétique des

loci morbides par microarra y , | e s®quen-age de | 6 exome entier

bioinformatique des données et la validation des variants par séquencage Sanger ou PCR-temps réel
seront effectuées.

Cette ®tude permettra doest i mer anilesyle poureentageode succeése p |
dans | 6identification du g ne en cause, | 6®val uat.i
(gene par gene) ou non ciblée telle que nous la proposons.

Résultats

Kauskot, Alexandre, Tiffany Pascreau, Frédéric Adam, Arnaud Bruneel, Christelle Reperant, Marc-Damien
Lourenco-Rodrigues, Jean-Philippe Rosa, et al. 2018. « A Mutation in the Gene Coding for the Sialic Acid
Transporter SLC35A1 Is Required for Platelet Life Span but Not Proplatelet Formation ». Haematologica
103 (12): e61327.
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rétinopathies pigmentaires
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Résumé

Les Rétinopathies Pigmentaires (RP) sont des affections génétiques qui entrainent une dégénérescence
rétinienne conduisant a une malvoyance séveére et constituent la premiere cause de consultation dans les
centres de référence dédiés a la génétique ophtalmologique. Ces maladies rares sont caractérisées par
une triple hétérogénéité (cliniqgue, génétique et moléculaire), qui a rendu leur diagnostic moléculaire
inaccessible par les techniques traditionnelles de séquencage par le nombre trés important de genes a
tester (>200).

L'avénement du séquencage haut-débit (NGS) et de la capture ciblée ouvre des perspectives inespérées
d'investigations et in fine d'amélioration de.la prise en charge des patients. Le laboratoire de diagnostic
génétique des HUS a récemment utilisé et validé cette technologie sur 2 groupes de maladies rares
(ciliopathies et déficience intellectuelle) av c des résultats trés prometteurs sur >180 patients (Redin et al,
2012, Piton et al en cours).

Ce projet propose d'étudier I'épidémiologie moléculaire et génétique d'une cohorte de patients atteints de

RP issus du centre de référence affections rares en génétique ophtalmologique (CARGO, Strasbourg).

Les patients bénéficieront d'un phénotypage rétinien détaillé (acuité visuelle, champ visuel, photographies

du fond d'"7il, OCT et ERG) . Leur A DR 208 génes coamisa | y s
(https://sph.uth.edu/retnetl) Cette étape nécessitera diverses investigations pour le design du test,
l'analyse génétique et la validation bioinformatique des résultats. La demande effectuée sur cet appel

d'offre vis la mise au point fine des parameétres techniques attenant au NGS.

A terme, cette recherche permettra une étude d'épidémiologie moléculaire sur une cohorte a comparer
aux publications récentes sur la fréquence des génes impliqués. Le bénéfice pour les patients sera majeur
pour: établir un mode de transmission de la maladie et optimiser le conseil génétique (actuellement trés
empirique) ; établir des corrélations phénotypes-génotype au sein de la population francaise (trés peu
d'études a ce jour) e par rapport aux données de la littérature internationale; identifier les patients
susceptibles d'étre inclus dans des protocoles futurs de recherche thérapeutique; identifier les patients
avec un potentiel important pour des projets ultérieurs d'identification de nouveaux géenes.

Cette étude pilote réalisée sur une cohorte restreinte de patients (50 patients) permettra de définir les
éléments techniques d'un projet plus vaste (de 150 patients) qui devrait aboutir a une stratégie nationale
de prise en charge diagnostique des patients atteints de RP.

Résultats
1 publication ne citant pas l'agence
Retour tableau
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des caractéristiques génétiques
ZORDAN Ceécile - CHU Bordeaux

Retour tableau

Résumeé

Objectifs

La récente publication du décret n° 2013-527 du 20 juin 2013 fixe les différentes modalités de transmission

de I 6information de |l a parent | e dans | e cadre de

g®n®t i que pouvant °t rceongraejystifiansda idswes depréverdionad de soins.
Ainsi, si cette personne ne souhaite pas informer elle-méme les membres de sa famille, elle peut
demander au médecin de procéder a la transmission de cette information. Un modéle de lettre pouvant
étre adressé par le médecin aux apparentés potentiellement concernés a été publié en annexe de ce
décret.

Léobjectif principal de cette ®tude est | 6har moni s:
de | a parent | e bheeplludugrbhhndanombrpade profession
m°me mod | e de |l ettre, per mettant une coh®rence di
appligue | es recommandations de |l a Haute Autntrit@
déinformation 7 |l 6intention des patients et des u:

répondant aux critéres de compréhension nécessaire a instaurer un dialogue clair avec le patient et sa
famille.

Résultats attendus

Cette recherche permettra de :

- savoir comment le modéle de lettre paru en annexe du décret (lettre A) est compris et pergu
- connaitre les représentations associées a certains mots spécifiques de cette lettre

- proposer une nouvelle lettre (lettre B) prenant en compte les résultats obtenus

- déterminer une lettre, forte de ces évaluations scientifiques, qui conviendrait au plus grand nombre afin
d'uniformiser les pratiques sur I'ensemble du territoire national garantissant ainsi une unité de soins aux
consultants et a leur famille.

Méthodologie

Une premi re partie (®tude 1la) permettra dé®valuer
lettre publiée en annexe du décret (lettre A) sur les patients et la population générale grace a un
questionnairerempliau cour s doéun entretien individuel

Cette étude 1a sera complétée par des entretiens semi-directifs auprés des deux populations précitées
mais également auprés de professionnels travaillant en Génétique et des personnes ayant regu cette lettre
(étude 1b).

Toujours dans cette étude 1, un groupe focus sera constitué (regroupant différents professionnels
travaillant en génétique et des représentants d'association) afin d'obtenir de nouvelles informations sur la



agence dela
Ll biomédecine

compr ®hension de | a | ebldde ees dbsefvatians rmbes petneeltra de kédigemusee
nouvelle lettre (lettre B) tenant compte des éléments de ces trois évaluations.

La seconde partie de notre étude comparera les deux lettres A et B sur des thémes précis aupres de trois
populations différentes : les patients, la population « tout venant » et les professionnels travaillant en
g®n®ti que (®tude 2) ; permettant ainsi doi denti

Résultats

Zordan, Cécile, Laetitia Monteil, Emmanuelle Haquet, Christophe Cordier, Eva Toussaint, Pauline Roche,
Virginie Dorian, et al. 2019. « Evaluation of the Template Letter Regarding the Disclosure of Genetic
Information within the Family in France ». Journal of Community Genetics, mars.
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/ INTRODUCTION

Le décret d'application n°2013-527 du 20 juin 2013 fixe les diffe

de

1 de linf

1 de la parentéle en cas de diagnostic d'une

anomalie génétique pouvant étre responsable d'une affection grave. Si la personne chez qui I'anomalie est identifiée ne souhaite pas informer elle-méme les
membres de sa famille potentiellement concernés, elle peut demander au médecin prescripteur de procéder a cette information par I'envoi d’une lettre
recommandée. Cette lettre a pour objectif d'inviter les apparentés a consulter dans un service de génétique. Le modéle de lettre publié en annexe de ce décret n'est

pas consensuel, ayant fait 'objet de nombreuses réécritures par les pr

fessionnels de la Génétique.

| Il nous a donc paru essentiel de réaliser une étude visant a évaluer la compréhension et ||mpacl que cette lettre peut avoir sur les patients comme sur Ies

professmnnels

OBJECTIF

Notre recherche, intitulée LIPEG, a pour objecnf d’'évaluer la lettrs du déeret Avec ces résultats, nous espérons proposer un modéle de lettre consensuelle dont
. d i il .

dans l'information de la pare

I’ utlllsallon par le plus grand de p

/ METHODOLOGIE
(

Il s'agit d'une étude observationnelle nationale multicentrique qui a bénéficié d'un financement de I’Agence de la biomédecine.
Une premiére étude (1a) s’est intéressée, grace a un questionnaire, a la compréhension de la lettre publiée en annexe du décret (lettre A), ainsi qu'aux sentiments
qu'elle peut susciter et a I'envie d'y donner suite (patients regus en consultatuon de conseil génétique et personnes de la population générale). Elle a été complétée

par des entretiens semi-directifs auprés des deux pop

de p

nels de la Génétique et de personnes ayant regu cette lettre dans les

conditions réelles. L'ensemble de ces observations a été la base déchanges enlre professuonnels (conseillers en génétique, psychologue, médecin généticien et

médecin généraliste) et associations de patients (Vaincre les

lleux Alllanoe

Ataxie de Friedreich, Association Connaitre les Syndrome Cé
L'étude a été poursuivie en deux phases :

Frangaise du Syndrome de Rubinstein-Taybi, Association Frangaise
Rares) afin de rédiger une nouvelle lettre (lettre B).

- étude 2a : évaluation de la lettre B dans les mémes conditions que pour la lettre A dans I'étude 1a, permettant une comparaison indirecte des deux lettres Aet B
‘\ - étude 2b : comparaison directe des deux lettres A et B décrivant la préférence des participants, par un autre questionnaire apres lecture aléatoire des deux lettres /

patlents population générale et professionnels impliqués dans le conseil génétique).

Lettre A

Madame, Monsieur,
En ma qualité de médecin, j'ai 616 amené(e) & prendre en charge un membre de votre
famille

Les examens effectués sur cette personne ont mis en évidence une anomalie génétique
dorigine familiale qui peut faire I'objet de mesures de prévention ou de soins.
Appartenant & la méme famille, il est possible que vous soyez également concemé(e)
par cette anomalie de fagon directe ou indirecte. Cela ne signifie, ni que vous étes
vous-méme porteur de cette anomalie i, si tel était le cas, que vous éles ou serez
atteint d'une maladie.

Tenu au respect de la loi, je ne peux vous révéler i ldentité de cette personne ni
Tanomalie génétique concemée.

En revanche, il est de mon devoir de vous inviter & consulter un médecin généticien qui
sera & méme de vous donner plus de précisions et de vous proposer les examens qull
iugers ulles. Ce médecn pours pronc conlact avec moi pout obienir phis

@

Lettre B

Chére Madame, Cher Monsieur,
Nous avons été amenés a rencontrer un membre de votre
famille en consultation de génétique. Les examens effectués
chez cefte personne ont mis en évidence une anomalie
génétique pouvant étre d'origine familiale.
l.a loi n*2011-814 du 7 juillet 2011 nous permet, avec 'accord
la personne que nous avons vue en m.ltaﬂon
d’ianlr les membres de sa famille llement
‘concemés par cette anomalie génétique. C'est la raison de ce
courrier.

Nous vous invitons donc & consulter un médecin généticien
ou un conseiller en qui
rkoaton i cuth sncrake

dinformations. A titre indicatif, je vous transmets les
génétique les plus proches de votre domicile. Vous pouvez agalemenl o
autre médecin de votre choix

Je comprends que Ge courrier puisse vous surprendre. D'autres membres de votre
famille ont probablement regu le méme courrier. Certains en parleront et dautres
préféreront se taire, Il est souhaitable de respecter les choix de chacun. Vous pourrez

évoquer également ces aspects avec le médecin généticien que vous consulterez.
Bien entendy, vous restez tolalement fire de donner suite ou 1o & e courrier.

etiou de soins qui peuvent étre
anpoumalusdsammmdnlmmdnmkar
des analyses.

Atitre indicatif, nous vous transmettons les coordonnées des
consultations de génétique les plus proches de votre domicile.
Vous éles libre de rencontrer le médecin de votre choix.

Nous vous prions d'agréer, chére Madame, cher Monsieur,
350 da ke distingué

G Je vous prie d'agréer, Madame, Monsieur, de ma g

SCHEMA DE L'ETUDE
(pop = 534 individus)

Etude 1a Etude 2a

Evaluation de la
73 patients + 75 pers de

76 patients

lettre A Evaluation de Ia lettre B
la pop générale 75 patients + 80 pers de la pop générale
Comparaison indirecte des 2 lettres

+

Etude 2b
78 pars de 18 pop plcale 4 ] prodessicnneis

‘Comparaison directe des 2 lettres A et

50%

@ Lettre A)
8 Lettre B
%

-
RESULTATS

Compréhension :
des lettres Aet B.
Sentiments :

inquiétude est concentrée sur leurs enfants.

par rapport a la lettre A (p = 0.0001).

trois populations interrogées.

L'étude 2b ne montre pas de différence significative de compréhension entre les 2 lettres.

Plus de 90% des personnes interrogées dans les études 1a et 2a ont compris le sens général

- De maniére trés comparable aprés lecture des lettres A et B, le sentiment prépondérant dans les études 1a et 2a
est l'inquiétude (54% des individus), suivi par la curiosité (20% lettre A et 22% lettre B). Pour les parents, cette

- L'étude 2b confirme ce résultat et précise que la lettre A suscite significativement plus d'inquiétude que la lettre B
(p = 0.0015). De méme les individus sont significativement plus sereins ou sans émotion aprés lecture de la lettre B

Préférence : L'étude 2b n'a pas permis d'observer de préférence significative d'une des deux lettres auprés des

Obijectif de la lettre : Aprés lecture des deux lettres, plus de 85% des individus contacteraient un professionnel de

sg:»té. A noter qu'une majorité des individus interrogés contacteraient, entre autre, leur médecin traitant.

8

/ DISCUSSION

Nous notons des réponses homogénes entre les différentes populations interrogées, notamment en fonction de leurs caractéristiques (age, sexe, catégorie
socioprofessionnelle) ainsi qu'en fonction du centre recruteur. Nous n'avons pas relevé de préférence significative pour une des deux lettres alors que notre
groupe de travail avait un a priori plutét négatif sur la lettre publiée en annexe du décret.
Nous relevons des remarques intéressantes des participants, notamment qu'il semble important d’expliquer la procédure d'information de la parentéle dans
la lettre, que I'adresse du service expéditeur peut lever I'anonymat, que la lettre A est préférée par certains car jugée plus humaine et rassurante alors que

le lettre B est préférée par d'autres car plus simple et directe. Ces deux lettres ne semblent pas aussi inquiétantes que nous l'aurions pensé au préalable,
| avec des sentiments de surprise et de curiosité trés présents. Mais nous reconnaissons que le fait que ces lettres ne soient pas lues en situation reelle a |

“nécessairement un |mpacl sur les sentiments ressentis.

CONCLUSION

Cette étude montre une bonne acceptation des lettres. L'inquiétude induite par la lecture de la lettre encourage les personnes a contacter leur médecin
traitant et/ou un service de génétique. Il semble donc important de diffuser une information sur cette procédure auprés des médecins traitants. La
formulation du courrier n’interfére pas avec le sens compris par les individus ni avec leur volonté d'y donner suite. Malgré nos suppositions, cette étude
démontre que le modeéle initial proposé en annexe du décret, bien que significativement plus inquiétant que le second testé, est satisfaisant pour qu'il

soit conservé et utilisé par tous.

Retour tableau
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Résumé

La dystrophie facio-scapulo-humérale (FSHD) est une myopathie héréditaire transmise sur un mode
autosomique dominant avec une prévalence estimée a 1/25 000 (ORPHA269). La pathologie moléculaire

estrest ®e |l ongtemps myst ®rieuse et ce nodest gue tr s
Maar el a ®lucid® | es m®cani smes mol ®cul aires des F.
de la protéine DUX4 a partir des unités répétées D4Z4 portéespar! 6 ext r ®mi t ® de cert al
4 dits ¢ permissifs ¢&. La d®termination des hapl ot
permissifs est devenu un ® ®ment critique dtévatlé,agno
enpaticul i er en raison des difficult®s dobéanalyse de ¢
en GC et pr®sente 98% de similitude avec | 6extr ®m

personnelle (plus de 3000 familles étudiées) une proportionsigni f i cati ve dobal | | es s

hybrides 4/10 par exemple.

Notre projet consiste a reconstituer qualitativement et quantitativement les haplotypes en distinguant par
analyse bioinformatique ceux du chromosome 4 et ceux du chromosome 10. Ceci sera possible via une
approche NGS fondée sur un lon Ampliseq Custom Panel spécifique de 400pb et utilisant une enzyme de
séquencagedetypeHi-Q. La preuve de concept de cette approche
design sur une centainedepati ents atteints de FSHD de type 1 et
consiste a améliorer le design du panel et a valider cette approche sur une série de 100 cas index FSHD1

et 2 dont les haplotypes ont été déterminés par des approches conventionnel | e s . L6éident i f
hapl otypes par NGS sera valid®e par | 6® ude de 1| eu
Loobjectif secondaire est de d®terminer | 6i mpl i ca
FSHD1 et 2, la notion de per mi ssi vit® pouvant ne pas °tre | i mi
polyadénylation ATTAAA.

Les retomb®es attendues sont de d®montrer | a possi

hapl otypes permissifs du cthatégiende diagmosic doléailtire dedad-BHD|, mi s ¢
en particulier en matiere de diagnostic prénatal

Retour tableau
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Etude des mosaiques parentales dans le syndrome de Dravet
LEGUERN Eric - CCPPRB Hobpital Pitié Salpétriére

Retour tableau

Résumé

Le syndrome de Dravet, ou encéphalopathie myoclonique sévére du nourrisson, est une pathologie
développementale caractérisée par une épilepsie pharmaco-résistante, sensible a la fievre, débutant dans
la premi re ann®e de vie, do6®volution s®v re. Les g
SCNI1A et PCDH19, tous deux étudiés dans notre laboratoire depuis respectivement 2003 et 2009. Dans
la plupart des cas, les patients atteints sont des cas sporadiques et les mutations identifiées dans ces

g nes surviennent de novo, i.e. sont pr®sentes chez
de |l a s®v®rit® de cette pathol ogi e elescauplestemandents si b
souvent |l a r®alisation doéun diagnostic pr®natal (D
mosapques parentales ndéa jamais ®t ® ®val u®e dans u
de notre équipe ont montré que des mosaiques parentales étaient visibles lors du séquencage Sanger

dans 7% des cas, cependant, en cas de mosaique faible, celle-c i ndbest pas Vvisible
Sanger, nous sous-estimons donc probablement la fréquence des mosaiques parentales.

Léobjectif de ce projet est doé®valuer |l a fr®quence

partir doéune grande cohorte de patients porteurs de
présent comme de novo.

Pour répondre a cet objectif, nous étudierons par séquencage de nouvelle génération (GS Junior - Roche)
les ADN des 310 enfants porteurs de mutations de novo de SCN1A et des 27 enfants porteurs de
mutations de novo de PCDH19 ainsi que ceux de leurs parents sains identifiées dans notre laboratoire.
La profondeur de lecture attendue (2000 lectures) permettra de mettre en évidence des mosaiques trés
faibles, impossible a détecter par séquencage Sanger. Les mosaiques faibles (<2%) seront confirmées
par un séquengage plus profond (>5000 lectures) et par PCR quantitative allele-spécifique. Lorsque des

mosapques seront identifi®es dans | e sawdg, drmoss dpra
ti ssus, " partir de pr® vements de salive, doéur i ni
Laréalisationdece proj et permettra dbé®valuer pr®ci s®ment |
chez | es parents ddédenfants ayant un syndrome de Dr
ou PCDH19. 1 se base sur | 6ex p @icmaéoutaiee dad synddoraebde r at ¢
Dravet par le séquencage Sanger, et plus récemment, par le séquengage de nouvelle génération.

Léensemble des ADN n®cessaire " cette ®tude est doj
du laboratoire de diagnostica i n s i que de | a plateforme de g®notyp
réalisation des expériences. Les résultats attendus comportent un bénéfice direct pour les familles en

termes de <conseil g®n®tiqgque puisquodilstypepmet toos
mosapque sanguine, m°me faible, donc ° risque doé°tr

un deuxiéme enfant atteint.
Retour tableau
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Identification des bases genétiques dedformations anévrysmales de la

veine de Galien
MELKI Judith - INSERM Paris 11

Retour tableau

Résumé

I ntroducti on : | es Sshunt s vascul aires c®r ®br aux
malformation anévrysmale de la veine de Galien (MAVG), les malformations artérioveineuses piales et les
malformations des sinus duraux. Les MAVG sont les malformations vasculaires cérébrales les plus
fréquemment observées chez le nouveau-né et le nourrisson. La classification de Lasjaunias distingue
deux groupes de MAVG : le type | ou choroidien et le type Il ou mural. Les principaux symptémes associés
a cette malformation sont une insuffisance cardiaque a haut débit en période de néonatale, une
hydrocéphalie survenant en général dans les mois suivants la naissance, ou un retard de développement
psychomoteur. Ces malformations peuvent étre diagnostiquées en période anténatale par échographie et

I RM. Léembolisation endovasculaire transart®rielle
non contr!'!|] ®e, -bumuessehdto©jgabdende de symptlmes d®
choi x. lure affedii@n gporadiqdedsans cause génétique identifiée a ce jour quel que soit le type

de MAVG.

Objectif : Notre projet de recherche a pour objecti

| et Il. Ce projet bénéficie du recrutement exceptionnel du Centre de Référence des Pathologies
Neurovasculaires Malformatives (Dr G Saliou, Dr A Ozanne, Hoépital Bicétre). Les MAVG sont dans la
majorité des cas sporadiques suggérant la survenue de mutation dominante de novo. Néanmoins, nous

avons identifié quelques familles avec deux sujets atteints et des patients nés de parents consanguins
pouvant aussi évoquer un mode de transmission autosomique récessif. A ce jour un total de 15 patients
porteurs de MAVG a été inclus dans cette étude génétique. Notreob j ect i f est dodéincl ur e
de chaque type (I et I).

Méthodologie : Deux approches seront entreprises en parallele : Une cartographie physique haute

r®solution des alt®rations g®nomi ques ( CNVtier.No@ss ol u
croiserons | es donn®es filtr®es issues du s®quen-a
non r ®pertori ®s des patients afin doéoidentifier | es
type de MAVG (type | et Il) serapris en compte dans | 6analyse des do
possible hétérogénéité génétique. Les variants candidats validés seront testés sur une plus grande

cohorte de patients pour ®valuer | eur pr ®vegehecheze (r
plusieurs patients permettra de confirmer | 6i mpli c:

Conclusions et perspectives : La classificatoin de Lasjaunias a permis la distinction des MAVG de type |

et 1. Léidentification des b aesdétermirge®shl&ttypes Uat B somte s N
alléligues ou non. De plus, le pronostic de ces 2 groupes apparait différent. Si ces deux groupes sont le

fait de mutation de g nes diff®rents, pr ®ci ser | a
charge des patients et proposer une information génétique éclairée aux familles. Si la fonction du géne
nbest pas connue, une recherche physiopathol ogique
la protéine codée par ce géne dans le développement et/ou la différenciation du réseau vasculaire
cérébral.



agence dela
Ll biomédecine

Résultats

Tas, Berivan, Daniele Starnoni, Stanislas Smajda, Alexandre J. Vivanti, Catherine Adamsbaum, Mélanie
Eyries, Judith Melki, et al. 2022. « Arteriovenous Cerebral High Flow Shunts in Children: From Genotype
to Phenotype ». Frontiers in Pediatrics 10 (avril): 871565. https://doi.org/10.3389/fped.2022.871565.
Vivanti, Alexandre, Augustin Ozanne, Cynthia Grondin, Guillaume Saliou, Loic Quevarec, Heléne Maurey,
Patrick Aubourg, et al. 2018. « Loss of Function Mutations in EPHB4 Are Responsible for Vein of Galen
Aneurysmal Malformation ». Brain 141 (4): 979288. https://doi.org/10.1093/brain/awy020.
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Etude de faisabilité du DPI poes Imaladies monogéniques par séguencage

haut debit
MOUTOU Céline - CMCO hépitaux universitaires de Strasbourg

Retour tableau

Résumé

Le Diagnostic Préimplantatoire (DPI) peut étre proposé a des couples a risque de transmettre une maladie
génétique grave a sa descendance. Les difficultés techniques majeures du DPI résident dans le peu de
mat ®r i el di sponi bl e pour r®aliser | danalyse g®n®t.i
les résultats (24 a 48h). Pour les DPI pour maladies monogéniques, la PCR multiplex est utilisée et
combine si possible I a recherche de(s) l a mutatio
marqueurs microsatellites. Il est nécessaire pour chaque couple faisant une demande de DPI, de trouver
plusieurs microsatellites informatifs entourant | e
développer un test multiplex sur cellule unique. Ces développements demandent un temps et un savoir-
faire considérablesetsontt r —' s c o %t e u x . l'l's peuvent rallonger | e

Nous proposons de tester et éventuellement valider cliniuement une approche par séquencage haut-

débit (NGS) ciblé pour les DPI des maladies monogéniques. Cette technique utilisera la méthode de «
karyomapping é, ou haplotypage ° | 6ai de de SNPs i
codants du g ne ddéint®r°t. Pour cette ®tude, | e
séquencage des exons du gene CFTR (impliqgué dans la mucoviscidose) ainsi que des SNPs communs

inclus dans la région du géne. Cela permettra en théorie la prise en charge de la quasi-totalité des couples,
sans mise au point pr® alable n®cessaire en dehors

tell e application n®cessite une ®tape pr® iminaire
recueillie ™ partir doébune seule cellule est insuffi
type dbéamplificati dral b a joateou kROppghénomene s produisant lors de

| 6amplification sur cellule unique et menant ~ | 0al
appara’tre des |l ocus h®t ® ozygotes comme homdazygo
technique sur cellules t®moin sera n®cessaire pour
cellules (mimant une biopsie de blastoméres au stade J3 des embryons) et sur 5 a 10 cellules (mimant

une biopsie de trophectoderme au stade J5)etest i mer | e taux d&6ADO. La proc®
de fagon a permettre un délai de rendu de résultat compatible avec un transfert embryonnaire frais si la

bi ospie se fait au 3 me jour. La validationorcl!l in
transf ®rables issus de DPI pour mucoviscidose, av

technique de NGS. La concordance des résultats avec ceux du DPI sera vérifiée. Si la technique est
validée, nous envisagerons une application aux futurs DPI pour mucoviscidose.

Retour tableau
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Evaluation du dosage relatif de mutation dans le diagnostic prénatal non invas
de la mucoviscidose par sequencage haut débit sur une plateforme MiSeq

(lllumina)
VINCENT Marie-Claire - IURC Montpellier
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Résumé

Objectifs :

Nous avons d®vel opp® un test de DPNNI de | a mucovi
| 6ADN f it al | iDBlA, eell-ftek foatal DNA)eh recharchdnt la mutation paternelle dans les
famill es pr®sentant une h®t®rozygotie composite au

de compléter notre offre de diagnostic non invasif de la mucoviscidose (CF) par dosage relatif de mutation
par séquencgage haut débit chez les couples a risque de CF dont chaque membre est porteur du méme
variant. Malgré les progrés technologiques, la complexité des analyses bioinformatiques reste encore a
résoudre avant de proposer ces tests en routine.

Résultats attendus :
Automatisation et simplification du diagnostic prénatal non invasif de la mucoviscidose par NGS :

di agnostic direct et indirect ~° | 6aide doéboutils in
spécifique pour :
-Ladéter mi nati on de | a proportion de cffDNA de | 6®chat

- Le dosage relatif du SNV familial : séquence mutée par rapport a la séquence sauvage

- Le diagnostic indirect par étude de transmission de blocs de SNPs (définissant les haplotypes
morbide/sain)

Matériels et Méthodes :

L6O6®tude conduite est r®t rospective ; el l e est r ®al
Léanal yse en trio inclura 24 ADN g®nomiques par ¢
soigneusement sélectionnées sur la base des génotypes parentaux et du résultat du DPN invasif.

L6®tude sera r®alis®e par s®quen-age haut d®bit su

s®quen-age obtenues par capture. L6®tude sdarticul
- une phase de validation analytique :
A s®l ection des marqueurs polymorphes informatifs

A g®n®ration doéun set de donn®es brutes de NGS du
crées artificiellement et mimantlestrois t ypes de pl asmas maternels susce

A cr®ation " partir de ces donn®es de | 6algorithme
transmis et | e dosage relatif de I déall | e mut®

- une phase de validation diagnostique :

A ®valuation et validation de | dalgorithme d®&fini
Résultats

1 publication en préparation
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Année de financement -

RAPPORT FINAL

| - Résumé du projet

Nom et prénom du coordinateur

Dir Marie-Claire VINCENT

Titre du projet (maximum 120 caractéres)

Ewvaluation du dosage relatif de mutation dans le diagnostic prénatal non invasif de la mucoviscidose
par séquengage haut débit sur une plateforme MiSeq (lllumina)

Résumé (maximum 3000 caractéres)
(objectifs, méthodologie, résultats attendus)

Objectifs :

Mous avons développe un test de DPMMI de la mucoviscidose & partir de sang maternel par I'analyse de 'ADM
foetal libre circulant (cff-DMA, cell-free fostal DMA) en recherchant la mutation paternelle dans les familles
présentant une hétérozygotie composite au niveau du géne CFTR. L'objectif de cette étude est de compléter
notre offre de disgnostic non invasif de la mucoviscidose (CF) par dosage relatif de mutation par séquencage
haut débit chez les couples & risqgue de CF dont chagque membre est porteur du méme variant. Malgré les
progrés technologiques, la complexité des analyses bioinformatiques reste encore & résoudre avant de
proposer ces tests en routine.

Résultats attendus -

Automatisation et simplification du diagnostic prénatal men invasif de la mucoviscidose par NGS : diagnostic
direct et indirect & I'side d'outils informatiqgues adaptés, en particulier un algorithme de calcul spécifique pour :

- La détermination de la proportion de offDMA de I"échantillon plasmatigue

- Le dosage relatif du SNV familial : séquence mutée par rapport & la séquence sauvage

- Le diagnostic indirect par étude de transmission de blocs de SMPs (définissant les haplotypes morbidelsain)

Matériels et Méthodes -

L'étude conduite est rétrospective ; elle a &t réalisée chez 13 couples & pricr & risque de mucoviscidose.

L'analyse en tric inclut les ADM génomiques parentaux, d'un précédent enfant ou foetus et des plasmas de

fermmes enceintes scigneusement sélectionnées sur la base des génotypes parentaux et du résultat du DPM

invasif.

L'étude a &té réalisée par séquengage haut débit sur um appareil MiSeq (llumina) & partir de librairies de

séguengage obtenues par capture. L'étude s'articule en deux temps :

- wne phase de validation analytigue :

= walidation d'un pipeline bic informatique custom swr un set de données brutes de NGS du géne CFTR
pour des échantillons témoins chiméres crées artificiellemnent et mimant les trois types de plasmas
matemnels susceptibles d'&tre analysés en DPM,

= définition & partir de ces données des critéres de stringences de I'algorithme de calcul pour le dosage
relatif des haplotypes parentaux transmis et le dosage relatif de I'alléle muté

- une phase de validabion diagnostigue -

= &valuation et validation de I'algorithme défini sur 14 plasmas de femme enceintes & risque de CF.

ACR
Rapport final Page 1sur12

Retour tableau
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Efficacité comparée des approches de séquencage génome vs exome pour le

diagnostic des dystonies
BEROUD Christophe - Dpt Génétique, Hbpital des enfants de la Timone, Marseille

Retour tableau

Résumeé
Objectifs :
Lobjectif de ce projet est doé6®tudier | 6i mpact scie
| 6approche pang®nomi que pour | e diagnostic g®n®ti g

Résultats attendus :
Les r®sultats permettront doé®valuer

- Le colt global de lbanal yse pour chacune de <ces technique:
bioinformatique

-Léefficacit® du diagnostic en termes dbéidentificat
-L6i mpact des ®tapes de capture sur |l a qualit® des
- Le délai de rendu de résultat par les deux technigues

Léensembl e de cette anal yse nous per mettr a dodauc

déidentification de mutations, de c o %t et de d®I ai !
Méthodologie :

Nous proposons de tester unetrentainede pati ents en appliguant sur un
une strat®gie de s®quen-age de tous |l es exons apr s

Sequencing &€ [WES] et dobéautre part une approche de
capture (séquencage du génome ou « Whole Genome Sequencing » [WGS)).

Retour tableau
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La routinisation de la génétique en médecine préventive: Analyse de la

diffusion des tests pour les thrombophilies mares
BOURGAIN Catherine - INSERM U988, Villejuif

Retour tableau

Résumé

Le terme de thrombophilies non-rares (TNR) désigne I'ensemble des anomalies génétiques de
| 6h®mostase identifi ®es de p wnesnalddié shtomboemboligee vpime®d i S p ¢
(MTEV) récidivante. Deux mutations en particulier (facteurs V et Il), relativement fréquentes, contribuent
a augmenter le risque de survenue ou de récidive de MTEV, mais de fagon non déterministe. Depuis 2010,
les tests génétiques pour les TNR constituent pourtant les examens de génétiqgue moléculaire postnatale
les plus courants en France (31% de tous les examens réalisés en 2014). Cette montée en puissance
sbébinscrit dans un mouvement stpdénesqueg @&rsBceptibilitémacuperie® i t |
premi res places des examens de g®n®tique postnat al

de fa-on r®currente de cette situation et appelle
Ce projet vise a analyser les conditions de la diffusion des tests de susceptibilité génétique aux maladies
fr®quentes dans | a routine clinique, pour d®crypte
faire, il so6int®r edgeespoarlesTNRs des tests g®not

Cette enquéte s'organisera autour de deux axes complémentaires : I'histoire de la validation scientifique
et clinique des tests génétiques pour les TNR en France et de leur inscription a la homenclature (axe 1)
et I'étude de l'intégration rapide de ces tests dans la pratique médicale de routine (axe 2).

Le premier axe reposera sur une étude de la littérature scientifique et des rapports et avis émis, complétée
par des entretiens avec des protagonistes. Nous analyserons les débats au sein des spécialités médicales
et scientifiques ainsi que les conditions des prises de décisions institutionnelles. L'objectif sera d'en cerner
les ressorts disciplinaires, organisationnels, économiques et politiques.

Le second axe reposera sur la conduite d'une enquéte ethnographigue effectuée en grande partie au sein

du service de médecine vasculaire du CHU de Nantes. Cette enquéte visera a comprendre ce qui procéde

des cultures m®dicales disciplinaires mobihcéerre&e s,

et de la spécificité génétique des tests. Elle reposera sur des entretiens avec les personnels soignants et

| es personnes test ®es (patient s ou apparent ®s S
ethnographique des consultations médicales.

Les deux démarches méthodologiques retenues et les compétences complémentaires des chercheurs
impliqués, constituent une approche inédite pour aborder un tel sujet. De cette perspective
interdisciplinaire pourra découler une précision dans l'analyse des dimensions spécifiques aux tests de
susceptibilité des TNR ainsi que des hypothéses étayées sur les éléments généralisables a tous les tests
de susceptibilité génétique.
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Résultats
Bourgain, Catherine. 2019. « De la génétique clinique a la médecine génomique. Enj e u x doéu
¢ d®mocratisation e de I 6acc s aux t e ohQQabi¢roQroites g

Sciences & Technologies, n 8 (mars): 1529.

Turrini, Mauro, et Catherine Bourgain. 2020. « Genomic susceptibility in practice: The regulatory trajectory
of non-rare thrombophilia (NRT) genetic tests in the clinical management of venous thrombo-embolism
(VTE) ». Social Science & Medicine, mars, 112903.

Turrini, M., et C. Bourgain. 2021. « Appraising Screening, Making Risk in/Visible. The Medical Debate over
Non-Rare Thrombophilia (NRT) Testing before Prescribing the Pill ». Sociology of Health and Iliness 43
(7): 1627242. https://doi.org/10.1111/1467-9566.13348.

Retour tableau
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Approche combinée deequencage de transcriptome (RNA seq) et d'Exome

pour I'ameélioration du diagnostic moléculaire de I'holoprosencéphalie
DAVID Véronique - CNRS UMR 6290 Rennes
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Résumé

L'"hol opr osenc ®p h a Inidédautddchvige derla@igna iédiane cetElrale et représente la
plus fréquente des anomalies du développement du cerveau (1/10000 naissances, 1/250 conceptions).
Elle est caractérisée par une expressivité phénotypique variable au niveau de la face et du cerveau et son

®ti ol ogie est " la fois environnementale et g®n®ti ¢
dominant, est maintenant établi comme multigénique. Le CHU de Rennes est le centre de référence
national pour cette pathologie. Plusde 1000 ®chantill ons de patients is

frangais et de pays européens ont été regroupés au sein de notre CRB. Aprés avoir ciblé la recherche de
mutations sur les genes majeurs (SHH, ZIC2, SIX3 et TGIF), nous avons mis en place une stratégie de
séquencage haut-débit sur un panel de 20 génes mineurs et candidats, ce qui a augmenté le taux de
mutations identifi®es de 30% °~ 40%. Le s®quen-age
a permis déidentifieetudbénompVeéegqueg he @gSHeLDI SP1 d
de trios a révélé aussi de nombreuses variations dans des génes candidats. Leur validation comme

mutation pathog ne passe par | 6observation de | eur
familles, mais aussi par des investigations supplémentaires telles que des tests fonctionnels ou

| 6®valuation de | eur r®percussion sur | e transcrip
approche de séquencage haut-débit de transcriptome (RNA seq) sur tissu cérébral de foetus qui nous
permettra do®valuer | 6i mpact de mutations rares s
alternatif des g nes correspondants. Cette approch
déoun sB®agge dO6ARN extrait do®chantillons fix®s et
paraffin embeded) et conserv®s par | e foetopathol o
L6éobjectif est de mener une ®tude r ®tr os p exomes,ete , p
du transcriptome obtenu " partir dé®chantill ons FFI
de grossesse (IMG). Cette étude a pour but :

1/ de wvalider l es mutations neutres Trespons arhatifes ¢
particuliérement)

2/ dbaugment er l e nombre dbébexomes r®alis®s chez d
certains genes déja considérés comme candidats.

Méthodes :

S®quen-age dO6ARN coupl ® au s®quen- agetsnaiddisposonsea las u r
fois de | ames FFPE de tissus c®r ®braux et dOADN de

Résultats attendus: Validation de mutations dans de nouveaux génes responsables de

| 6hol oprosenc®phalie ; am®liorati on duwticerérmtgldexste i c €
pathologie ; contribution & une meilleure connaissance de la physiopathologie de cette maladie complexe

du développement cérébral.
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Kim, Artem, Jérbme Le Douce, Farah Diab, Monika Ferovova, Christéle Dubourg, Sylvie Odent, Valérie
Dupé, et al. 2020. « Synonymous Variants in Holoprosencephaly Alter Codon Usage and Impact the Sonic
Hedgehog Protein ». Brain 143 (7): 2027238. https://doi.org/10.1093/brain/awaal52.

Kim, Artem, Clara Savary, Christele Dubourg, Wilfrid Carré, Charlotte Mouden, Houda Hamdi-Rozé,
Héléne Guyodo, et al. 2019. « Integrated Clinical and Omics Approach to Rare Diseases: Novel Genes
and Oligogenic Inheritance in Holoprosencephaly ». Brain 142 (2): 3549.
https://doi.org/10.1093/brain/awy290.
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écessitant I'accumulation de plusieurs mutations hypomorphes.

/L'holopmsencéphalie (HPE) est une pathologie complexe du développement du cerveau antérieur caractérisée A
par une grande hétérogénéité, a la fois phénotypique et génétique. L'HPE présente un large spectre clinique
allant de microformes (légére microcéphalie) a des formes sévéres d’'HPE alobaire (cyclopie, proboscis).
Actuellement, 16 génes et plusieurs voies de signalisation (SHH, FGF, NOTCH, NODAL) ont été impliqués dans
la maladie, mais environ 70% des cas familiaux restent inexpliqués. Dans la majorité des cas, les mutations
causales sont héritées de parents asymptomatiques’, ce qui suggére I'existence de génes modificateurs. Ces

iants rares agissant de maniére hypomorphe?,
d'une HPE.
Afin d'explorer I'implication des variants rares dans cette maladie, trente-six familles atteintes d’'HPE pour
lesquelles aucun diagnostic moléculaire n'avait pu étre établi, ont été sélectionnées pour un séquencage
d'exome. Afin d'identifier les variants causaux, nous avons utilisé une nouvelle approche bio-informatique,
combinant I'analyse de données d’exome avec deux stratégies complémentaires basées sur les phénotypes
précis des patients et I'étude des profils d'expression des génes au cours du développement cérébral. Cette

Qpproche intégrative a permis d'identifier de nouveaux génes de I'HPE et illustrer son caractére multigénique
n

m mmr HPE
i venicn

-w

semilobar HpE

Lobar HoE
plete scscure
oo separation of
#rontal cotex

NODAL

NoTen
Microforms.

Nomorphelogcalanomly
[ e———
Inteliectual disabdity (10)

HPE lobaire,

\. SHH

Hypothalumus

A) HPE présente un large spectre clinique avec trois formes anatomiques
par ordre de sévérité croi: i i
B) Le développement du cerveau antérieur est régulé par plusieurs voies
de signalisation du développement cérébral comme Sonic Hedgehog

(SHH), FGF, WNT et BMP.

et alobaire.

'

\

I'étude était I'ab

de di

. Patients

- Tous les patients référés ont initialement étés analysés par un
séquencage ciblé de génes connus de I'HPE? ainsi que par des
techniques de CGH-array/MLPA. Le pnnmpal critére d'inclusion dans

La cohorte finale de comprenait 26 familles (un total de 80 individus)
dont 29 patients diagnostiqués avec une HPE lobaire (n=3),

semilobaire (n=11), alobaire (n=13) ou microforme (n=2).

Les familles dont la
cause génétique de I'HPE n’avait pu étre établi, ont été séquencées et
inclues dans cette étude.

patients,
Rennes clinical database
(>2000 DNA samples)

lll. Matériel & Méthodes

uuf mm-m [

S Dol
(E_mmﬁmo)

g

\ /Aﬁn d'identifier les variants causaux parmi le grand nombre de variations ne

puthagénes détectées en exome, nous avons utilisé une nouvelle approche
la filtration classlque des vanants avec deux strategles

)

basées sur les

cliniques); et sur I'analyse du transcriptome embryonnalre (étude des profiles

d’expression des génes au cours du développement cérébral)

Bases de données cliniques

identifier des
différentes manifestations de IHPE

associés sux

, . HDBR D
o

RNA-Seq + réseau de co-expression

Weighted Gene
Co-expression Network Analysis (WGCNAY

Bloinformatics.
Identifier des génes ayant un profi
Colrot i . dexpression similaire au génes connus
Identifier les variants délétires maiadie
présents chez les patients HPE
IV. Résultats V. Découvertes principales
New HPE gene:
Stratégie transcriptome Filtration de données d'exome Stratégie clinique
RNA-Seq, données HDBR Exome, 26 Familles Bases de données cliniques Stratégie clinique
(n=134) (n=80) (HPO, OMIM, MGI...) = S HET o) i b
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 Weighted Gene « Proffération et migration celutaire + KO HIC1 : phénotype HPE (modéle souris)  « KO Coi2at : HPE (modéle sourls)
* Variam Calling Workttows iternes
Notwork Analysis (GATK Freabayes) + KO FAT : phénotype HPE « Interaction génétique avec Shh + Interaction génétique avec Shh
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(GATI)
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™ tome. %3875, ~149emile) Clinique
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Appliquée a la cohorte HPE, I'approche intégrative a permis d'identifier un total de 256 variants
candidats dans 183 génes pour 26 familles étudiées. Parmi les candidats, 175 variants sont situés ‘ Fary bR poeee o Maviom
R iés 2 é égie clink ; itué Hostr Bocs frin e m
dans les génes associés a des phénotypes HPE (stratégie clinique) et 104 variants sont situés dans . . e D COL2AY e
les génes ayant un profil d’expression similaire au génes connus de I'HPE (stratégie transcriptome). S i, Cnid 1 Chig2

de
nécessaire pour I'apparition de I'HPE

V1. Conclusion and perspectives

L'i

1 des génes dans la

parents asymptomatiques, ce qun est en faveur d' un mode de
a été validée dans les modeles murins et leurs fonctions son( lices a I'une des voies clés du

cérébral. Ap

Cette étude montre que I'apparition de I'HPE peut étre due au signal combiné de multiples variants rares agissant de maniére hypomorphe dans des
génes appartenant a des voies de signalisation critiques du dé é
l'identification de variants rares dans les génes associés aux phéno(ypes HPE (FAT1, NDST1 COL2A1) ou ayant un profil d'expression trés similaire
aux génes déja connus de la maladie (SCUBE2, TCTN3). Tous les patlents décrits dans cette étude présentent des multiples variants rares hérités des

a la cohorte HPE, I'approche intégrative a permis

1t I

ion de p

éve its m

nels.

de I'HPE (comme la microcéphalie) et les formes
la signalisation SHH.

la cyclopie) pourrait

développement du cerveau antérieur — la voie Sonic Hedgehog. L'accumulation de mutations dans les génes liés @ SHH observé chez nos patients
soutient I'hypothése que des variations dans I'activité de SHH sont cruciaux dans le mécanisme de la maladie. La distinction entre les formes mineurs
it résider dans le degré d'impact fonctionnel global sur

Signating Py
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Résumé

Léoidentification doébune hyper ®chog®nicit® r®nale en
rénaux) est une situation fréquente mais dont la prise en charge et le conseil génétique a apporter
demeurent difficiles. Des mutati ons du g ne HNF1B sont identifi ®es
avec des reins hyperéchogénes (RHE) de taille normale ou discréetement diminuée ou augmentée, tandis
gubune mutation dans un des g nes associ ®snslegénea po
PKHDL1 de la Polykystose Hépato Rénale Autosomique Récessive (PKAR), est classiqguement identifiée

chez |l es fitus avec des reins de grande taille. Da
ne peut étre posé. Cette absence de diagnostic s 6accompagne dbébune ®valuati:
r®nal ~ court terme, dobéune m®c onn a-épateasurajeutéasetsionc i s q |
déun sui vi non adapt® aux risgaéesal eRelds nen tetduitell & n e |
Dans une premi re ®tude wutilisant |l a technigue dobe

candidats chez des individus présentant des reins hyperéchogenes de taille normale ou diminuée, mais

sans mutation dOHNF1RBRt fEe@as$ sabjfedctwiob$g edudper dja deman
| 6ABM sont de confirmer | 6i mplication de ces 8 g ne
déi dentifier de nouveaux g nes associ ® aux PBHE pa
littérature, et de préciser les corrélations génotype i phénotype (fonction rénale a moyen et long terme,
symptémes extra-rénaux, aspects échographiques). Pour cela, une approche par séquengage haut débit
ciblant | es r®gi ons ge®candidatopreedemmadnt iderttifi@s, gehes da®didags de

la |litt®rature) sera r®alis®e dans | a cohorte des
des génes identifiés sera validée in vitro dans un modéle cellulaire présentantuneinvali dat i on d&é H.
ou une invalidation du géne candidat.

Ce travail sbadosse © un projet de recherche plus
identifi®s dans |l e |liquide amniotique ou khibngteimee f 1
de fitus pr®sentant des anomalies du d®vel oppement
Transl Medicine 2013). A terme, ce projet devrait permettre de mieux caractériser les anomalies
g®n®t i ques 7 | 6or i gi n eerédhegehedisolepoa assotids a des kyyses réreaiuxnes hy
donc a améliorer la prise en charge des enfants atteints de ces pathologies et le conseil génétique délivré

aux familles dbéenfants atteints de RHE

Retour tableau
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Développement d'un test génétique pour le diagnostic des maladies

neurologiques et neurodévéloppementales (neuromendéliome)
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Résumé

Les maladies neurodéveloppementales constituent un ensemble cliniquement hétérogéne dont la cause
est génétique dans de multiples cas. Ces pathologies représentent de 1 a 5% des naissances et
constituent un probleme majeur de santé publique. Des mutations dans ~2500 génes ont été associées

en 2015 ° un syndrome g®n®tique dont | 6atteinte e
Actuellement, les capacités de diagnostic génétique des maladies neurodéveloppementales sont limitées
en France compar® ° doawmelesPaysBags etur ap®emstesct di
proposé lorsque des malformations cérébrales sont identifi€ées en prénatal. Par exemple, la découverte
déune ag®n®si e du corps call eux i sol ®e chez un f
développement cognitif normal et dans 30% des cas a une évolution défavorable vers une déficience
intellectuell e. En | 6absence de test g®n®tique per

conseil génétigue reste basé sur ces statistiques.

L 6 o bj ea projdt esdde développer un test génétiqgue unique et évolutif (neuromendéliome) pour le
diagnostic des maladies neurodéveloppementales représentant une alternative rationnelle au séquencage
ddexome, gui reste encor e c h edesireanvémenta commeulapossibiliién i g u
déidentifier des mutations avec r®percussion clini
findings). Ce test est basé sur le séquencage haut-débit, aprés capture, des régions codantes de ~3500
géenes(15 Mb) dont 2500 sont responsables de syndromes génétiques reconnus avec une atteinte
cérébrale et 1000sont des génes candidats sur la base de leur fonction ou de leur expression cérébrale
préférentielle. Cette liste de génes sera révisée tous les 6 mois.

Ce panel sera testé dans le cadre de ce projet sur deux cohortes différentes déja recrutées (ADN des
patients et parents disponible) :

1) une cohorte post-natale constituée de 50 patients avec DI, encéphalopathie épileptique ou trouble du
développement sans diagnostic étiologique et

2) une cohorte pr ®natale", constitu®e de 30 filtus
nés aprés un diagnostic prénatal de malformation cérébrale (par exemple une agénésie du corps calleux).

Les patients serontanal ys®s avec (n=55 trios) ou sans (n=25
régions cibles sera effectuée avec la technologie SeqCap EZ choice Library (Roche) et le séquencage

sera réalisé sur HiSeq 2500 (lllumina) a la plate-f or me de | 61 cd@B)MLE test Biagnaste b
développé sera ensuite transféré au laboratoire de diagnostic génétique (HoOpitaux universitaires de
Strasbourg).

Le d®vel oppement du panel neuromendel i ome permettr
déjaexistant et de proposer un diagnostic génétique aux patients sans diagnostic étiologique et/ou pour
|l esquel saucune analyse nobdoest actuell ement di sponi k
diagnostique enpériodes prénatale et néonatale pour établir des diagnostics précoces chez des foetus ou
des nouveau-n ® s pour l esquel s il nbexi ste actuell ement a
situations de pr®dire | epronostic cognitif et de d

génétique.
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Résultats
1, Hum Genet. 2017 Apr;136(4):463-479.
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Résumé
Introduction :

Les arthrogryposes multiples cong®nitales (AMC) e
hétérogéne de maladies fréquentes (incidence : 1 sur 3000 naissances). Dans environ 70% des cas, le

di agnostic g®n®tiqgue nbest pas pos®. Dans une ®t uc
g®n®r ation exome entie (WES) appliqu® ° 72 famild.l
connus ou récemmentident i fi ®s ( TES, 70 g nes) et appliqu® -
g®n®t i gque dans 52% des <cas ncluant | édidentificati

[
chez 12 patients dont | e TES
g®n®ti que chez 7 patients [
mut ations nbavaient pas ®t® r
premier panel TES (n=3).

sbagissait soit de

C
s O@tiariet ar @ve® | n® sh @dgdaitdie
I
apport®es associ ®es

Objectif :

Notre projet a pour but ddéidentifier le/les g nes
38 patients sans cause g®n®tique retrouv®e par |l e T
g nes ou doighemas fcennusesmais dont | es mut ati ons
responsables d6AMC ou dOo6AF. Une analyse morphol ogi

partir de biopsie neuromusculaire sera effectuée en paralléle pour caractériser le phénotype
neuromusculaire précis des patients.

Méthodologie :

Un t ot al de 38 patients non apparent®s et atteints
ce projet. Les donn®es <cliniques ont ®t ® r assembl
bioinformatique des données seront effectuées. Nous croiserons les données issues du WES des patients
afin doéidentifier |l es g nes porteurs de mutations

patients de la cohorte présentée (n=38) ainsi que les patients qui ont déja eu, dans le cadre du projet
PHRC, un WES sans géne causal retrouvé (n=27) soit un total de 65 WES. Cette approche sera aidée

par | 6analyse morphol ogique du syst me ne-groupendes c ul
patients a phénotype morphologique similaire. Les variants candidats seront validés par séquencage
Sanger et leur ségrégation intrafamilliale établie.

Conclusions et perspectives :
Cette ®tude permettra doé®tablir | a pbliolpcause gémétiqgued e ¢
de cette affectation et dbébanalyser | es causes do®c

neuromuscul aires mais non reconnus pour °tre resp
clinique de ces affections ; ou encore une mauvaise couverture de certains exons ou jonctions intron-exon

dans |l es g nes inclus dans | e TES. Ces travaux deyv
de ces affections par |l a mise au poi nt exd@eqpernrettral v e a |
déoam®l i orer | 6i nformation g®n®tique des famill es ¢

récurrence et les options possibles de tests prénataux (diagnostic anténatal ou préimplantatoire). Ces
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travaux devr ai entifitatiop @demonectux geaes podnti dd départ vers la caractérisation de
nouvelles prot® nes essentielles au d®vel oppement

Résultats obtenus:

Nos r®sultats montrent que | e s ®q uidemifienlgoausagiéreétiqoeme e
des arthrogryposes multiples cong®nitales (AMC) dai
dans | es AMC. Nos r®sultats r®v |l ent |l a valeur aj ol
(TES) :eneffetleWES a permis déidentifier | a cause g®n®tiq
pour qui l e TES ®tait revenu n®gatif (21. 6%). Cec
et | 6identification de nouveaux on). 8eJES(estane approche t s
int®®ressante car elle est rapide et ®vite | d6identi/

maladie recherchée, elle peut conduire a ne pas identifier la cause génétique dle a une hétérogénéité
génétique importante.

Résultats

Jaber, Dana, Cyril Gitiaux, Sophie Blesson, Florent Marguet, David Buard, Maritzaida Varela Salgado,
Anna Kaminska, et al. 2021. « De Novo Mutations of SCN1A Are Responsible for Arthrogryposis
Broadening the SCN1A-Related Phenotypes ». Journal of Medical Genetics 58 (11): 73742.
https://doi.org/10.1136/jmedgenet-2020-107166.

Kamien, Benjamin, Joshua S. Clayton, Han-Shin Lee, Disna Abeysuriya, Elyshia McNamara, Jelena
Martinovic, Marie Gonzales, Judith Melki, et Gianina Ravenscroft. 2022. « Bi-allelic MYH3 loss-of-function
variants cause a lethal form of contractures, pterygia, and spondylocarpotarsal fusion syndrome 1B ».
Neuromuscular Disorders 32 (5): 44529. https://doi.org/10.1016/j.nmd.2022.03.007.

Laquerriere, Annie, Dana Jaber, Emanuela Abiusi, Jérome Maluenda, Dan Mejlachowicz, Alexandre
Vivanti, Klaus Dieterich, et al. 2022. « Phenotypic Spectrum and Genomics of Undiagnosed Arthrogryposis
Multiplex Congenita ». Journal of Medical Genetics 59 (6): 55947. https://doi.org/10.1136/jmedgenet-
2020-107595.

Weber, Mathilde, Dana Jaber, Ferechte Encha-Razavi, Emmanuel Julien, Julie Grevoul-Fesquet, Julie
Steffann, Judith Melki, et Jelena Martinovic. 2022. « Broadening the Phenotypic Spectrum of TUBA1A
Tubulinopathy to Syndromic Arthrogryposis Multiplex Congenita ». American Journal of Medical Genetics
Part A 188 (8): 2331238. https://doi.org/https://doi.org/10.1002/ajmg.a.62866.
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Confirmation et établissement di& prévalence des mutations dans les genes

impliqués dans des infertilités humaines rsymdromique
VIVILLE Stéphane - CHU de Strasbourg
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Résumé

Léoinfertilit® est un pr obdefagoe égalenhomnees et ldsdemmesrMal@é q u i
pres de quatre décennies de pratique de la FIV, un nombre considérable de cas (25 a 30%) restent
idiopathiques chez les couples infertiles. La plupart des traitements proposés sont souvent empiriques et
peu a été réalisé afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacente a la fertilité humaine. On estime
gudenviron 50% des cas idiopathiques pourrait °tre

La recherche est pass®e de si mpl espa®génoniigus. Adopursdet at i
|l a derni re d®cenni e, suite -~ | 6®t ude de cas f amil
|l iste des g nes humains impliqgu®s dans | d6infertil
pourlesquel s des donn®es sont suffisantes pour | es

doéinfertilit® non syndromigue chez | 6homme | or sq

Notre objectif est de réaliser une recherche de mutations pour ces 16 génes dans une cohorte de 125
patent s fran-ais avec un ph®notype ddéinfertilit® bie
mut ations dans cette popul ati on. Tous |l es patients
et un échantillon de salive sera recueilliapr s quodéun formulaire de consent
extrait sera analysé par séquencage ciblé en utilisant la technologie lon AmpliSeq TM. Les résultats seront
confirmés par séquencage de Sanger et des patients fertiles seront analysés en tant que groupe contrdle.

La technologie lon AmpliSeq TM offre une construction simple et rapide de bibliothéque pour un
séquencage ciblé de groupes de génes spécifiques et / ou régions génomiques. Elle exige aussi peu que

10 ng dO6ADN, | es variifain@ss epne uwre ndge It rjeo urd eAmpLi®eqg i d e
T M. Le test de diagnostic mis au point est bas® sul
HUS. El'l e comporte | e s®quen-age de | 0 A Shdologie Ibn ®e

N i
C Ol
uoi

Torrent, suivi ei dfoarmma tainqau ¢/ speo bri oi denti fier | es moc
Cette étude mettra en évidence les mutations génétiques qui ont un impact significatif sur des phénotypes
déinfertilit® s p ® cestreintdepaisnts,cesrésuliatseonduiooht par la suiterd un autre

projet avec un groupe plus important de patients.

La valeur ajoutée du projet proposé repose dans la collaboration étroite entre la recherche fondamentale
etles partenaires cliniques.Cet t e coop®r ati on permettra un conti nul

et | 6dapplication clinique, permettant ainsi l a mi s
traiter I 6infertilit® humai medaboratoke. qui fait partie
Résultats

Okutman, Ozlem, Julien Tarabeux, Jean Muller, et Stéphane Viville. 2021. « Evaluation of a Custom
Design Gene Panel as a Diagnostic Tool for Human Non-Syndromic Infertility ». Genes 12 (3): 410.
https://doi.org/10.3390/genes12030410.

Retour tableau
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Modélisation in vivo pour le diagnostic génétique des déficiences

intellectuelles syndromiques
BEZIEAU Stéphane - Institut de biologie de Nantes
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Résumé

La contribution des causes génétiques a I'étiologie des déficiences intellectuelles (DI) est majeure. La forte
hétérogénéité génétique est cependant un obstacle a l'interprétation des résultats dans le diagnostic
moléculaire de la DI. L'identification des génes responsables de DI représente un enjeu important pour le
diagnostic génétique. Le PHRC interrégional HUGODIMS a évalué I'apport diagnostique du séquencage
haut débit d'exome en trio chez 75 patients atteints de DI modérée a sévere. Des genes associés a la DI
ont été mis en évidence dans le cadre de ce travail. Des variants de génes encore peu caractérisés ont
également pu étre identifiés. Pour ces derniers, une validation expérimentale est nécessaire afin de
déterminer leur causalité dans la DI. La distance évolutive réduite par rapport a 'Homme, la forte
conservation de voies moléculaires majeures en miroir de ses codts d'utilisation réduits et des possibilités
nombreuses de transgénese dont du zebrafish (Danio rerio) un outil particulierement pertinent pour
l'interprétation de variants génétiques. Afin de poursuivre l'indentification des genes liés a la DI
syndromigue, nous proposons de caratériser in vivo dans un modéle zebrafish les variants identifiés.

Résultats attendus

Les zebrafish seront analysés afin de rechercher des signes spécifiques des atteintes neurologiques et
extra-neurologiques mis en évidence chez les patients. Des malformations cérébrales et cardiaques, des
anomalies des extrémités ainsi que des anomalies squelettiques seront particulierement recherchées. Ce
projet translationnel, piloté par le service de Génétique Médicale du CHU de Nantes (Pr D. Bézieau), vise
a appuyer les progrés du séquencage a haut débit en modélisant in vivo I'effet de variants candidats. Ce
travail représenterait aunsi une preuve de concept des stratégies de modélisation innovantes faisant suite
a l'exome, répondant aux besoins de la pratique actuelle du diagnostic moléculaire en Génétique
Médicale.

Méthodes

L'inactivation de six géenes candidats par édition de génome gréace a la technique CRISPR/Cas9 en
paralléle d'une extinction de I'expression par morpholino seront réalisées afin d'évaluer I'effet d'une perte
de fonction dans notre modéle. Une restauration du phénotype sera recherchée par injection d'ARNm
sauvage ou muté. Les étapes de biologie moléculaire seront réalisées par un ingénieur au sein du service
de Génétique Médical du CHU de Nantes, équipe coordinatrice. L'injection et le phénotypage des
zebrafish seront réalisées au sein de I'équipe du Dr EE. Davis et Pr N. Katsanis du Center for Human
Disease Modeling (Duke University, Durham, NC, USA), a l'expertise largement reconnue dans la
modélisation de pathologies génétiques humaines grace au modele zebrafish, dont les formes
syndromiques de DI.
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Résumé

Lédav nement du s®quen-age de apeinisids aqridées majegres@ourle h a u
di agnostic des mal adies g®n®tiqgues doorigine h®t ®r
ces derniéres années plusieurs tests diagnostiques basés sur le séquencage ciblé des séquences
codantesdepanel s de g nes (dobébune vingtaine de g nes poul
prés de cing cents genes pour la déficience intellectuelle). Ces analyses ciblées, réalisées par capture,

ont ainsi résolu de 25 a 80% des cas selon les indications, sans pour autant permettre le diagnostic de la

totalité des patients. Pour ces cas négatifs, la recherche de mutations dans les séquences codantes a
ensuite ®t ® ®tendue ~ | 6exome entier (Whole Exome
supplémentair e s . Des patients restent malgr® tout sans d
sbagir de cas complexes dobéorigine g®n®tiqgue ou m°r
monogéniques liées a des mutations non identifiables par les analyses de séquences codantes, et
touchant notamment les ARN messagers.

Léobjectif du pr®sent projet est de tester | 6int®tr
étiologique de ces patients irrésolus apres séquencage des régions codantes. Aprés une étape de
validation a partir de 6 échantillons porteurs de mutations connues affectant les ARN messagers, nous
souhaitons appliquer cette technique a 30 cas irrésolus dans différents contextes pathologiques :
déficience intellectuelle, myopathies, maladi es neur osensorielles et troubl
pr ®al abl e, nous avons v®rifi® qudune majorit® de n;
les tissus a notre disposition. Nous souhaitons tester deux stratégies en paralléle : le séquengage de la
globalité des ARN messagers (whole RNA-seq) et le séquencage ciblé des ARN messagers en utilisant

l es m°mes sondes de capture que celles utilis®es ¢
derniére approche, nous espérons optimiserl a couverture des g nes faibler
donn®es inclura | 6analyse des jonctions exoniques,
donn®es de s®quen-age obtenues sur | 6ADN g®nomi que
Nousproposons de faire r®aliser | es exp®riences de s®q
donn®es sur | a plateforme de s®quen-age de | 061 GBMC

Cellulaire) qui posséde toutes les compétences requises. La formation de notre propre personnel

bi oinformatique au cours de ce projet devrait ains
r®al i sation et | 6anal yse du s®quen-age haut d®bi t
concl uant ededuddiagnosfico i nt

Retour tableau
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diagnostic des myopathies et dystrophies musculaires
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Résumé

Les myopathies et dystrophies musculaires (M-DM) sont phénotypiquement et génétiquement tres
hétérogénes, avec plus de 100 génes identifiés. Le séquencage de nouvelle génération (NGS) a
révolutionné leur diagnostic en permettant de séquencer, en un seul temps, I'ensemble des séquences
d'intérét. Le NGS ciblé sur panels de génes impliqués dans ces pathologies a constitué la technologie de
choix pour la mise en place du NGS en pratique diagnostique. Toutefois, la nécessité de mise a jour
réguliere du panel avec l'identification de nouveaux génes responsables de M-DM, et I'absence d'analyse
de génes non connus pour étre impliqués dans les pathologies neuromusculaires constituent une limitation
de cette approche ciblée. Le séquencage de tous les exons (et jonctions exons-introns) de tous les génes,
Whole Exome Sequencing (WES), a démontré son efficacité a identifier des mutations non seulement
dans des génes connus, mais également dans d'autres génes non identifiés auparavant comme
responsables de M-DM.

Le développement de nouvelles versions des librairies de capture de WES offrant une meilleure couverture
de s®quen-age, coupl® " | 6am®lioration dpétetdanslesapac
| aboratoires de diagnostic mol ®cul aire, permettent
diagnostique. A ce jour, les derniéres versions de produits de capture pour WES sont SureSelect V6
(Agilent), SeqCap EZ Medexome (Roche NimbleGen) et TruSeq Rapid Exome (lllumina). Le kit SeqCap
EZ MedExome constitue la derniéere solution de préparation de librairies de WES de la société Roche-

Ni mbl eGen. Ell e pr®sente |l a particularit® docf fri
m®di c al tout en offrant une couverture exhaustive
possibilit® de personnaliser | a capture dbéexome

de certaines régions choisies du génome.
Nous avons mis au point en 2013 le diagnostic par NGS ciblé des exons et jonctions exon-introns de 137

génes de M-D M. Léobjectif de notre ®tude est do®valuer
proposés par les principales sociétés, afin de choisir la technologie la plus fiable en termes de couverture

et de profondeur de s®quen-age non seul em®Kdtenotre | 06 e
panel cibl ®. Si | a couverture de s®guen-age au n
proposons dobéoptimiser |l e kit de capture de WES |l e pl
génes de M-MD. Cette étude constituera un préliminaire a la mise en place du WES en pratique

di agnostique puis “ une ®tdadnestique ds WES conipar@&\aaNGSseiblé | 6 e

sur un grand nombre de patients.

Résultats

Yauy, Kevin, Charles Van Goethem, Henri Pégeot, David Baux, Thomas Guignard, Corinne Theze, Olivier
Ardouin, et al. 2023. « Evaluating the Transition from Targeted to Exome Sequencing: A Guide for Clinical
Laboratories ». International Journal of Molecular Sciences 24 (8): 7330.
https://doi.org/10.3390/ijms24087330.
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Diagnostic des NBIA: Analyse de I'hétéramggngenétique et validation de

marqueurs mitochondriaux de pathogénicité des variants
FERGELOT Patricia - Labo Génét mol, PTBM

CHU de Bordeaux
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Résumé

Les neurodégénérescences par accumulation intracérébrale de fer (NBIA) représentent un groupe
hétérogéne de maladies rares du systéme nerveux, tant sur le plan génétique que phénotypique.

Le service de génétique médicale du CHU de Bordeaux est référent pour le diagnostic clinique (Pr Cyril
Goizet, neurogénétique) et moléculaire (Dr Patricia Fergelot laboratoire de génétique moléculaire) de ces
pathologies.

Le diagnostic est bas® sur |l 6l RM c®r ®brale qui mo
centraux et | 6anal y sleNBP®adBtinguantupar.le gdhé en caluse et fa présentation
clinique sont reconnues actuellement. Cependant les tableaux cliniques sont parfois chevauchants et le
diagnostic moléculaire peut étre pris en défaut du fait de variants dits de signification inconnue dont le

caract re pathog ne ndest pas document®. Environ |
restent sans confirmation mol ®cul aire. Les enjeux
exhaustivité suffisante cequipass e par | 6analyse, en s®quen-age haut
| 6ensemble des g nes d®crits et pouvant ®voluer au
et, dbébautre part, valider par des ar@ntsugénases déteaés.t i on n
Quatre grandes voies sont impliquées dans la physiopathologie de ces maladies : le métabolisme du fer,

|l e m®t abolisme des | ipides, | 0®nerg®tique cellul ai

La biochimie de la mitochondrie est impliquée dans ces voies et nous avons donc réalisé un ler test sur

l es fibroblastes doébun patient de notre cohorte et
param tres pertinents © wvalider sur un groupeeste pae
connue.

A partir de la cohorte bordelaise de 70 patients 2 groupes seront étudiés :

-Un groupe de 44 patients sans diagnostic mol ®cul ai
de 16 génes de NBIA dont 9 sont déja étudiés en génétigue moléculaire au CHU de Bordeaux, la
nouveaut® portant ®galement sur | 6utilisation de |
lon Torrent (disponibilité sur le plateau technique du CHU, rapidité) ;

- Un groupe de 10 patients, avec variants identifiés dans les génes déja étudiés au laboratoire de
diagnostic moléculaire du CHU, pour la mise en place de dosages, plasmatiques, sur cellules sanguines
et sur fibroblastes issus de biopsie cutanée. La présente étude sera réalisée a partir de patients atteints
de 2 formes de NBIA fréquentes, MPAN et PKAN, avec 5 patients pour chaque type et un groupe de 6
t ®moi ns appari ®s pour | e sexe et si possible pour

Notre perspective est la mise en place de ces tests génétiques et biochimiques en diagnostic avec les
filieres maladies rares et le réseau CARAMMEL impliqué dans le diagnostic des maladies mitochondriales.
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Van Gils, Julien, Frederigue Magdinier, Patricia Fergelot, et Didier Lacombe. 2021. « Rubinstein-Taybi
Syndrome: A Model of Epigenetic Disorder ». Genes 12 (7): 968. https://doi.org/10.3390/genes12070968.

Poster
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Examen des caractéristiques génétiques d'une personne: identification et

optimisation des organisations dashsux spécialités medicales
PASQUIER Laurent - Péle Pédiatrie CHU Rennes
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Résumé

Fai sant l e constat déune prescription massive dol
personne (ECGP) dans toutes les disciplines médicales et a tous les ages de la vie, la génétique est
devenue une étape courante et indispensable de la prise en charge des patients. Pourtant, ces pratiques

sont caract®ris®es par une incertit gahe deghnomegétuded e s s
globale de | 6ADN maintenant utilis®e en pratique <c
pour le diagnostic, les soins, et la prévention.

Par ailleurs, de par ses sp®cificit @Gise (testsdidgmostiouess d o i
ou de tests pr®symptomatiques, | O6ECGP fait | dobj et
2011 relative ° l a bio®t hique et ses d®crets dbap
pratiques. Cet essor de données réglementaires autour des droits des personnes (notamment en termes
déinformation individuelle et ~ |l a parent | e, de
personne) et un décalage avec les pratiques caractérisent également ce domaine médical.

Si |l es m®decins g®n®ticiens sont sensibilis®s aux

déexpl orer ces pratiques aupr s des m®decins non g
premiers acteurs de cette prescription. En effet des questions majeurs vont accompagner la prescription

et |l e retour de r®sultats dans | es ann®es ~ venir
r ®f ®rentiels forc®ment clairs : cont earetouddes résditatn f or
et interpr®tation de | eurs |imites, obligation et
peuvent générer de grandes incertitudes et disparité de pratiques. Un travail apparait essentiel pour
comprendre lesconditons de r ®al i sation déun ECGP actuell ement
pour répondre a ces nouvelles questions.

Pour <cel a il conviendra doexplorer dobéune part | es
déautre part | elsi snactdi aolni tdBes cdeet re®kaamen en ter mes de
patients. Lohypoth se de notre recherche est que |
professionnels seront les plus importants sur ces deux volets.
Léint®r°tredbeceiheéeetransdisciplinaire est doéexplor

juridiques qui sont au cifur de ces pratigues profe
|l es ®volutions n®cessaires paoiusrablidlaivte®n,i rl.e Pcohuarmps 6dad
a une région administrative, la Normandie, et a deux disciplines médicales complémentaires et

embl ®mati ques de | 6utilisation courante des examen:
:laneurologieet | 6oncol ogi e. La neurologie est notamment
charge de mal adies neurod®g®n®r atives rares pour | ¢
de traitement. A | 6oppos®, dniaadesrelativeménefréqrientes (carcera ct ® |
du sein, prostate, é) parfois dbéborigine g®n®tique, ¢
ou de traitements précoces.

Léidentification de ces f act eur eformpatianinitiateiettcontinoervetu i r e
|l 6ensembl e des m®decins prescripteurs de tests (g®
services, pour une optimisation médicale de cet acte particulier.
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Résultats
Pasquier, Laurent, Guy Minguet, Sylvie Moisdon-Chataigner, Pascal Jarno, Philippe Denizeau, Ginette
Volf, Sylvie Odent, et Grégoire Moutel. 2022. « How Do Non-Geneticist Physicians Deal with Genetic
Tests? A Qualitative Analysis ». European Journal of Human Genetics 30 (3): 320231.
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invasif de I'incompatibilité plaquettaire foetoaternelle
PETERMANN Rachel - Institut national de la transfusion sanguine (INTS)
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Résumé

L'allo-immunisation plaquettaire foeto-maternelle résulte d'une incompatibilité parentale dans le systéme
antigénique plaquettaire. Cette pathologie touche environ 1 naissance vivante sur 1000 chez les
caucasiens et se traduit par la destruction des plaquettes du foetus par les alloanticorps maternels dirigés
contre un ou plusieurs antigénes plaquettaires du pére, exprimés chez le foetus et absents chez la mére.
Il en résulte une thrombopénie foetale ou néonatale (TNN) dont les conséguences peuvent étre trés
graves. En effet, les thrombopénies sévéres sont parfois a l'origine d'hémorragies intracraniennes (HIC)
qui survient chez 10 a 30% des cas. Actuellement, le génotypage plaquettaire foetal est réalisé a partir de
cellules amniotiques. Néanmoins, cette méthode s'appuie sur un gest invasif avec un risque d'hémorragie
et de perte de foetus estimé a environ 1%.

L'objectif de ce projet est de valider, sur une grande cohorte, la preuve de concept de l'utilisation de la
PCR digitale en microgouttelettes (ddPCR : droplet digital PCR) pour le génotypage plaquettaire foetal
dans le cadre du diganostic prénatal non-invasif de l'incompatibilité plaquettaire foeto-maternelle. Cette
technique est largement appliquée en clinique, elle permet entre autre, de caractériser I'ADN libre tumoral
circulant chez des patients atteints de cancer avec une sensibilité allant jusqu'a 0,001%. Dans le cadre de
ce projet, les régions spécifiques porteuses de polymorphismes des systémes antigéniques plaquettaires
HPA-1, -3, -5 et -15 seront amplifiées et quantifiées a partir de I'ADN libre dans la circulation maternelle
puis comparées d'une part avec les résultats de génotypage obtenus a partir de I'ADN génomique des
parents et d'autre part a partir de I'ADN foetal obtenu a partir du liguide amniotique ou aprés sa haissance.
Ces systémes sont responsables de plus de 95% des TNN. La ddPCR permettra également de vérifier,
de maniére sensible et fiable, la présence de I'ADN foetal dans le plasma maternel. La différence de
méthylation du promoteur du géne RASSF1A entre les cellules maternelles et le placenta (foetus) nous
permet de contrdler la présence d'ADN foetal par digestion enzymatique du plasma maternel.

Cette méthode pertinente et non-invasive de génotypage plaquettaire foetal permettrait de diagnostiquer
une éventuelle incompatibilité plaguettaire foeto-maternelle et d'adapter la prise en charge biologique et
thérapeutique des patientes.

Retour tableau



agence dela
Ll biomédecine
Année: 2017

Développement d'outils fonctionnels, génétiques et cliniques d'aide au

diagnostic de la déficience intellectuelle de type MRD7 (DYRK1A)
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Résumé

Des mutations du géne DYRK1A causent une forme de déficience intellectuelle (DI) syndromique assez
fréquente (MRD7, pour mental retardation autosomal dominant 7). Le géne DYRK1A code une protéine
sérine/thréonine kinase, exprimée tout le long de la vie, et impliquée dans un grand hombre de processus
cellulaires. Une cinquantaine de variations potentiellement pathogénes ont été identifiées dans ce géne,

par séquence haut-d ®b it dbéexome, de panel s de g n egienscodantesp ar
de DYRKZ1A. Parmi celles-ci, un tiers sont des variations faux-s e n s , pour l esqguel l es |
difficile et incertaine. Nous proposons dans ce pr

pathogénicité des variants faux-sens de signification inconnue identifiés dans ce géne. Par ailleurs, nous
souhaitons mieux définir le spectre clinique associé a une altération de DYRK1A et identifier des mutations
de ce gene (ou de ses partenaires) qui échapperaient au séquencage classique des séquences codantes
(Sanger ou haut-débit).

-Evaluation de | 6ef f et -skns daostledgéne D¥RKLAd Mouswsarexprimerdansla f a u:
protéine DYRK1A sauvage ou mutée et testerons son expression, localisation et activité kinase. Nous
caractériserons également le phénotype engendré par une inactivation partielle de dyrklaa chez le

poi sson z bre (microc®phalie, etc) et r®aliserons
ou porteur de variations faux-sens.

- ldentificaton de g nes ci bles de DYRKI1A et d®vel oppement

Cette ®tude soO0inscrit dans un projet plus gl obal
cellulaires déune hapl oinsuf f ipathogénes affbaant Derdemeldans o u
différents modéles, in vitro (précurseurs neuraux humains) et in vivo (zébrafish) dont le but est de mieux
comprendre les mécanismes pathophysiologiques liés aux mutations du géne DYRKI1A. Les
conséquences moléculairessurl 6 expression des g nes et | eur ®pi sseé
seront analysées dans des fibroblastes de patients porteurs de variants certainement pathogénes
(RNAseq, gPCR). Les résultats obtenus seront comparés aux données générées dans les précurseurs
neuronaux (®tude en cours). Les g nes <cibles dont
mutations de DYRK1A dans les deux types cellulaires seront validés sur des ARN extraits de sang de
patients. Une fois le test fonctionnel validé, nous entreprendrons do®tudier
préléevements (sang et/ou fibroblastes) de patients porteurs de faux-sens de signification inconnue.

- Meilleure caractérisation des signes cliniques associés a des mutations du gene DYRK1A : En paralléle

de ces ®tudes fonctionnell es, nous chercherons ° m
naturelle des individus avec mutations dans le gene DYRK1A. Nous développerons un systeme de scoring

clinigue pour cette forme de DI (MRD7) et meneront des investigations fonctionnelles et génétiques chez

les patients les plus cliniquement évocateurs sans mutation identifiée dans les séquences codantes du

géene. Au final, ces études fonctionnelles, génétiques et cliniques nous permettront de mieux comprendre,

de mieux diagnostiquer et de mieux prendre en charge les individus présentant une DI causée par une
mutation dans le géne DYRK1A.



I agence dela
l biomédecine
Résultats

Courraud, Jérémie, Eric Chater-Diehl, Benjamin Durand, Marie Vincent, Maria del Mar Muniz Moreno,
Imene Boujelbene, Nathalie Drouot, et al. 2021. « Integrative Approach to Interpret DYRK1A Variants,
Leading to a Frequent Neurodevelopmental Disorder ». Genetics in Medicine, aolt, 1Z0.
https://doi.org/10.1038/s41436-021-01263-1.

Durand, Benjamin, Elise Schaefer, Pauline Burger, Sarah Baer, Carmen Schroder, Jean-Louis Mandel,
Amélie Piton, et Romain Coutelle. 2022. « Neurocognitive and Neurobehavioral Characterization of Two
Frequent Forms of Neurodevelopmental Disorders: The DYRK1A and the Wiedemanni Steiner
Syndromes ». Clinical Genetics 102 (4): 2962304. https://doi.org/https://doi.org/10.1111/cge.14190.

Mirzaa, Ghayda M., Jessica X. Chong, Amélie Piton, Bernt Popp, Kimberly Foss, Hui Guo, Ricardo
Harripaul, et al. 2020. « De Novo and Inherited Variants in ZNF292 Underlie a Neurodevelopmental
Disorder with Features of Autism Spectrum Disorder ». Genetics in Medicine 22 (3): 53846.
https://doi.org/10.1038/s41436-019-0693-9.
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Développement d’outils fonctionnels, génétiques et cliniques d’aide
au diagnostic du syndrome DYRK1A

Jeremie Courraud, Eric Chater-Diehl, Benjamin Durand, Marie Vincent, Marjolaine Willems, Jean-Louis Mandel, Rosanna Weksberg, Amélie Piton
IGBMC, Illkirch
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Variants identifiés dans DYRK1A chez des individus atteints de DI: (pathogenes, de signification inconnue)

OBJECTIFS

Le syndrome DYRK1A est une des formes monogéniques
les plus fréquentes de troubles du neurodéveloppement
(TND). Pour améliorer I'interpretation des variants faux-
sens dans ce gene, nous avons développé :

1. un score clinique spécifique

2. un modele in vitro permettant d’évaluer I'impact des B
variants sur la localisation, la stabilité et I'activité kinase
des protéines mutantes.

3. un profil de méthylation de 'ADN sanguin spécifique
des patients DYRK1A

2. Impact des variants sur la protéine DYRK1A
A (o] o

FLAG (DYRK1R) Merge
s

% compared to WT
8

DYRK1Alevel

2 ¢ 8§

% compared to WT
3

Phosphorylated DYRK1A
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Nous avons pu tester la stabilité des protéines mutantes (A), leur capacité a
s’activer par autophosphorylation (B) ainsi que leur localisation cellulaire (C)
(exemple d’un phénotype d’agrégation détecté pour le variant Ser660fs).

METHODOLOGIE& RESULTATS

1. Score clinique spécifique du syndrome DYRK1A

- B
3 ind.thi ted) Points (/20) Clinical score  CSpypk1a 100 p
Intellectual disability(100%-100%) 2 .‘0 *
Impaired ‘B"BI{H&Q“M'}UD%' 2 pa—— E & k. 1B d
ns 2 075
Microcephaly (100%-94%) 2 20 5
Feeding difficuty (neonate or infancy)(94% - 88X) 2 i ¥ H
History of seizures (88% - 74%) 2 .z & 3
15. S 050
Autistic traits/Anxiety (88% - 89%) 2 gl >
Brain anomaly on MRI (81% - 75%) 1 » §
Motor delay (82% - 88%) 110 : % ¥ 1020 & 025
Ataxic walk/hypertonia (64% - 73%) 05 T I :
Atopic or translucide skin (68% - ) 05 ;TL + T =2 \g -
Dysmorphy: 5 jl - 4.“ = il - & * 00 o%.
Thi haror eratic harine 45 1 . ! > ! ! !
Upper eyelid edema 1 DYRKIA  Control DYRKIA DYRKIA ARIDIB  KMT2A
validation  validation missense distal FS
Deepset eyes : T T T T T
rotruding nose or pointed nasal > e . . T . e .
;'P,’n’ sy & @'? g‘“éy\"v &‘?,gb“&y‘* ,\o"*_("‘y & L'étude de méthylation de 'ADN a révélé 402 sites CpG différentiellement
splosic ars o earlobe atached & & 8 : . i - I
Tonieeio o LR A méthylés chez les patients DYRK1A (A). Cette signature est spécifique (B) des
Widely paced et prtrcing patients DYRKIA (en rouge), comparés aux contrdles (en bleu) et aux patients
Upper dentalarc = o ’ A
Retrognathism, smal chin ae atteints d’autres formes génétiques de TND. Cette signature nous a permis de
i ; < reclasser différence variants de signification inconnue (en jaune) et de valider
Le score clinique DYRK1A se situe entre O et 20. Il est basé sur les e (enj )

caractéristiques cliniques les plus présentes chez les patients. Il permet
d’évaluer le phénotype évocateur (score >13) de patients atteints de DI
associée a DYRK1A (en rouge clair et foncé) et a été testé sur des patients
atteints d’autres formes génétiques de TND

emes

Journées

de 'Agence

de la biomédecir

7 & 8 octobre 2021
#JourneesABM2021

le caractére pathogéne du variant Ser660fs (en vert).

DISCUSSION / CONCLUSION

Nous avons développé une combinaison d’outils pour

reclasser les variants de signification inconnue dans DYRK1A:

- 90% (12/13) des variants ont pu étre reclassés
- le pipeline d’analyse mis au point sera utile pour les
variants identifiés dans le futur

I agence dela
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Le poisson zebre pour étudier I'impact des variants identifiés dans les

pathologies neurosensorielles
ROUX Anne-Francoise - Labo de génétique mol-CHU de Montpellier

Labo de génétigue des maladies rares -EA 7402
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Résumé

Dans le cadre de notre activité diagnostique des pathologies neurosensorielles, nous identifions un
nombre croissant de variants de signification clinique incertaine. Ce nombre a particulierement explosé
aveclamiseenpl ace doéun panel de g nes analys®s par s®que
se font & ce jour sur un panel de 121 génes comprenant 61 génes impliqués dans les surdités isolées, 38
genes impliqués dans les rétinites pigmentaires autosomiques récessives, et les 10 génes impliqués dans
le syndrome de Usher (forme syndromique associant surdité et rétinite pigmentaire). Par ailleurs, une

di zaine de g nes ¢ candidats e sont ®gal ement inclt
parallele de | a consultation des bases de donn®es ne p
classification du variant, rendant i mpossible un di
g®n®t i que appropri ®. A c e btywique éssoriée a tedains vareants/cansidéséd i | i |
comme pathog nes qui peut °tre difficile ° explique
cliniques.

Une analyse fonctionnelle des altérations identifiees représente une approche de choix pour définir

| 6i mpact do6éun wvariant, n®anmoins, elle ndédest pas t
en pl ace des anal yses fonctionnell es pour anal ys
pr®messager. Parce queé tlsd prealty séd adde®s etrr armoampl i qu®e,

une approche ex vivo par minigénes dans la majorité des cas. Cette approche est maintenant utilisée en
routine dans notre activit® diagnostigueurmalid®pies srd
ce jour nous ne disposons pas doéoutils fonctionnel :
protéique.

En continuit® de notre d®marche de diagnostic do:q
pl atef or me doé maodéld ppissen zabie porr détegminer non seulement si un variant identifié

chez homme aura un impact mais aussi pour d®ter mi ne
poi sson z bre a d® " ®t® utilis® av ogesdontdes suslitéspour
rétinites pigmentaires et syndrome de Usher.

Ce projet se fait en ®troite collaboration avec ¢ |
un premier temps dobédanal yser deux v a rositianmuckotidique ngaisne L
associ ® " des ph®notypes tr s diff®rents. Afin dbo
de Il a mutation, plusieurs mod | es de poissons z bre
par analyse comportementale (testant aussi bien la fonction auditive que visuelle), par histologie et par

i mmunohistochi mie. Les r®sultats permettront non s
mais aussi de valider la mise en place des protocoles de phénotypage. Cett e approche

fonctionnelle des variants sera alors appliquée aux autres génes étudiés dans le secteur neurosensoriel.
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Appel d’offres
Le poisson zébre pour étudier I'impact des variants identifiés
dans les pathologies neurosensorielles

Christel Vaché **, Nicolas Cubedo ?, Mireille Rossel ¥, Anne-Francoise Roux **

i Meliculaive, CHU Urivarsitd de W

Fraresa, Ak, i i Montgelli, IRSERW U198, Mot paliiar,

Franzs, * MMDN, Uniarils de SMompalien, EFHE, INSERM, Mentpaliar, Franc:

OBJECTIFS

Dans le cadre de notre activité de
diagnostic des pathologies neurosensorielles
nous sommes amenes 3 identifier de nombreux
nouveaux variants. Leur analyse par différents
outils d'interprétation in silico et par des tests
fonctionnels ex wvivo ne sont pas toujours
suffisants pour apporter une réponse claire
quant & leur pathogénicité.

Ce projet consiste a initier la mise en
place de différents outils d'exploration
phénotypique chez le poisson zébre qui
permettront d'aider a la caractérisation de
certains de «¢es wariants de signification
incertaine (WSl).

METHODOLOGIE

Les différences phénotypigues entre des
poissons z&ébre non injectés ou injectés au stade
1 cellule avec des ARNm humains mutants ou
controles ont été objectivées, a 5 jours aprés
fertilisation, & laide de la plateforme de
phénotypage sensoriel et comportemental
ZebraSens de Montpellier.

L'acuité visuelle de chaque larve a été
évaluée par [l'enregistrement du reflexe
optocinétigue [OKR) et du décompte des
saccades générées lors du test (VisioBox®).

La fonction auditive a, quant a elle, éte
estimés par des é&tudes comportementales
{reflexe de fuitz) lors de stimuli sonores a
différentes fréquences et intensités sonores
{test ASR avec ZebraBox®). La présence de
posszibles défauts locomoteurs a également été
recherchée par vidéotraquage des larves lors de
changeaments brusque d'intensité luminsuse
{test VMR avec ZebraBox™).

RESULTATS
o Ce projet a fortement contribué 3 la mise en
place d'une collaboration entre deux &quipes.

o Lors de ce travail nous avons développé les
protocoles expérimentaux a utiliser pour "étude
de Iz vision et de 'audition chez les larves de 5
jours.

o L'utilisation du test OKR a pu &tre validée au
regard des résultats cbtenus lors de 'étude de
larves issues d'une lignée établie de poissons
zébre mutés dans un réne altérant la vision.

= AT

Q. Les larves mutées ont un
nombre de saccades plus faible que les lares
contriles pour un temps d"étude identique.

Ala s

o Les tests réalisés pour &tudier audition nous
ont permis de mettre en évidence le caractére
pathogéne d'un varant non-stop dans un géne
impliqué dans des surdités dominantes. A ce
jour, seules trois autres variations pathogénes
ont été répertoriées dans ce géne.

" .l- -'HII

" D-: E'|ﬂ1|
in oz
r“ ¥

&

1 ."'_.:_

B oy

o -

Q, Les larves injectdes avec FARNM
humain muté sont moins nombreuses a réagir
3 des stimuli sonores [test A5R) alors que leur
activité motrice est conservée (test VMR

COMNCLUSION

La mise en place d'études fonctionnelles innovantes est particuliégrement importante dans
un contexte de rendu de diagnostic base sur des analyses de séguencage trés hawt débit gui
mettent en évidence de nombreux nouveaux variants. L'ensemble de ce travail a permis d'établir

® que les tests fonctionnels sur le poisson zébre ont toute leur place dans notre stratégie de
. diagnostic exhaustif des patheologies neurocsensorielles rares.
emes 7 & & octobre 2021
Journées #loumeesABM2021
de l'Agence L AQENCE dela
® de la biomédecir _I blomédecine
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Caractérisation de grands variants de structure par la cartographie nouvelle

génération utilisant la technologie Bionano
EL KHATTABI Laila - Laboratoire de Cytogénétique Constitutionnelle Pré et Postnatale U1016 - Paris
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Résumé

Le développement récent des techniques d'analyse pan génome a permis d'améliorer nos capacités a
détecter les variants de structure supérieurs a 1 kb. Cependant, les technologies actuelles présentent
encore des limites qui empéchent une analyse globale de I'ensemble des variations. L'Analyse
Chromosomique sur Puce a ADN, qui est la technigue de choix aujourd’hui pour la détection
pangénomique de CNV, a une résolution limitée par le nombre d'oligonucléotides utilisés et ne permet pas
l'identification des variants de structure équilibrés. Le séquencage haut débit utilisant des tailles de lecture
courte est mal adapté a la détection des variants de plusieurs centaines de kilobase, tandis que les
approches basées sur la lecture de grands fragments (natifs ou "reconstitués") ont une sensibilité limitée
par la capacité des algorithmes utilisés a reconstruire une carte génomique a partir des données de
séquencage.

Du fait de ces limites technologigues, les anomalies chromosomiques de structure équilibrées ou
complexes assaociées a la deficience intellectuelle, aux malformations congénitales et/ou aux troubles de
la reproduction ne sont pas détectées. De méme, le nombre et le type de réarrangements
chromosomiques de structure équilibrés polymorphiques ne peut étre correctement estimé.

Une nouvelle technique de cartographie pangénome met en oeuvre un systéme nanofluidique pour étirer
des molécules d'ADN de haut poids moléculaire préalablement marquées au niveau de sites de restriction,
et une lecture automatisée de la fluorescence. Aprés analyse des images acquises, un assemblage de
novo du genome est realisé. Par comparaison a la carte de référence du génome humain, il est alors
possible d'identifier les remaniements de structure déséquilibrés de quelques kilobases a plusieurs
mégabases, mais aussi les remaniements équilibrés comme les translocations ou les insertions.

Seules deux études ont évalué cette technologie en génétique clinique. L'une dans une cohorte de patients
DMD et l'autre dans le cancer de la prostate.

Notre étude vise a tester cette approche chez des patients chez lesquels des anomalies de structure
équilibrées et déséquilibrées ont été identifiées afin d'en valider les performances, dans un premier temps,
puis évaluer sa capacité a détecter des variants de structure équilibrés non identifiés par les techniques
actuelles. Par ailleurs, nous pourrons comparer les performances avec une autre approche novatrice
basée sur le séquencage de fragments longs reconstitués (systeme 10X Genomics) qui a été utilisée par
les mémes laboratoires participants a ce projet.

Les enjeux sont importants puisque cette technique peut potentiellement simplifier et améliorer le
diagnostic des variants de structure déséquilibrés avec une seule technique remplacant le caryotype,
I'ACPA et la MLPA notamment, et surtout elle peut bouleverser nos capacités a diagnostiquer les
remaniements équilibrés toujours basées sur le caryotype qui a une résolution tres faible.

Résultats

Mantere, Tuomo, Kornelia Neveling, Céline Pebrel-Richard, Marion Benoist, Guillaume van der Zande,
Ellen Kater-Baats, Imane Baatout, et al. 2021. « Optical genome mapping enables constitutional
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chromosomal aberration detection ». The American Journal of Human Genetics 108 (8): 140922.
https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2021.05.012.
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Non Invasif des Maladies Monogéniques

FEREC Claude - Laboratoire de Génétique Moléculaireetd 6 Hi st ocompati bilit® et
UMR1078 Génétique Génomique et

Biotechnologies - Brest
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Résumeé

Objectifs :

La d®couverte de | 6ADN fi1tal l i bre circul antdudans
di agnostic pr®nat al non invasif (DPNI). Avec | d0arr
d®t ecter des all les fitaux transmis par l e p re

surrepr®sentation doéunt alll deaeutnrag.ernel par rappor

Les cellules fitales repr®sentent une approche pro
développement avant de pouvoir étre envisagée en routine.

Les applications de | 6®tude de | 6ADN f11tal l i bre

s®gquences fitales diff®rentes du g®nome maternel
génotypage RHD, et a la quantification de séquences du chromosome 21 dans le dépistage de la trisomie

21 fitale. A ce jour, |l es publications -pvisadpwsaatnt |
maternel ne rapportent que des cas isolés ou des petites cohortes, sans approche standardisée ou
contrble des risques statistiques.

Cette étude a pour objectifs :

-l e d®vel oppement débune strat®gie robuste perdamet t
recherche et caractérisation moléculaire des trophoblastes circulants.

Méthodes :

Nous avons acquis au | aboratoire la technologie Chr omi umkE
reconstituer |l es haplotypes parentaux ° partir do
mor bi des. L6®t ude du plasma en parall | e héitésrpardet de
fiTtus et dbéen d®awsidelapathaogie fantiliald. ut vi s

Nous inclurons des couples ~ ri sque de transmettr
pr ®nat al ( DPN) . Nous wutil i s er onalyseuas résultatspernactiantture st s |
contrlle strict des risques statistiques. Léanal ys
r®sultat sera compar® au r®sultat obtenu sur pr®
Nous chercherons a identifier et caractér i ser | es cellules fitales <circu

| dapproche Single Cel lci( 1@eXr nGeetn odi cckstEeni rCelld epr of i
nombre de cellules présentes dans un échantillon.

Résultats attendus :

Nous souhaitons dans un premier temps inclure de maniére prospective 20 couples, ce qui représentera
la plus grosse cohorte publiée dans le cadre du DPNI.

Cette ®tude nous permettra doé®valuer |1 d6int®r°t de
lesd ® ai s dbéanalyse et | e co%t, afin dbéenvisager dan
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intention chez | es couples demandeurs dobéun DPN da
monogénique.

Déautre part, | 6 a p permetira de diférencer les poPutatiohs de aeliules circulantes
dans | e sang maternel et doéidentifier des caract ®r |

Retour tableau
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DPNI sur CFTC par@ification du génome entier couplée a un séquencage du

miniexome
GUISSART Claire - Institut Universitaire de Recherche Clinique IURC

Laboratoire de Génétique Moléculaire - Montpellier
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Résumé

Contexte : Les approches dites de Diagnostic Pr®nat al N
fragments dOADN f 1t e&NA)bppdtenede clairs bérégficés @mprasque(clnigue dans
un dépistage précoce des maladies monogéniques. Elles améliorent la sécurité du diagnostic prénatal
(DPN) , en sodbaffranchissant du risque de perte fit.
choriocentése) estimé entre 0,5 et 1%. Toutefois des difficultés techniques liées aux caractéristiques du
cff-DNA demeurent et nécessitent de longues étapes de mise au point analytique et parfois des analyses
bio informatiques complexes. Les DPNI actuellement proposés sont des diagnostics « a fagon » spécifique

l e plus souvent doOéune mutation donn®e, voire un g |
Objectifs :
Le pr®sent projet propose de compl ®t er | 6offre de I

applicable a la majorité des genes et mutations impliquées dans les demandes de DPN a partir de cellules
fitales trophobl adTd)igotess circul antes (C

Méthodologie :

R®al i sation dbéune prise de sang chez | a femme encei
une indication de DPN pour maladie rare est reconnue.

| sol ement des CFTC ~° partir dlessTunoralestCircuantes (BTaCs),spoid e me
amplification du g®nome entier des celklomeeesti sdlu®es
par un filtre bioinformatique sp®cifique de | 06indi
L6®tude se fera en 2 temps

validation anal yti gue de | a m®t hode par | 6®t ude des donn!

géniques ciblées selon les indications majoritaires de DPN au niveau national (cf. liste des pathologies du
bilan ABM DPN 2014 en Annexe 2).

évaluation en contexte clinique de la méthode en vérifiant la concordance des résultats de génotypes
obtenus | ors de | 6examen standard (gold standard =
obtenus avec notre nouvelle approche DPNI pour 15 femmes enceintes.

Résultats attendus et perspectives :

Cette ®tude doi't permettre do®tablir | a qumiverselee d e
concernant | a majorit® des maladies rares faisant

déune simpl e prniesle sdie Iséaenngf amatt er venir est atteint

par ses parents.

Cette approche DPNI permettrait de réduire le nombre de gestes invasifs et ainsi de supprimer le risque
de perte fitale |Ii® °~ | 6amnEbktenpesmepbtur diat ctier poo
national a un DPNI pour un large panel de maladies rares.
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Résultats

Cayrefourcq, Laure, Marie-Claire Vincent, Sandra Pierredon, Céline Moutou, Marion Imbert-Bouteille,
Emmanuelle Haquet, Jacques Puechberty, et al. 2020. « Single Circulating Fetal Trophoblastic Cells
Eligible for Non Invasive Prenatal Diagnosis: The Exception Rather than the Rule ». Scientific Reports 10
(1): 9861.
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agénesie du corps calleux
HERON Delphine - Service de génétique clinique. Hopital Pitié Salpétriere
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Résumeé

Léag®n®si e du corps calleux (ACC), partielle ou to
accessible au diagnostic prénatal par échographie, le plus souvent au 2nd trimestre de la grossesse.
Lorsque celle-ci est apparemment isolée (ACCIl),c 6 easdti r e non associ ®e ~ dbéaut

une anomalie chromosomique, le phénotype neurocognitif est extrémement variable, pour une méme
présentation neuro-anatomique. En effet, le neuro-développement peut étre normal, ou étre associé a des

troubles cognitifs mineurs, ou encore a une déficience intellectuelle (DI) de gravité variable. Ainsi, le
pronostic est considéré comme favorable dans 75% des cas (Moutard et al, 2012) et défavorable dans

25% des cas (DI de gravité variable). Depuisunevingt ai ne déann®es, plus de 40
d®couverte in ut®ro déune ACC ont ®t ® vus en consu
associant obstétriciens et sage-femmes, neuropédiatres, généticiens et psychologues.

La découverte au cours de la grossesse de cette malformation cérébrale a pronostic trés incertain plonge
|l es couples dans une situation doextr°me difficult
déarr°ter |l a grossesse dques. Dans se cantextel lescouples et fe®éegpess t a t
m®di cales se trouvent dans wune situation paradigma
Comment les couples prennent-ils leur décision ? Comment vivent-ils cette décision dans le temps ? Ces
guestions ndbont pas encore fait | 6dobjet db6®tude sp

Notre étude comporte 3 objectifs :
1) Etudier de maniére rétrospective le processus décisionnel chez les couples suite a une annonce

d6ACCI au cours de | a grossesse.

2) Evaluer le devenir de la décision des couples.

3) Connaitre |l eurs besoins afin déam®liorer | e di s
projet associe |l es 3 ®quipes hospitali res impligqg

neuropédiatrie, génétique), et 2 équipes de recherche universitaire.

La popul ation concern®e est constitu®e de 30 coupl e
grossesse a eu lieu entre 2014 et 2017. Deux groupes se constitueront au cours de I'étude :

Groupe 1) Couples ayant pris la décision de poursuivre la grossesse.

Groupe 2) Couples ayant eu recours a une IMG. Nous utiliserons des outils nous permettant de recueillir
des données qualitatives et quantitatives (entretien semi-structuré de recherche, échelle de dépression
Beck, ®chel |l es -Bd, 6 a@cxhie®Rtl® <SATOARIV Avement traumatique P

Cette étude permettra de déterminer les facteurs externes et internes intervenant dans la décision des

couples confront ®s ~ Imiprc@mat aludeetdepPumoOmadsSEecyVvier
malformations a pronostic incertain. Les résultats permettront également de comprendre les besoins des
familles et doébadapter | es modalit®s de prise en ch;

Retourtableau
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La longueur des télomeres, un marqueur de fertilité féminine ? (TELEFF)
KOSCINSKI Isabelle - Unité INSERM Nutrition Génétique Exposition aux Risques Environnementaux

U 1256
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Résumé
Depui s trois d®cennies, dans | a plupart des pays i nf
ddbaugment er . Dans | e m°me temps, |l es femmes sont
di mi nue avec | 6©ge. En o ut rmojns dé 85 apsiprésenteatune insuffisancel e  f ¢
ovarienne pr®matur ®e (I OP). Cependant, pour une j el
de marqueur permettant de prédire un risque de IOP dans les 10 prochaines années. Dans ce contexte,
ilsemble du plus grand int®r°t de disposer dbébun marque
Les marqueurs hormonaux disponibles de la fertilité féminine (FSH, Estradiol, AMH) ou le comptage
échographique de petits follicules ont une valeur prédiciv e m®di ocre de | 61 OP. Le:

structures nucléoprotéigues non codantes situées a I'extrémité des chromosomes. Avec I'age, la longueur
des télomeéres (LT) présente un raccourcissement progressif conduisant finalement & un arrét de la
croissance appelé sénescence réplicative. Etant donné que les téloméres courts peuvent avoir une
incidence sur lintégrité des chromosomes, la stabilité de la chromatine et la capacité de réplication
cellulaire, la LT est un indicateur a la fois de I'historique de réplication et du potentiel de réplication d'une
cellule. Ainsi, nous proposons que la LT dans les cellules de la granulosa pourrait étre un marqueur
prédictif de la durée de la fenétre de fertilité. Comme la LT est synchronisée a la naissance, nous
proposons do®val uer ®galement | a LT dans | es | eucocyt
meilleure disponibilité (une simple prise de sang). Pour tester cette hypothése, nous proposons de
mesurer la LT dans les cellules de la granulosa et dans les leucocytes dans deux groupes de patients
sous ART traités entre 20 et 38 ans: des femmes stériles subissant une FIV-ICSI en raison d'une
insuffisance ovarienne VS. des femmes subissant une FIV-ICSI pour une indication masculine avec une
bonne réponse a la stimulation ovarienne.

Les r®sultats de cette ®tude pourraient servir 7~ ®
et les praticiens dans la décision de cryoconserver ou pas les ovocytes a un age jeune.
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